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RESUMEN

REVISION SISTEMATICA: EFICACIA DEL DIAGNOSTICO PRENATAL NO INVASIVO POR CELULAS
FETALES LIBRES EN SANGRE MATERNA 1990-2014

Pérez Ana Maria, Forero Maria Rosario, Valderrama Nicole

ANTECEDENTES: El aislamiento de células fetales libres o ADN fetal en sangre materna abre una ventana
de posibilidades diagnosticas no invasivas para patologias monogénicas y cromosOmicas, ademas de
permitir la identificacion del sexo y del RH fetal. Actualmente existen mdltiples estudios que evalGan la
eficacia de estos métodos, mostrando resultados costo-efectivos y de menor riesgo que el estandar de oro.
Este trabajo describe la evidencia encontrada acerca del diagndstico prenatal no invasivo luego de realizar
una revision sistematica de la literatura.

OBJETIVOS: El objetivo de este estudio fue reunir la evidencia que cumpla con los criterios de busqueda, en
el tema del diagnéstico fetal no invasivo por células fetales libres en sangre materna para determinar su
utilidad diagnéstica.

METODOS: Se realizd6 una revision sistematica de la literatura con el fin de determinar siel diagnostico
prenatal no invasivo por células fetales libres en sangre materna es efectivo como método de diagnostico.

RESULTADOS: Se encontraron 5,893 articulos que cumplian con los criterios de bUsqueda; 67 cumplieron
los criterios de inclusién: 49.3% (33/67) correspondieron a estudios de corte transversal, 38,8% (26/67) a
estudios de cohortes y el 11.9% (8/67) a estudios casos y controles. Se obtuvieron resultados de
sensibilidad, especificidad y tipo de prueba.

CONCLUSION: En la presente revision sistematica, se evidencia como el diagnéstico prenatal no invasivo es
una técnica feasible, reproducible y sensible para el diagnéstico fetal, evitando el riesgo de un diagndstico
invasivo.

SYSTEMATIC REVIEW: EFFECTIVENESS OFNON INVASIVE PRENATALDIAGNOSISTHROUGHFREE
FETAL BLOODCELLS INMATERNALBLOOD1990-2014

Pérez Ana Maria, Forero Maria Rosario, Valderrama Nicole

BACKGROUND: Isolation of free fetal cells or fetal DNA in maternal blood opens a window of possibilities for
the noninvasive diagnosisof monogenic and chromosomal disorders, andin addition it allows the identification
of fetal sex and RH. Currently, there are many studies that evaluate the effectiveness of these methods,
showing cost-effective and less risky results than the gold standard. This paper describes the evidence found
for noninvasive prenatal diagnosis after conducting a systematic review of the literature.

OBJECTIVES: The aim of this study was to collect evidence that meets the search criteria on the matter of
noninvasive fetal diagnosis through free fetal cells in maternal blood, to determine its diagnostic utility.

METHODS: A systematic literature review was conducted to determine whether noninvasive prenatal
diagnosis of fetal cells in maternal free blood is effective as a diagnostic method.

RESULTS: 5,893 articles that met the search criteria were found; 67 met the inclusion criteria: 49.3% (33/67)
were of cross-sectional studies, 38.8% (26/67) for cohort and 11.9% (8/67) case-control studies. Overall
sensitivity, specificity and type of test were obtained.

CONCLUSION: In this systematic review, evidence was foundthat noninvasive prenatal diagnosis is a
feasible, reproducible and sensitive technique for fetal diagnosis, avoiding the risk of an invasive diagnosis.
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GLOSARIO

« ACTB: Actina Beta

« ACOG: Colegio Americano de Obstetricia

» ADN: Acido Desoxiribonucleico

o AMELX: Amilogenina GF-PCR

« ALT-1: Alanino-aminotransferasa 1

» BVC: Biopsia de Vellosidades Coriales

» cffDNA: Células Fetales Libres en Plasma Materno

» CFTR: Regulador de ConductasaTransmembranal de Fibrosis Quistica.

e Cr.Y: Cromosoma Y

« DANSR: Analisis Digital de Regiones Seleccionadas

« DAZ: Gen Localizado en el Cromosoma Yql11.223

» DYS14: Marcador Especifico del Cromosoma Y

« DYZ1: Secuencia de 3564 bp EcoR1 que representa el mayor componente de una region
especifica del cromosoma Y.

