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RESUMEN

En el diagndstico prenatal, la técnica de TPNI (a través del ADN fetal en sangre materna) es
fundamental ante un riesgo intermedio en el cribado combinado del primer trimestre y de
cuyo resultado dependera la necesidad de realizacion de una técnica invasiva posterior,
como la amniocentesis o la coriocentesis. Ambas presentan una tasa de pérdida fetal
reducida, pero que no hay que infravalorar.

A través de datos pseudonimizados de 354 gestantes se realizé una tabla de validez
diagnéstica para valorar la utilidad de esta técnica en la deteccion de anomalias
ecograficas, muchas de las cuales correspondian a marcadores de aneuploidias fetales:
sindrome de Down, Edwards y Patau. Sin embargo, obtuvimos bajos valores de
sensibilidad, especificidad y VPP de la prueba, lo que no era de extrafiar por tratarse esta
de una técnica de cribado y de intentar valorar la deteccién de anomalias ecograficas,
muchas de las cuales podrian presentarse de manera aislada sin corresponder a ninguna
aneuploidia fetal. Pero, lo que verdaderamente fue satisfactorio consistio en el resultado del
VPN (92%) que corroboré la utilidad de esta técnica para descartar resultados de
normalidad fetal y evitar una técnica invasiva posterior innecesaria.

A su vez, este trabajo pretende exponer la utilidad de las diferentes técnicas de diagnéstico
genético y realizar una comparacion de las mismas en la deteccion de aneuploidias u otras
alteraciones genéticas fetales que la ecografia por si sola no es capaz de detectar. De esta
manera, también se realiza un analisis mediante Chi-cuadrado que permite una
comparacion entre los resultados del riesgo del cribado combinado del primer trimestre y los
del riesgo del TPNI que se habia realizado posteriormente (en los casos de riesgo
intermedio) y se valora si existe correlacion entre los resultados del cribado y los resultados
del TPNI, hallandose resultados estadisticamente significativos que corroboran la utilidad de
esta técnica de cribado.

ABSTRACT

In prenatal diagnosis, the NIPT technique (using fetal DNA in maternal blood) is essential for
patients with intermediate risk in combined screening in the first trimester. The result of this
technique will determine the need for a subsequent invasive technique such as
amniocentesis or choriocentesis. Both have a low rate of fetal loss, but should not be
underestimated.

Using pseudonymized data from 354 pregnant women, a diagnostic validity table was
developed to assess the usefulness of this technique in detecting ultrasound abnormalities,
many of which corresponded to markers of fetal aneuploidies: Down syndrome, Edwards
syndrome, and Patau syndrome. However, we obtained low sensitivity, specificity, and PPV
values for the test, which was not surprising for the fact that this is a screening technique
and its objective is to assess the detection of ultrasound abnormalities, many of which could
occur in isolation without corresponding to any fetal aneuploidy. However, that was truly
satisfactory was the NPV result (92%), which corroborated the usefulness of this technique



in ruling out normal fetal outcomes and avoiding unnecessary subsequent invasive
procedures.

This study also aims to demonstrate the usefulness of different genetic diagnostic
techniques and compare them in the detection of aneuploidies or other fetal genetic
abnormalities that ultrasound alone cannot detect. A chi-square analysis is performed to
allow a comparison between the results of the combined first-trimester screening risk and
those of the NIPT risk, which was subsequently carried out later (in cases of intermediate
risk). The analysis evaluates whether there is a correlation between the screening results
and the NIPT results, revealing statistically findings that support the usefulness of this
screening technique.



PALABRAS CLAVE

Diagnostico prenatal. Secuenciacion de Nueva Generacion. Test Prenatal No Invasivo
(TPNI). Aneuploidia. Cribado Combinado. ADN fetal. Pruebas Genéticas.

GLOSARIO

Array-CGH: array de hibridacién genémica comparativa

FISH: hibridacién in situ de fluorescencia

PAPP-A: proteina A asociada al embarazo

B-hCG: Gonadotropina coriénica humana beta

NGS: Next Generation Sequencing — Secuenciacion de Nueva Generacién
PCR: Reaccién de cadena polimerasa

FISH: Hibridacion in situ de fluorescencia

SNPs: Single Nucleotide Polymorphism— Polimorfismos de Nucleétido Unico
STR: Short Tandem Repeats — Repeticiones Cortas en Tandem

T21: trisomia del cromosoma 21

T18: trisomia del cromosoma 18

T13: trisomia del cromosoma 13

QF-PCR: reaccion de cadena polimerasa cuantitativa fluorescente

ADN: &cido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

CNVs: variantes del numero de copias (referido al ADN)

SNVs: variantes de un solo nucledétido

array-CGH: Hibridacion Genémica Comparativa de array

TN: translucencia nucal

IR: indice de riesgo



CIR: crecimiento intrauterino restringido

SEGO: Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
TPNI: Test Prenatal no Invasivo

VPP: valor predictivo positivo

VPN: valor predictivo negativo

ARSA: arteria subclavia derecha aberrante aislada
PVUD: persistencia de la vena umbilical derecha

QPC: quiste del plexo coroideo)

FOCI: foco hiperecogénico intracardiaco



INTRODUCCION

El diagnéstico prenatal es una herramienta fundamental que permite la deteccion de
patologia genética fetal previa al nacimiento. Tradicionalmente, se ha requerido la
realizacién de procedimientos invasivos tales como la amniocentesis, la biopsia corial o la
cordocentesis para la deteccion de aneuploidias, patologias monogénicas y anomalias
estructurales de origen cromosémico. Sin embargo, el hecho de que estas técnicas puedan
resultar lesivas, tanto para la madre como para el feto, ha conllevado el desarrollo de
técnicas no invasivas para la deteccion de trastornos genéticos (1,2).

Debido al elevado coste ético y econdmico, no se recomienda realizar estas técnicas de
forma indiscriminada en la poblacién. De este modo, nuestro Sistema Nacional de Salud
incluye una serie de pruebas de cribado para la deteccién de anomalias cromosémicas que
pueden ser realizadas durante la gestacion. Estas técnicas incluyen: el test combinado del
primer trimestre (a través de PAPP-A, BhCG y medicién de translucencia nucal a través de
ecografia junto a la edad materna). Ademas, en caso de que el anterior saliera alterado,
tradicionalmente se habian incluido pruebas de diagnodstico genético prenatal invasivas
(amniocentesis y biopsia corial), sin embargo, recientemente se incluye un test de ADN fetal
libre circulante en sangre materna en caso de riesgo de trisomia fetal limitado a los
cromosomas 21, 18 o 13 (Ministerio de Sanidad, Orden SND/606/2024, de 13 de junio). A
su vez, el Ministerio de Sanidad expone que seran las comunidades autdonomas, el Instituto
Nacional de Gestidon Sanitaria (INGESA) y las mutualidades de funcionarios los encargados
de valorar el riesgo individual de las mujeres gestantes con criterios de alto riesgo para las
que se seguiran procedimientos mas especificos de actuacion (3).

- Técnicas de diagndstico genético (1)

Analisis indirecto: detectan alteraciones estructurales o cromosdémicas en el ADN, pero no
analizan la secuencia especifica de este. Se distinguen los siguientes tipos:

1. Array-CGH (array-hibridacién gendmica comparativa)

Puede ser utilizada para detectar CNVs (variantes en el numero de copias de ADN) tales
como deleciones o duplicaciones de regiones cromosémicas. No detecta translocaciones o
inversiones.

En el caso del array-CGH, el control es hibridado con un microarray que contiene de cientos
a miles de oligonucleétidos cuyas secuencias corresponden a regiones especificas del
genoma.

2. Cariotipo
Estudio del numero y tipo de cromosomas presentes en un individuo. Los cromosomas se
clasifican segun su talla y colocaciéon del centromero. Un cariotipo normal femenino se

denomina como 46 XXy un cariotipo masculino se designa como 46 XY.

3. FISH (Hibridacion in situ de fluorescencia)



Requiere el disefio de una sonda de ADN monocatenaria complementaria con una region
especifica de un cromosoma y es preparada y marcada con un tinte fluorescente. EI ADN
del paciente obtenido de cromosomas en fases de metafase, profase o interfase, se
desnaturaliza y posteriormente, la sonda produce el emparejamiento de bases
complementarias (hibridacion) con la secuencia del ADN del paciente coincidente. Tras la
hibridacion, la fluorescencia de la sonda puede observarse bajo el microscopio identificando
de forma exacta la ubicacién del segmento del ADN.

A pesar de lo que pudiera parecer esta técnica se considera indirecta porque no analiza
directamente la secuencia del ADN de genes implicados.

Analisis de una mutacion de forma directa

Se trata de una técnica de diagnéstico mas utilizada que la de andlisis indirecto que
conlleva un diagndstico directo mediante la deteccién de una mutacion.

Al detectarse una mutacién en la secuencia de ADN, se puede realizar una amplificacion de
la secuencia mediante PCR (reaccion de cadena polimerasa) y con posterioridad se
sintetiza un oligonucledtido alelo-especifico que se encarga de la hibridacién (combinacion
con base complementaria) con la secuencia mutada dando lugar a que, en caso de
homocigotos con la mutacion, la hibridacion se producira con el oligonucleotido
alelo-especifico que presente la secuencia mutada (ya que la persona presentara los dos
alelos mutados), y en el caso de ser heterocigota, la sonda sélo se unira a la copia que esté
mutada. Por otro lado, en caso de que el paciente no presente la mutacion, la sonda no se
unira.

Esto da lugar a que cada enfermedad diferente con sus distintas mutaciones requiera su
propia sonda de oligonucledtido.

Este procedimiento tiene como ventajas su mayor precision con respecto al analisis
indirecto y no requiere la informacion de la presencia de enfermedad genética en la familia
para su identificacion. Su principal desventaja reside en la circunstancia de que existan
diferentes mutaciones causantes de una misma enfermedad porque requiere el
conocimiento de la mutacion causante de la misma.

Tipos:
1. Microarrays

Permite realizar un analisis de multiples variantes en la secuencia de ADN en un unico
tiempo mediante el empleo de gran cantidad de sondas de oligonucledétidos de hibridacion
frente al ADN en un chip de silicona. Se trata de una técnica de bajo coste y eficiente para
la deteccidén de las mutaciones de la secuencia de ADN presente en la plataforma de
microarrays. Ademas, puede ser utilizada para la deteccion de polimorfismos de nucleétido
unico (SNPs), variaciones en el numero de copias (CNVs) o diferencias en la expresion de
genes. Esta técnica puede utilizar la hibridacion gendémica comparativa de matriz (array
CGH), mas convencional, una matriz basada en SNP (chip SNP) o, de forma mas reciente,
una plataforma que combina ambas.

Sin embargo, este método resulta ineficaz para detectar translocaciones balanceadas y
triploidias.



2. QF-PCR

Es una técnica que se realiza a través de la reaccién de cadena de polimerasa y que se
emplea para analizar marcadores de repeticiones cortas especificas en tandem (STR) de
los cromosomas 13, 18, 21, X e Y. Es una técnica costo-efectiva y rapida que ha
evolucionado mediante la adicion de nuevos marcadores microsatélites para la deteccion de
regiones cromosomicas especificas (4).

3. Secuenciacion de ADN de alto rendimiento (“Next Generation Sequencing”)

Esta técnica tiene la capacidad de detectar todas las variantes patogénicas de una
enfermedad, incluidas aquellas todavia no descubiertas y de las cuales todavia no hay
conocimiento de su influencia a nivel fenotipico. Puede ser una secuencia dirigida a un
numero de enfermedades hereditarias (limitada a los genes en el panel de genes a
estudiar), o bien, puede estar realizada mediante la secuenciacién del exoma o del genoma
completo que pueden detectar todas las variantes patogénicas de la enfermedad.

Se considera que es la mejor técnica para la secuenciaciéon de ADN repetitivo (por ejemplo
secuencias de repeticion CTG en la enfermedad de Huntington) (5).

Para el analisis de los datos que se generan a través de NGS, se requiere la utilizacion de
herramientas bioinformaticas, comenzando con el preprocesamiento de datos que incluye:
la eliminacion de secuencias de adaptadores y lecturas de baja calidad, la realizacion de un
mapeo del genoma de referencia, asi como la recopilacién de secuencias de ADN. Este
proceso genera grandes cantidades de datos y se manejan multiples muestras
simultaneamente, lo que supone un importante desafio en la gestion de tales cantidades de
volumenes de datos y las investigaciones continian avanzando para mejorar la tecnologia y
los métodos de analisis de datos que se presentara como un hecho importante en los
préximos anos en el analisis de muestras biolégicas (6, 7).

Ademas de su utilidad en gendmica, se considera una técnica prometedora en
transcriptomica y epigenética por su potencial lectura de ARNs completos y deteccién de
metilacién (5).

También, la secuenciaciéon a través de NGS sigue en continuo desarrollo gracias al
constante progreso en bioinformatica, robédtica, sistemas para la automatizacion de
manipulacién de liquidos y preparacion de acidos nucleicos, que se prevé que conlleve una
mayor precisién y rapidez de estos métodos de secuenciacién haciendo que necesiten
cantidades menores de ADN. A su vez, se presentan las siguientes perspectivas futuras en
el diagnéstico clinico: en la identificacién de predisposiciones genéticas para implementar
estrategias de prevencion personalizadas, en la secuenciacion rapida de genomas de
patoégenos para manejar posibles pandemias y resistencia a antibidticos, asi como la
monitorizacién de terapias génicas y edicidon genéticas para asegurar eficacia y seguridad

(6).



- Fases de Next Generation Sequencing
Genomic DNA
1 Fragmentation

Fragmented genomic DNA

1 End repair and adapter ligation
Library of DNA fragments
-
I
1 Clonal amplification of fragments

Amplified DNA fragments

1 Massive parallel sequencing
of DNA fragments

Short reads of DNA sequence

1 Mapping and alignment of DNA
short reads to reference genome

CCTACGCGCGCTACGACATCACGAGCGCGCGCGGAACTAAGGCACTAAAAG
AGCGCGCGCGGAACTAAAGCACTAAAAGCCTACGCGCGCTAC
ACTAAAAGCCTACGCGCGCTACGACATCACGAGCGCGCGCGGAACTAAAGC
GCGCGCGCGGAACTAAGGCACTAAAAGCCTACGCGCGCTAC
ACGAGCGCGCGCGGAACTAAAGCACTAAAAGCCTACGCGCGCTAC
CTACGCGCGCTACGACATCACGAGCGCGCGCGGAACTAAAGCACTAAAAGC
ATCACGAGCGCGCGCGGAACTAAGGCACTAAAAGCCTACGCGCGCTAC
CGCTACGACATCACGAGCGCGCGCGGAACTAAGGCACTAAAAGCCTACGCG
GCGCGCTACGACATCACGAGCGCGCGCGGAATTAAAGCACTAAAAGCCTAC
GCCTACGCGCGCTACGACATCACGAGCGCGCGCGGAACTAAGGCACTAAAA

Reference genome

Imagen 1: Fases de Next Generation Sequencing (1)

Para comprender mejor el funcionamiento de esta técnica se expone la siguiente imagen.
Esta, muestra el proceso de accion de la secuenciaciéon de ADN de alta resolucion mediante
lllumina:

1. Para comenzar, se realiza la seccién del ADN en pequefios fragmentos en cuyos
extremos se afiaden adaptadores que se tratan de secuencias de ADN ya conocidas

que permiten que se identifiquen estos fragmentos de forma adecuada.

2. Posteriormente, se separa la doble hélice de ADN y se posicionan los fragmentos de
ADN monocatenario en una superficie de cristal.

3. Luego, los fragmentos de ADN se amplifican en multiples copias mediante reaccion
de cadena polimerasa (PCR) para garantizar suficiente ADN para la secuenciacion.

4. La secuenciacion se basa en la adhesion de los fragmentos de ADN con sus
adaptadores a una superficie de cristal y la posterior adicion de bases
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complementarias nuevas con una etiqueta de fluorescencia incorporada. La sefial de
fluorescencia es grabada mediante una camara que revela la secuencia de pares de
bases de cada fragmento permitiendo la secuenciacion de millones de fragmentos

de manera simultanea y se producen reacciones en paralelo.

5. Las lecturas cortas del ADN se alinean para referenciar el genoma y se ensamblan
de novo (en caso de no tener una secuencia de referencia conocida), o bien, se
produce un alineamiento de las lecturas a través de secuencias de referencia
conocidas. Esto se realiza gracias a un software.

6. Para finalizar, se realiza un analisis bioinformatico con identificacion de variantes y
posterior analisis funcional donde las variantes identificadas se correlacionan con
enfermedades o rasgos fenotipicos.

Tabla 1: Diferencias entre los tipos de diagndstico genético mediante NGS.

Tipos de estudios
de genes

Secuencia de genoma
completo

Secuencia de exoma
completo

Panel genético dirigido

Numero de genes

Todos los genes vy
ADN no codificado
(secuencias de
10.000-100.000 pares
de bases)

Exoma completo
(20-25.000 genes)

10-500 genes

Precision Baja Buena Alta
Coste Muy elevado Bajo Mayor costo-efectividad
Ventajas Sin sSesgos en | Mismo experimento | Se puede optimizar
secuenciacion para cualquier | Riesgo bajo de hallazgos
La mejor para la |enfermedad de significado incierto
deteccion de variantes | Puede ser | Facilidad de manejo de
estructurales reinterpretado datos e interpretacion
Desventajas Manipulacion e | Sesgos en la | Disefio y redisefio
interpretacion secuenciacion, No da | necesarios para nuevos
compleja de datos, informacion de | loci
Posibles hallazgos | regiones no
con significado | codificantes,
incierto posibilidad de
hallazgos con
significado incierto
Resolucion >30X >50-100X >500X

Tabla 1: Diferencias entre tipos de diagnoéstico genético a través de NGS: secuencia de
genoma completo, secuencia de exoma completo (secuencia de las regiones codificantes
del genoma) y panel genético dirigido (paneles especificos dirigidos al estudio de
enfermedades concretas) que la relaciona en funciéon del nimero de genes, su precision,
coste, desventajas y resolucion (1,9).
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De esta forma, debemos tener en cuenta que existen diversos tipos de técnicas de
diagndstico genético, aquellas que emplean un andlisis indirecto y aquellas que analizan
una mutacion de forma directa, siendo esta ultima, mas utilizada. Dentro de los tipos de
pruebas genéticas que emplean el analisis de mutaciéon de manera indirecta se encuentran
el cariotipo, técnica de FISH (Hibridacion in situ de fluorescencia) y técnica de array-CGH
(array-hibridacion gendmica comparativa). Por otro lado, las técnicas genéticas que
localizan una mutacion directa incluyen QF-PCR, microarrays y NGS o secuenciacion de
ADN de alto rendimiento (“Next Generation Sequencing”) (1).

En este contexto, las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (Next Generation
Sequencing- NGS) han permitido revolucionar el campo de la genética a través del analisis
de fragmentos de ADN con gran precision y rapidez permitiendo el diagnéstico prenatal no
invasivo. Estas técnicas se realizan mediante la extraccién del ADN fetal en sangre materna
que consiste en la fraccién de ADN fetal extracelular que puede ser detectada en la sangre
de las mujeres embarazadas y permite poder hallar de forma fiable la existencia de una
alteracion genética en el feto a través de la reaccion de cadena polimerasa (PCR) (1, 8).

Cabe destacar que las técnicas de diagnoéstico genético prenatal no invasivas no pueden
ser ofertadas en la practica médica habitual para el diagndstico de aneuploidia fetal en
ausencia de una técnica invasiva posterior confirmatoria, ya que el estudio del ADN fetal en
sangre materna es una técnica de cribado y aporta una probabilidad de riesgo, pero no
aporta un diagnastico definitivo (9).

El presente trabajo tiene como objetivos:
1. Valorar la utilidad de las técnicas de diagndstico genético prenatal no invasivo
(TPNI) mediante técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) a través de

la obtencion de ADN fetal en sangre materna.

2. Realizar una revision bibliografica de la utilidad de las técnicas genéticas para el
diagnéstico prenatal.

3. Estudiar la validez de las técnicas de NGS para el diagnéstico de aneuploidias
fetales y para la deteccién de malformaciones.

3. Analizar la deteccion de riesgo de anomalias genéticas en la prueba de Cribado
Combinado del primer trimestre de gestacion.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizd una revisidn bibliografica sobre las diferentes técnicas de diagndstico genético y
su correlacion con el diagnostico prenatal, incluyendo los protocolos actualizados de la
SEGO (Sociedad Espafola de Ginecologia y Obstetricia), asi como las ultimas
investigaciones sobre NGS. Se realiz6 la busqueda en diferentes bases de datos incluyendo
Pubmed, Scopus y Google académico. Ademas, se hizo la siguiente busqueda en Pubmed
restringida a los ultimos 10 afios:

((("Prenatal Diagnosis"[Mesh]) OR "Noninvasive Prenatal Testing"[Mesh]) AND
("High-Throughput Nucleotide Sequencing"[Mesh])) OR (("Amniocentesis"[Mesh]) OR
"Chorionic Villi Sampling"[Mesh])

Y, a su vez, se incluyeron otras obras de afos previos localizadas en bases de datos
incluidas previamente.

Se realizd la peticion de datos a través de la plataforma BIGAN (Big Data del Departamento
de Sanidad del Gobierno de Aragén) del Hospital Universitario Miguel Servet en los afios
2023 y 2024 de los resultados del Cribado Combinado del primer trimestre de embarazo
realizados y que presentan resultado de intermedio y alto riesgo y con realizacién de una
prueba invasiva genética (ADN fetal en sangre materna) o invasiva (amniocentesis o biopsia
corial) posterior, ademas se piden los datos ecograficos que resulten patolégicos (Anexo ).

Al comienzo del proceso se realizé la peticion de los siguientes datos:

Un primer conjunto de datos de mujeres embarazadas con realizacion de pruebas invasivas
(amniocentesis, biopsia corial, cordocentesis) durante periodo de observacion de dos afios,
2023 y 2024, con las siguientes variables solicitadas:

e Mujeres embarazadas con seguimiento en Hospital Miguel Servet a las que se les
hubiese realizado cribado combinado del primer trimestre con resultado alterado y
requerimiento de técnica diagndstica invasiva posterior confirmatoria o bien mujeres
a las que se les hubiese realizado una técnica diagndstica prenatal invasiva por otro
motivo.

Resultados del cribado combinado del primer trimestre.
Resultado de la prueba invasiva (mujeres con complicaciones si es que existen:
pérdida fetal...).

e Informes de ecografias realizadas a dichas pacientes con resultado ecografico
patoldgico.

Edad materna.

Semanas de embarazo a las que se realizé la prueba.

Tiempo desde la realizacion de la prueba hasta la entrega del resultado a la
paciente.

Anadir en caso de que lo sea, si se trata de embarazo multiple.

Coste de la prueba (si es posible conocerlo).

Ademas, se solicitd un segundo conjunto de datos de mujeres embarazadas a las que se
les realizaron pruebas no invasivas (ADN fetal en sangre materna) durante el afio 2024 con
las siguientes variables solicitadas:
e Mujeres embarazadas con seguimiento en Hospital Miguel Servet a las que se les
hubiese realizado cribado combinado del 1er trimestre con resultado alterado vy
requerimiento de técnica diagndstica invasiva posterior confirmatoria o bien mujeres
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a las que se les hubiese realizado una técnica diagndstica prenatal invasiva por otro
motivo.
Resultados del cribado combinado del 1er trimestre.
Resultado de la prueba invasiva (mujeres con complicaciones si es que existen:
pérdida fetal, entre otras.

e Informes de ecografias realizadas a dichas pacientes con resultado ecografico
patoldgico.
Edad materna.
Semanas de embarazo a las que se realizé la prueba.
Tiempo desde la realizacion de la prueba hasta la entrega del resultado a la
paciente.
Anadir en caso de que lo sea, si se trata de embarazo multiple.
Coste de la prueba (si es posible conocerlo).

Sin embargo, debido a que la plataforma BIGAN no pudo ofrecer todos los datos que se
solicitaron, se modificé el planteamiento del trabajo y realizar un analisis descriptivo de los
datos en los que se pretendia cuantificar la sensibilidad y especificidad de los TPNI
(mediante NGS) para la deteccion de aneuploidias. Los datos aportados consistian en: el
riesgo de la prueba de cribado del primer y/o segundo trimestre y los resultados posteriores
de las técnicas no invasivas (si habian obtenido alto o bajo riesgo de aneuploidias) o
técnicas invasivas (tan solo el resultado de no haber detectado aneuploidias) y, en caso de
que los hubiera, los resultados patoldgicos ecograficos. La muestra tenia una n de 354
gestantes.

Test estadisticos

De esta manera, se realizdé el analisis estadistico de los datos a través de la sintesis de
tablas de contingencia mediante la plataforma SPSS. Por una parte, se cre6 una primera
tabla que pretendia correlacionar los hallazgos ecograficos con la deteccién de aneuploidias
mediante el TPNI y se realizé el estudio de la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN, para
detectar malformaciones ecograficas o no detectar hallazgos, en caso de que hubiera
normalidad ecografica.

Por otro lado, se realizaron una serie de tablas para valorar la utilidad de la prueba de
cribado del primer trimestre y su correlacion con el resultado del TPNI, a través del indice de
Chi-cuadrado de Pearson.

El presente estudio conté con la aprobacion por el Comité de Etica de la Investigacion de la

Comunidad Auténoma de Aragon (CEICA) que emitié dictamen favorable para su
realizacion el dia 14/03/2025 y con validez hasta diciembre de 2025 (Anexo ).
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MARCO TEORICO
- Aneuploidias (10)

Una aneuploidia o anomalia cromosdmica numérica hace referencia a una modificacién en
la dotacion cromosoémica (numero de cromosomas de un individuo) que son debidas a
errores en la gametogénesis o en las primeras divisiones del cigoto.

Las aneuploidias pueden deberse a la pérdida de un cromosoma (monosomia), ganancia de
un cromosoma (trisomia) o de varios cromosomas, o de una dotacién haploide completa (6).

1. Aneuploidias mas fr nt
Dentro de las aneuploidias mas frecuentes podemos destacar: el Sindrome de Down
(trisomia del cromosoma 21), el sindrome de Patau (trisomia del cromosoma 13) y el
Sindrome de Edwards (trisomia del cromosoma 18) cuyas principales caracteristicas se

exponen en la siguiente tabla:

Tabla 2: Caracteristicas de las principales aneuploidias

T21

T13

T18

Sindrome

Sindrome de Down

Sindrome de Patau

Sindrome de Edwards

Cariotipo

47 XX +21, 0 47 XY
+21

47 XX +13, 0 47 XY
+13

47 XX + 18, 0 47 XY
+18

Caracteristicas
fenotipicas

Epicanto

Perfil facial plano
Manchas de
Brushfield
Clinodactilia en el 5°
dedo

Surco transverso
unico en mano
Braquidactilia
(dedos cortos)
Hipotonia general
Posible cardiopatia
congénita
(comunicacion
AV-40%)
Mayor
leucemia
Enfermedad de
Hirschsprung
Hipotiroidismo

riesgo de

Holoprosencefalia
Hipotelorismo
Defectos cutaneos
del cuero cabelludo
Retraso mental
grave

Displasia renal
Polidactilia postaxial
Pies en mecedora
Posibles  defectos
cardiacos
Posible
leporino

labio

Defectos cardiacos
Bajo peso al nacer
Deformidad en la
flexion de los dedos
Retraso mental grave
Occipucio prominente

Esperanza de vida

50-60
(cardiopatia
congénita causa
mas frecuente)

anos

95%  fallece el
primer afio de vida

95% fallece el primer
afio de vida

Caracteristicas principales de aneuploidias: trisomia del cromosoma 21, trisomia del
cromosoma 13, trisomia del cromosoma 18 (10).
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2. Hallazgos ecograficos

En los casos de gestacion de bajo riesgo se realizan tres ecografias en el primer, segundo y
tercer trimestre y presentan las siguientes tasas de deteccion prenatal (11):
e Ecografia del primer trimestre (11-13.6 semanas de gestacion): presenta una tasa de
deteccién del 20-45%.
e Ecografia del segundo trimestre (18-22 semanas de gestacion): su tasa de deteccion
es del 30-50%.
e Ecografia del tercer trimestre (35-36 semanas de gestacion): incrementa la tasa de
deteccién un 5-15%. A su vez, en un 5-10% de los casos el diagnostico se realiza en
el periodo postnatal.

En cuanto a los marcadores ecograficos mas sensibles para la trisomia del cromosoma 21
se encuentran: ARSA (arteria subclavia derecha aberrante), ausencia o hipoplasia de hueso
nasal, ventriculomegalia y pliegue nucal. Ademas, aunque los quistes de plexos coroideos
(QPC) no forman parte de los marcadores utilizados para reajustar el riesgo para el
sindrome de Down, su presencia supone un riesgo incrementado para el sindrome de
Edwards. Sin embargo, en ausencia de otras anomalias, el QPC aislado no modifica el
riesgo y debe ser considerado como una variante de la normalidad y no precisa seguimiento
(12).

Es importante resaltar que, hoy en dia, existe cierta controversia a la hora de recomendar la
realizacién de una prueba invasiva tras la obtencion de una anomalia ecografica, que se
recomienda en unos grupos de forma sistematica, mientras que en otros, se aboga porque
esta se base en el riesgo establecido de asociacion con anomalias cromosémicas para una
determinada anomalia ecografica (12). Algunos estudios concluyen que la seleccion
cuidadosa de fenotipos fetales especificos y la utilizacién de un equipo multidisciplinar
previo a la prueba puede incrementar el diagnéstico a mas del 30% (13).

- Pruebas de cribado genético (Ministerio de Sanidad, Orden SND/606/2024) (3)

En Espana, se realiza un cribado a través de un test combinado en el primer trimestre de
gestacién que se compone de una prueba bioquimica a través de la deteccién de una
glicoproteina producida por el trofoblasto (PAPP-A) y de la BhCG (porcion beta libre de la
gonadotropina coridénica humana), asociada a esta se realiza una prueba ecografica de
medicion de la translucencia nucal (TN).

Hoy en dia, estas pruebas deben ser ofrecidas a todas las mujeres embarazadas
independientemente de su edad y se encargan de identificar fetos con riesgo alto de
desarrollar anomalias genéticas (riesgo >1/250). En aquellos casos en los que se confirme
la situacibn de alto riesgo, posteriormente debera realizarse una prueba posterior
confirmatoria. Tradicionalmente, se habian incluido pruebas de diagndstico genético
prenatal invasivas (amniocentesis y biopsia corial), sin embargo, recientemente se incluye
un test de ADN fetal libre circulante en sangre materna en caso de riesgo de trisomia fetal
limitado a los cromosomas 21, 18 o 13 (Ministerio de Sanidad, Orden SND/606/2024, de 13
de junio).
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Segun establece la SEGO: Ante un indice de riesgo (IR) > 1 en 50, malformacién ecografica
o translucencia nucal (TN) > 3.5 se debe realizar una prueba invasiva posterior QF-PCR
para trisomias (T21, 18 y 13) y, en caso de T21 o 13, se realizara un cariotipo. En caso de
QF-PCR normal y malformacion ecografica o TN > 3.5 mm se realizara un estudio genético
mediante técnica de array. Por otro lado, ante un IR de 1 en 50- 1 en 250 sin anomalia
ecografica asociada, se realizara un test de cribado mediante ADN fetal en sangre materna,
gue en caso de que resultase positivo, se realizaria una técnica invasiva posterior con las
mismas recomendaciones establecidas para el grupo anterior. Por ultimo, en caso de IR <
1/250, se informara del resultado y finalizara la estrategia de cribado (14-15).

En Aragon, el protocolo que existe incluye en riesgo intermedio a aquellos casos con IR
comprendido entre 1/10 y 1/1000, riesgo alto con IR < 1/10 y riesgo bajo a IR >1/1000.

- Técnicas de diagnéstico prenatal invasivas
1. Amniocentesis

La amniocentesis consiste en un procedimiento invasivo de diagnostico prenatal que
comenzo a ser utilizado a partir de 1970. Esta técnica consiste en la obtencion de células
del liquido amniético (amniocitos) mediante una puncion ecoguiada que puede realizarse
después de las 16 semanas de gestacion con fines diagndsticos mediante evaluaciones
cromosémicas, bioquimicas, histopatolégicas y microbianas, o bien, con finalidad
terapéutica para reducir el volumen de liquido amnidtico en pacientes con presencia de
polihidramnios (16).

En el andlisis genético de los amniocitos puede emplearse hibridacién in situ mediante
fluorescencia (FISH) que permite diagnosticar aneuploidias requiriendo posteriormente una
confirmacion mediante técnicas citogenéticas (1).

Sus indicaciones principales son: edad materna > 35 afos, hijo previo con alteracion
cromosomica, historia de alteracion estructural cromosémica en un familiar, historia familiar
de defecto genético diagnosticable mediante analisis bioquimico de DNA, aumento de
riesgo de defectos del tubo neural debido a historia familiar o cuadruple screening anormal.
Algunas de sus principales desventajas son: diagndstico genético tardio, riesgo de pérdida
fetal, fuga de liquido amnidtico, entre otros. Ademas algunos mosaicismos cromosomicos
pueden conllevar diagnésticos erroneos (1).

2. Biopsia Corial

La biopsia corial o coriocentesis es una técnica invasiva que consiste en la obtencién de
vellosidades coriales (tejido trofoblastico fetal) via transcervical o transabdominal con el
objetivo de realizar un analisis posterior molecular, bioquimico o citogenético. Este
procedimiento requiere un importante conocimiento técnico y experiencia del operador
debido a la complejidad de su realizacién y que se ha relacionado directamente con el
riesgo aumentado de pérdida fetal.

Sin embargo, condiciona posibles problemas o complicaciones secundarias: posibilidad de
muestra insuficiente o inadecuada, riesgo de pérdida fetal, corioamnionitis, aparicion de
hematomas placentarios, despegamiento corial, ruptura prematura de membranas o
reduccion de extremidades. Cuando es realizada por via transcervical por un operador
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experimentado el riesgo de pérdida fetal es similar al de la amniocentesis, correspondiendo
aun 0,5% (2).

3. Cordocentesis

Se realiza después de las 16 semanas de gestacion mediante la obtencion de sangre de
cordén umbilical. Este procedimiento se emplea para la realizacion de analisis citogenético,
hematoldgico o bien para confirmar un mosaicismo.

El riesgo de pérdida de bienestar fetal mediante este procedimiento es ligeramente superior
frente al de la amniocentesis o al de la biopsia corial (1). Algunos estudios lo estiman entre
3-5% (17).

- Técnicas de diagnéstico prenatal no invasivo

El test prenatal no invasivo (TPNI) ha desplazado a las técnicas convencionales en la
deteccion de aneuploidias. Este se basa en el analisis del ADN libre celular circulante que
consiste en pequefos fragmentos de ADN en sangre liberados de células de diferentes
érganos en varios procesos celulares tales como apoptosis o necrosis. El origen del ADN
celular materno es el sistema hematopoyético, mientras que el ADN fetal tiene su origen en
el trofoblasto (4).

Este se realiza mediante la extraccién de sangre materna y la recogida de ADN libre celular
para posteriormente obtener el ADN celular libre fetal (fraccion fetal). La fraccién fetal hace
referencia al total de ADN libre celular en sangre materna que tiene origen fetoplacentario y
se puede calcular restando la contribucidn materna en el ADN, que se corresponde a un
10-15% (18). La diferenciacion entre ADN fetal y materno se realiza gracias a la presencia
del haplotipo de polimorfismos de nucleétido Unico que se encuentran en exceso en la
circulacion materna.

Este procedimiento no supone riesgo de pérdida fetal y ha incrementado la especificidad y
el valor predictivo positivo para la deteccion de aneuploidias frente a los procedimientos
previamente descritos.

Recientemente, se ha implementado dentro de la cartilla de servicios de nuestro Sistema
Nacional de Salud la realizaciéon de este tipo de técnicas ante un resultado indicativo de
riesgo en el Cribado combinado del primer trimestre que consiste en la extraccién de sangre
materna para el posterior analisis de la porcion de ADN fetal y, Unicamente, con el objetivo
de determinar la presencia de T21, T13 o T18. Asi bien, el diagnéstico prenatal que emplea
la secuenciacion de ADN libre celular ha permitido reducir el nimero de procedimientos
invasivos para el diagnéstico de trastornos genéticos y ha reducido el riesgo asociado a los
mismos (19).

Sin embargo, no estan establecidas de forma sistematica en el cribado, otras técnicas de
diagnéstico genético no invasivas que puedan abarcar un estudio de mayor amplitud
genética para otras anomalias genéticas de menor frecuencia.

Existen algunas circunstancias que pueden suponer limitaciones a este estudio como son la
presencia de mosaicismos fetales o maternos, la presencia de gemelos evanescentes o
tumores maternos, entre otros que conllevarian resultados discordantes (20). En el caso de
la presencia de mosaicismos maternos, algunos estudios detectaron que el T13 era el mas
comun y supusieron diferencias significativas de VPP entre T13, T18 y T21 (21).
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El estudio TRIDENT-2 analiza la implementacién del NIPT de genoma completo en los
Paises Bajos. Permitié la deteccion de trisomias 21, 18 y 13 con los siguientes VPP del
96%, 98% y 53% respectivamente, es decir, permitié la deteccion de T21 y 18 con elevados
VPP. La implementacion de esta técnica ha reducido el nUmero de pruebas invasivas y se
expresa preocupacion por el aumento de la ansiedad de los padres ante resultados
discordantes (22).

- Estudios genéticos en muestras fetales y asesoramiento

Se debe informar a las pacientes que vayan a ser sometidas a una prueba invasiva sobre la
posibilidad de presentar una anomalia fetal (cromosdmica o monogénica), asi como de las
limitaciones de los estudios genéticos que van a realizarse. Asi bien, el genetista u obstetra
debera informar sobre la posibilidad de obtener falsos positivos, falsos negativos vy
resultados no concluyentes (2).

Se exponen a continuacion los diferentes tipos de estudios genéticos que se realizan en
muestras fetales:
e QF-PCR: cuantifica el numero de cromosomas 21, 18, 13, X e Y mediante el estudio
de regiones altamente polimérficas del ADN de repeticiones cortas en tandem
(STR). Por tanto, es capaz de diagnosticar las aneuploidias y triploidias en estos
cromosomas. Se determina en muestra obtenida por pruebas invasivas.
Se trata de una técnica menos precisa que el cariotipo, ya que no permite estudiar la
dotacion cromosémica completa fetal. Ademas, no detecta pequefios mosaicismos
de cromosomas diferentes a 13, 18, 21, X e Y 0 anomalias estructurales (2, 23).
Algunos estudios resaltan que podria ser utilizada para evaluar la contaminacién de
células maternas en tejido fetal y la cigosidad de los gemelos (24).
El resultado de esta prueba conlleva diferentes procedimientos:

- QF-PCR andmala: se realizara un cariotipo dirigido al asesoramiento
genético para futuras gestaciones (sobre todo en T21, T13 y en monosomia
X).

- QF-PCR detecta contaminacién materna: se estudian diferentes lavados del
cultivo de reserva de la muestra hasta que no se detecte la contaminacién vy,
posteriormente, se realizara extraccion de ADN para microarray.

- QF-PCR con resultado normal: se procede a realizar el microarray (25).

e Cariotipo o estudio citogenético: como hemos expuesto previamente, esta técnica
permite el analisis del numero y estructura de todos los cromosomas, permitiendo la
deteccion de alteraciones numéricas (aneuploidias y poliploidias) y estructurales de
segmentos > 5-10 Mb (translocaciones equilibradas, desequilibradas, delecciones,
duplicaciones, inserciones e inversiones) (25).

o Cariotipo por cultivo corto o método semidirecto en vellosidades coriales: se
trata de una técnica que ha sido sustituida por la QF-PCR y permite un
cariotipo en un tiempo de 2-7 dias. Presenta un riesgo de 2% de resultados
no concluyentes debido a anomalias confinadas a la placenta (2).
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o Cariotipo por cultivo largo: técnica similar a la anterior con resultado obtenido
en 3 semanas. Presenta riesgo de contaminacion materna, pero la
posibilidad de deteccidon de una anomalia confinada a la placenta es baja y la
tasa de falsos negativos es inferior a la del cultivo corto. Se recomienda
realizar un cultivo largo tras microarray, QF-PCR o cultivo corto (2).

e FISH: hibridacién de secuencias de ADN cromosdmicas especificas marcadas con
fluorocromos en una preparacion cromosomica mediante el uso de sondas
especificas correspondientes a los cromosomas 13, 18, 21, X e Y. La hibridacién se
realiza con ADN complementario, tanto en células en interfase como en metafase,
procedente de muestra de biopsia corial 0 amniocentesis y puede ser visualizada a
través de microscopio. No permite detectar contaminacién materna, sin embargo
puede detectar o confirmar la presencia de mosaicos (16).

Tabla 3: Resumen comparativo entre las técnicas de QF-PCR y FISH en el diagndstico
genético prenatal.

Caracteristicas QF-PCR FISH

Volumen de muestra requerido Menor muestra Minimo 50 ndcleos de
interfase para cada
cromosoma

Tiempo de analisis Menor Mayor

Determinacion de | Posible No es posible

contaminacion materna

Andlisis de STR en sangre | Si No
materna
Descarta/Confirma mosaicos No Si

Como se recoge en la tabla previa, la técnica de QF-PCR presenta varias ventajas con
respecto a FISH, ya que presenta un volumen de muestra requerido menor y su realizacion
comprende un tiempo mas reducido de analisis, la determinacion de contaminacion materna
no es posible en FISH y analiza STR de muestra materna y, con ello, diferencia entre picos
extras o ratios sesgadas entre alelos. Sin embargo, la FISH tiene la capacidad de descartar
o confirmar la presencia de mosaicos analizando un elevado numero de células (26).

e Microarray, cariotipo molecular o array: se trata de un analisis cromosémico que
permite detectar microdeleciones y microduplicaciones cripticas para el cariotipo
(<10 Mb), lo que se conoce como CNVs (que hemos nombrado mas arriba), es decir
submicroscopicas, asi como aneuploidias, deleciones y duplicaciones. Es de
eleccion sobre todo ante malformaciones fetales (anomalias fetales detectadas por
ecograficas), crecimiento intrauterino restringido (CIR) precoz y TN mayor al
percentil 99. Se distinguen dos modalidades: array-CGH (hibridacién competitiva
equimolar de ADN de un paciente) y array-SNP (hibridacion no competitiva). Puede
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ser realizada en muestra fetal obtenida por prueba invasiva ya sea biopsia corial,
amniocentesis, liquido amniético o sangre siempre que se contenga el suficiente
ADN fetal en dicha muestra (25).

Permite detectar un 6-8% adicional de anomalias genéticas por encima del cariotipo
convencional en caso de malformaciones ecograficas.

Esta técnica presenta algunas limitaciones: no es capaz de detectar mutaciones
puntuales, expansiones de tripletes, reordenamientos equilibrados ni mosaicismos
de baja prevalencia (<2%) o compensados. Sin embargo, a través de la modalidad
de array-SNP pueden detectarse triploidias y la presencia de contaminacion celular
materna. Por eso, en caso de utilizar array-CGH se recomienda la realizacion de
QF-PCR previa (14, 25).

Secuenciacion Sanger: técnica con amplio uso en el diagnéstico genético de
enfermedades de etiologia molecular dirigida y sera indicada en casos con fenotipo
muy especifico que sugiera etiologia en un unico gen y, de manera principal, en el
estudio prenatal de mutaciones conocidas en padres portadores, pudiendo realizarse
en muestra de biopsia de vellosidades coriales o liquido amnidtico. Presenta un
elevado coste econdmico y elevado tiempo requerido que deben ser considerados
(16).

Reserva de ADN: se realiza en presencia de un feto con anomalias estructurales
detectadas a través de ecografia, pero con microarray con resultado normal y se
puede realizar a través de:

o Panel multigénico dirigido mediante NGS: estudia exones de genes
relacionados con patologia fetal especifica. Las principales ventajas son las
de minimizar los resultados incidentales. En el diagnéstico genético prenatal
existen tres modelos de panel multigénico:

m Panel guiado por hallazgos fenotipicos fetales definidos mediante
HPO (human phenotyping ontology), sin embargo podrian no coincidir
con las alteraciones posnatales conduciendo a error.

m Panel enfocado a una o varias anomalias ecograficas fetales que se
asocian a un numero variable de genes:

e Panel de hidrops-RASopatias.

e Panel de CAKUT (anomalias congénitas del rifién y del tracto
urinario): rifiones hiperecogénicos o displasicos/poliquisticos
cuando se presentan de forma bilateral y en agenesia renal
bilateral.

Panel de craneosinostosis.

Panel de esclerosis tuberosa.

Panel de genes del desarrollo: incluye alrededor de 2000

genes relacionados con el desarrollo fetal.
En caso de encontrarse una variante patogénica se debera segregar en los
progenitores mediante secuenciacion Sanger para valorar si es de novo o
heredada (25).

o Exoma Completo: estudia los exones de los genes OMIM (exoma clinico) o
de todos los genes (exoma completo) e indica anomalias estructurales y
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recurrentes mediante NGS. Se realiza ante las siguientes circunstancias con
un rendimiento diagnéstico >20%:
m  Anomalias ecograficas fetales recurrentes.
m Anomalias multiples que afectan a 2 sistemas anatémicos diferentes.
m Displasia esquelética fetal.
m  Anomalias complejas del SNC o cuerpo calloso de dimensiones o
morfologia anormales (25).

Las principales limitaciones de NGS comprenden la deteccién de variantes de significado
incierto que pueden conllevar ansiedad en la familia y dificultad en la toma de decisiones
clinicas (26).

Los estudios de metilacion en genes imprintados relevantes en el desarrollo y
diferenciacién fetal se realizan mediante Ila técnica de MS-MLPA
(Methylation-Specific Multiplex ligation-dependent probe amplification) (25).

Indicaciones para el uso de NGS en el diagnéstico genético prenatal

En la Guia de Procedimientos NGS aplicados al diagndstico prenatal de la Sociedad
Espariola de Ginecologia y Obstetricia y la Asociacion Espafiola de Diagndstico Prenatal se
resumen las indicaciones clinicas en el ambito prenatal y se ofrecen recomendaciones
actualizadas para el uso de estas pruebas diagnésticas. Se concluye que las pruebas de
NGS pueden aumentar la capacidad de diagndstico de anomalias fetales, pero ademas
presentan desafios relacionados con la interpretacion de resultados y el asesoramiento
genético. Las indicaciones clinicas para el uso de pruebas de NGS incluyen:

1.

2.

3.

Anomalias estructurales fetales: se recomienda el uso de este tipo de pruebas ante
la deteccion de una o varias anomalias estructurales durante la ecografia que
sugieran origen monogeénico. Se establece un umbral de rendimiento esperado del
20% aunque no esta reconocido formalmente.

Otras anomalias con rendimiento diagndstico incrementado: es posible considerar
anomalias con un rendimiento diagnostico superior al 10% para la realizacion de
pruebas de NGS.

Falta de alteraciones genéticas: se aplica NGS en situaciones donde no se han
identificado alteraciones genéticas mediante analisis convencionales como QF-PCR
0 analisis de microarrays cromosomicos.

Sospecha de anomalias monogénicas: en situaciones de alta sospecha de
recurrencia basada en la historia familiar se recomienda el uso de NGS, incluso en
caso de que no se hayan realizado estudios genéticos previos tanto prenatales como
posnatales.
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Imagen 2: Algoritmo de actuacién ante progenitores afectados o portadores de una
enfermedad monogénica.

Progenitor/es afecto/s o portador/es de enfermedad

monogénica

r Asesoramiento genético “pre-test” ﬂ

l i < | | f ’ Prueba no invasiva ‘ %

Seleccionar técnicals molecular/es en funcién de Variante presente Variante ausente
variante/s patogénicals a estudio en la madre en la madre
Sanger MLPA Microsatélites/TP-PCR  Array PCR digital NGS PCR PCR HRM
l I l (RMD) (RHDO) digital | Tiempo real | COLD-HRM
Var Is patogénical Resultado negativo Variante Resultado Variante Resultado
l l patogénica negativo patogénica negativo
‘ Asesoramiento genético “post-test”
Asesoramiento genético “post-test” Asesoramiento genético “post-test”

DIAGNOSTICO

PRENATAL
INVASIVO

TEST PRENATAL NO DIAGNOSTICO PRENATAL NO

INVASIVO INVASIVO
(TPNI) (DPNI)

Algoritmo diagnéstico para descartar una enfermedad monogénica en feto en el que uno de
los progenitores o ambos son afectados o portadores de una enfermedad monogénica.
ARMS, amplification-refractory mutation system (sistema de mutacion refractaria a la
amplificacion); HRM, high resolution melting (fusién de alta resolucion); MLPA, multiplex
ligation probe amplification (amplificacién de sonda de ligadura mdaltiple); NIPD, non invasive
prenatal diagnosis (diagnéstico prenatal no invasivo); NIPT, non invasive prenatal test (test
prenatal no invasivo); RHDO, relative haplotype dosage analysis (anélisis de dosis relativa
de haplotipos); RMD, relative mutation dosage (dosis relativa de mutacion); TP-PCR, triplet
repeat primed PCR (PCR cebada con repeticion de tripletes) (4). A partir del siguiente
esquema queda sintetizado el manejo del diagnéstico prenatal de anomalias genéticas en
caso de enfermedad monogénica conocida en uno o ambos progenitores y mediante qué
tipo de técnicas diagndsticas genéticas se realiza bien sea a través de pruebas invasivas o
no invasivas.

5. Enfoque de diagndstico especifico: en algunas situaciones, si existe un enfoque
diagnodstico especifico donde las SNVs son mas prevalentes que las CNVs, se
puede sugerir este tipo de prueba mediante NGS como primera linea.

6. Pruebas de carga genética familiar: puede ser recomendable el uso de NGS en
embarazos con alta sospecha de recurrencia si no se han realizado estudios
geneéticos apropiados con anterioridad o ante la ausencia de muestras disponibles.

Ademas, en este documento se enfatiza en la necesidad de establecer algunas directrices
nacionales para el uso de estas pruebas y se promueve la revisiéon de forma periddica de
las recomendaciones a medida que se avance en el conocimiento sobre la aplicabilidad
clinica de estas técnicas (27).
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- Recientes investigaciones

Los TPNI no solo permiten detectar anomalias cromosdmicas en fetos, sino que también
generan grandes cantidades de datos de secuenciacion de ultra-baja profundidad que
pueden ser aprovechados en estudios genémicos poblacionales, como hemos nombrado
previamente. Algunos autores han sintetizado un protocolo generalizado aplicable a una
gran gama de estudios de secuenciacion de ultra baja profundidad que se convierte en una
herramienta de gran utilidad para investigadores en genémica poblacional (28).

Una Revisién Sistematica y Metaanalisis establece que TPNI a través del ADN libre celular
es el método con mayor sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de sindrome de
Down fetal, trisomia de cromosoma 13 y 18 en embarazos tanto simples como gemelares.
Ademas, el ADN libre celular puede detectar aneuploidias maternas y malignidad
dificultando el asesoramiento del paciente. Sin embargo, su uso en la deteccion de
trisomias autosdmicas raras, aneuploidias de cromosomas sexuales y en variaciones del
numero de copias en practica clinica es mas limitada, ya que se requieren mas estudios que
valoren su valor predictivo y sigan un control sistematico de los resultados clinicos (31).

- Tecnologias Complementarias

El Proyecto GDSCREENING tiene el objetivo de desarrollar un TPNI que detecte 32
trastornos genéticos mediante el uso de secuenciacion de fragmentos largos, inteligencia
artificial y tecnologia blockchain con el objetivo de fomentar mejoras en la precision y
eficiencia del diagnéstico prenatal. Esto incluiria la deteccion de S. Down, Edwards y Patau,
asi como de anomalias en cromosomas sexuales y microdelecciones, superando las
limitaciones de las tecnologias actuales (30).
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RESULTADOS

Debido a que los datos son cualitativos y el objetivo es el de valorar la eficacia de la prueba
de NGS, se realizan tablas de contingencia que relacionan los resultados del TPNI,
valorandose si la prueba detecté mutacion o, por el contrario, no lo hace, frente a hallazgos

ecograficos (malformaciones fetales).

Tabla 4. Hallazgos ecograficos encontrados.

Hallazgos patolégicos ecograficos

N° de pacientes

ARSA

11

Ectasia piélica renal izquierda

4

Quiste de corddn

Seno yugular unilateral izquierdo

PVUD

Agenesia renal derecha

Insuficiencia tricuspidea pansistélica

TN >p99

Pelvis renal derecha bifida

Onfalocele

QPC

FOCI

Rifnon en herradura (sospecha)

En la presente tabla se recogen las diferentes anomalias detectadas mediante ecografia y
que fueron consideradas como patolégicas y, a su lado, el nimero de pacientes que las
presentaban. Cabe destacar que algunos pacientes presentaban algunas de esas
malformaciones de forma conjunta. Ademas, debemos recordar (como he explicado
previamente) que la deteccion de QPC de forma aislada puede ser tan solo una variante de
la normalidad, al igual que otros hallazgos de marcadores de manera aislada y sin etiologia
monogénica. Por ofro lado, cabe recordar que las aneuploidias, los reordenamientos
cromosomicos estructurales y las CNVs se asocian con hasta el 40% de las malformaciones

congénitas (10).
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Tabla 5. Validez diagnostica:

Tabla de validez Resultados Ecograficos (Confirman o No)
diagnostica

TPNI (NGS) Si (ENFERMO) NO (SANO) TOTAL
Alto riesgo 4 4 8

Bajo riesgo 29 318 347
TOTAL 33 322 355
Sensibilidad 0,12

Especificidad 0,01

VPP 0,50

VPN 0,92

En esta tabla de validez diagnoéstica se ha realizado la valoracion de la capacidad de la
prueba de TPNI para detectar los hallazgos ecograficos, es decir, la capacidad de que, en
caso de que la prueba haya detectado alto riesgo, se encuentre una anomalia ecografica
que pueda ser la responsable por correlacionarse con un sindrome fetal (fundamentalmente
una aneuploidia).

Como resultado obtenido de la tabla de validez diagndstica se obtuvieron datos muy poco
satisfactorios en cuanto a la validez intrinseca de la prueba. Esto se debe a que se tratd de
valorar la capacidad de la prueba de diagndstico para detectar esas alteraciones
morfoldgicas, siendo en su mayoria alteraciones aisladas y, aunque pueden estar asociadas
a un sindrome fetal, de manera aislada, pueden no suponer siempre la existencia de una
aneuploidia. Por este motivo, podemos concluir que, en caso de alteraciones fetales
morfoldgicas (aisladas), la ecografia seguira siendo superior a una prueba de diagnéstico
genético. Sin embargo, se puede comprobar un alto VPN de la prueba (92%) que indica que
un resultado negativo en NGS es confiable para descartar enfermedad visualizada
ecograficamente.

Por otro lado, en base a los datos disponibles, decidimos realizar un estudio de asociacion
entre el riesgo inicial y el resultado de la prueba de diagnéstico genético, a través de TPNI,
considerando que se hubiese realizado NGS, para determinar si el nivel de riesgo del
cribado combinado influia de forma significativa en el resultado del TPNI a nivel de la
practica clinica.
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Tabla 6: Correlacion entre resultado del cribado y el resultado del TPNI para el calculo del

Chi-cuadrado:

OBSERVADO Cribado Combinado del primer trimestre

TPNI (NGS) Alto riesgo No alto riesgo* TOTAL

Alto riesgo 1 2 3

Bajo riesgo 2 106 108

TOTAL 3 108 11
0,03 0,97

ESPERADO Cribado Combinado del primer trimestre

TPNI (NGS) Alto riesgo No alto riesgo * TOTAL

Alto riesgo 0,08 2,92 3,00

Bajo riesgo 2,92 105,08 108,00

TOTAL 3 108 111,00

Calculo de férmula Cribado Combinado del primer trimestre

TPNI (NGS) Alto riesgo No alto riesgo * TOTAL

Alto riesgo 10,41 0,29

Bajo riesgo 0,29 0,01

TOTAL 10,70 0,30 11,00

*Los que aparecen como “No alto riesgo” hacen referencia a los pacientes con riesgo bajo e
intermedio. Grado de libertad (df )= (2-1)(2-1) = 1.

El resultado del Chi-cuadrado fue de x?= 11,17, con 1 grado de libertad (df = 1). El valor de p
fue de 0,00084 vy, por tanto, < 0,05 (nivel de significacién convencional), por lo que se vieron
diferencias estadisticamente significativas entre el resultado del cribado y el resultado de la
prueba de NGS posterior y se rechaza la hipotesis nula de independencia entre las
variables (H,). Y, con estos datos, podemos afirmar que hay una asociacion significativa
entre estos valores y, por tanto, concluimos que el Cribado Combinado del primer trimestre
es importante porque supone implicaciones en la toma de decisiones clinicas y en la
interpretacion de las pruebas prenatales.

Ademas, se calculd el coeficiente Phi ¢ de aproximadamente 0,317 que explica una
asociacion de fuerza moderada (entre 0,3 y 0,5) entre el resultado de ambas variables.
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DISCUSION

Algunos autores analizaron la técnica de TPNI y obtuvieron que los valores predictivos
positivos (VPP) para las trisomias 21, 13 y 18 eran del 91,67%, 66,67% y 100%,
respectivamente. No obstante, hubo casos de falsos positivos, especialmente en los casos
de anomalias de los cromosomas sexuales (29).

En un estudio retrospectivo que evalué la eficacia del TPNI para la deteccién de trisomias
21, 18 y 13, se obtuvieron datos para la T21 de sensibilidad del 100%, de especificidad del
99,50%, VPP del 98,26% y VPN del 100%. Para la T18 la sensibilidad de la prueba fue del
100%, especificidad del 91,67%, el VPP del 91,67% y el VPN del 100%. Y parala T13, los
resultados de sensibilidad de la prueba fueron del 100%, de especificidad del 97,47, VPP
del 57,14% y VPN del 100% (32).

En cuanto a los resultados obtenidos en el presente estudio, hay que destacar las reducidas
cifras de especificidad, sensibilidad y VPP que no se correlacionan con las de estudios
anteriores. En este sentido, cabe destacar la existencia de limitaciones en cuanto a la
disponibilidad de los datos solicitados que condujo a un analisis de la capacidad para
detectar hallazgos ecograficos y no de las aneuploidias per se. Sin embargo, las cifras del
VPN que se han obtenido mediante el presente estudio son bastante similares a las
obtenidas en estudios anteriores lo que refuerza el hecho que he comentado de que un
resultado negativo en NGS es confiable para descartar enfermedad.

Otro hecho destacable es que, de todos los pacientes con cribado de riesgo intermedio o
alto en el cribado combinado del primer trimestre que no presentaban alteraciones
ecograficas (en los datos de los que disponia), tenian prueba de TPNI negativa (de bajo
riesgo). Esto puede indicar un importante valor de los datos ecograficos en la determinacién
del resultado de esta prueba. Este hecho puede reafirmar que el que se haya trabajado con
hallazgos ecograficos en vez de con hallazgos genéticos (por no disponerse de los mismos)
haya podido conseguir un resultado relevante en el estudio.

Sobre todo, hay que destacar la utilidad clinica de los hallazgos ecogréficos aislados, ya
que muchos embarazos presentan este tipo de hallazgos, y la decision posterior de realizar
pruebas invasivas se basa en un juicio clinico que puede beneficiarse de mas datos sobre
rendimiento de la prueba (33).

Por otro lado, se constata el hecho de que el cribado combinado tiene una gran relevancia
en el resultado del TPNI posterior y posiblemente podria intervenir positivamente en el
mantenimiento de la eficiencia de los protocolos empleados hoy en dia en muchos
hospitales a través de este método de screening.

Ante todo, aunque los avances en tecnologia y la precision de esta técnica ofrecen grandes
ventajas, los autores subrayan que la implementacién generalizada de estas pruebas
requiere una mayor educacién meédica y establecer una guia para su aplicacion correcta en
la practica clinica diaria (29).

En nuestro estudio, se realiz6 la peticion de datos a través de la plataforma BIGAN de IACS,
por lo que se obtuvieron datos de todas las mujeres embarazadas que en los afios 2023 y
2024 se habian realizado pruebas de Cribado Combinado del primer o segundo trimestre
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con resultado alterado y con posterior realizacion de una prueba invasiva y/o TPNI. Sin
embargo, debido a que se solicitaron datos pseudonimizados y, a través de la plataforma
mencionada, algunos datos no aparecian reflejados y solo se pudieron recoger los datos
que si quedaban reflejados y el tamafio de muestra quedd bastante reducido. De esta
manera, siendo el tamano inicial de 52.226 consultas de gestantes (algunas procedentes de
las mismas mujeres), posteriormente este quedo limitado a 354 mujeres.

Por este motivo, debimos modificar el planteamiento del estudio y, a pesar de que
“originalmente” el objetivo era realizar un estudio comparativo entre NGS y otras pruebas de
diagnéstico genético, posteriormente el estudio se dirigi6 mas a valorar la validez
diagnéstica de la prueba.

Por otro lado, no fue posible conocer qué tipo de técnica de diagndstico genético concreta
se habian realizado las gestantes, ya que no se disponia de estos datos. De esta manera,
asumimos que las pacientes a las que se les habia realizado TPNI, el estudio genético se
habia obtenido mediante NGS. Por otro lado, asumimos que las mujeres a las que se les
habia realizado una prueba invasiva, las muestras no habrian sido analizadas mediante
NGS, sino mediante otras técnicas de diagnostico genético (arrays,...).

Ademas, segun los datos obtenidos no ha sido posible conocer si hay confirmacion de las
aneuploidias principales, en caso de presentarlas, ni de qué tipo de aneuploidia se
sospechaba. Cabe recordar que el TPNI es una técnica de cribado cuyo riesgo en caso de
ser elevado debe confirmarse con una técnica invasiva posterior y en nuestros datos, no
quedaba reflejado ese resultado. De la misma forma, en los datos de los que disponiamos,
las mujeres en las que se reflejaba que habian sido sometidas a una prueba invasiva,
presentaban un resultado negativo para la deteccion de aneuploidias en su totalidad o asi
quedaba reflejado.

A su vez, no pudimos realizar las mismas tablas de validez diagnéstica correlacionando los
resultados ecograficos con los de la prueba invasiva porque no aparecian datos de
confirmacién de aneuploidia mediante prueba invasiva.

Me gustaria destacar que, estos datos son pseudonimizados y aportados por la plataforma
BIGAN, como he comentado previamente, y, en caso de necesidad de obtencién de los
mismos, podria solicitar su permiso para otra futura investigacion posterior o necesidad de
disposicién de estos.
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CONCLUSIONES

1. El estudio del ADN fetal en sangre materna a través de TPNI en el contexto de
malformaciones fetales detectadas mediante ecografia o ante el resultado del
Cribado Combinado del primer trimestre con un resultado de riesgo intermedio ha
disminuido de forma significativa el nUmero de pruebas invasivas en mujeres con la
consecuente reduccién del riesgo asociado a las mismas, como es la tasa de
abortos espontaneos, asi como la reduccién de la ansiedad en los progenitores. Sin
embargo, en los casos de resultado de alto riesgo de aneuploidias se requiere una
confirmaciéon con un test invasivo debido a que este tipo de técnicas no detectan
poliploidias, ademas, en casos de restricciéon del crecimiento del trofoblasto o
desarrollo anormal de la placenta podria dar como resultado baja fraccion de ADN
fetal con consecuente test con resultado no fiable.

2. Aunque este estudio no tuvo confirmacion genética de las anomalias sospechadas,
los resultados ecograficos permitieron una aproximacion indirecta de la validez del
TPNI mediante NGS. Sin embargo, debido a la naturaleza inespecifica de algunos
marcadores, los resultados deben interpretarse de manera cuidadosa. Estos
hallazgos resaltan la importancia de reunir multiples fuentes de informacién clinica al
evaluar el riesgo fetal y refuerzan la necesidad de estudios futuros que incluyan una
confirmacién genética para valorar con mayor precision la utilidad clinica del TPNI en
contexto de hallazgos ecograficos sugestivos.

3. Los resultados del TPNI pueden ser de utilidad para orientar la toma de decisiones
clinicas en situaciones donde no se desea o no es posible realizar pruebas
invasivas.

4. Mediante la realizaciéon del andlisis de los datos corroboramos que el Cribado
Combinado del primer trimestre es relevante porque supone implicaciones en la
toma de decisiones clinicas y en la interpretacién de las pruebas prenatales.
Ademas, todas las pacientes con cribado de riesgo intermedio o alto en el primer
trimestre que no presentaban alteraciones ecograficas en nuestros datos, tenian un
resultado de la prueba de TPNI negativa, por lo que se puede intuir un importante
valor de los datos ecograficos en la determinacion del resultado del cribado.

5. Conseguir un adecuado diagndstico en la vida fetal puede mejorar la atencién clinica
en el asesoramiento de los embarazos, asi como de favorecer la toma de decisiones
en la eleccion de terapias o decision por parte de los padres en cuanto a la
interrupcion del embarazo.

6. Se prevé un futuro prometedor en la medicina fetal con la evolucién y el constante
desarrollo de las pruebas de NGS.
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