« ECLAMC: Estudio Colaborativo Latino Americano de Malformaciones Congénitas

» FORTE: Fraccion Fetal Optimizada para la Evaluacion de Riesgo de Trisomia (del inglés,
Fetal-FractionOptimizedRisk of TrisomyEvaluation)

» FQ-PCR: PCR Cuantitativa Fluororimétrica (del inglés,
FlurogenicQuantitativePolymeraseChainReaction)

« GALT: Galactosa-1-Fosfato Uridiltransferasa

o GAPDH: Deshidrogenasa Gliceraldehido 3-fosfato

» ISET: Aislamiento por tamafio de células tumorales epitelialestrofoblasticas (del inglés,
IsolationbySize of EpithelialTumour/Trophoblasticcells)

» PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

« MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

» MPS: Secuenciacion Masiva Paralela

» MPSS: Secuenciacion Masiva de Firmas en Paralelo (del inglés,
MassivelyParallelSignatureSequencing)

» MSRE-PCR: PCR con enzimas de restriccion sensibles a 4reas de metilacion (del inglés,
PCR Methylation-SensitiveRestrictionEnzymeDigestion)

* NIFTY™: Non-Invasive Fetal TrisomY test

« NCBI: National Center for Biotechnology Information

e OMIM: Online Inheritance in Man

« RASSF1A: Proteina Supresora de Tumores Cardio-Especifica con un dominio Ras

o RHD: Grupo Sanguineo Rhesus

» RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa.

« SMA: Atrofia Muscular Espinal Proximal

« SRY: Region determinante del sexo en el Cromosoma Y

e T13: Trisomia 13

e T18: Trisomia 18

e T12: Trisomia 21

« ZFY: Proteina de dedos de zinc, ligada al Y

« ZFX: Proteina de dedos de zinc, ligada al X
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INTRODUCCION

El diagnéstico prenatal invasivo para patologias genéticas fetales tiene su origen hace mas de 40
afios; con el advenimiento de la amniocentesis y los cultivos celulares derivados de estas muestras
@ Desde entonces, este procedimiento se ha extendido por todo el mundo y se ha utilizado para
determinar patologias de origen genético a partir de las 14 semanas de gestacion ®. La biopsia de
vellosidades coriales (BVC) data de la década de los 80, aportando una nueva técnica para obtener
informacién sobre la composicién genética de un feto en edades gestacionales méas tempranas ©.
Estos dos métodos vienen siendo considerados como el estandar de oro del diagnostico prenatal
ante la sospecha de alteraciones genéticas, ya sea por alteraciones fetales ecograficas, tamizajes
genéticos positivos, antecedentes familiares de enfermedades genéticas, edad materna avanzada
o ansiedad de los padres frente al diagnostico. Sin embargo, estas técnicas diagndsticas no son
inocuas. La amniocentesis tiene un riesgo del 0.5% de pérdida fetal secundaria al procedimiento y
la BVC del 0.5-1% con rangos para las dos que varian del 0.25-2% de acuerdo al entrenamiento
del obstetra .

La evidencia de células fetales libres en sangre materna data del950 cuando se encontraron
trofoblastos en los pulmones de madres que habian muerto por preclamsia®®. Sin embargo, no es
sino hasta los afios 90 que se da el descubrimiento de los &cidos desoxirribonucleicos (ADN) libres
en el plasma materno. Es en 1997, cuando se realiza el primer reporte de aislamiento de ADN fetal
en sangre materna con tasas de deteccién del 80% en 10 microlitros de ADN ©. Estos hallazgos
abrieron una ventana de posibilidades diagnosticas no invasivas para patologias genéticas
monogénicas y cromosomales, asi como para la determinacion de sexo y RH fetal.

Posterior a este reporte, se introduce el término diagnostico prenatal no invasivo, el cual es el
estudio de las caracteristicas genéticas de un feto por medio de material obtenido en sangre
materna ya sea por células fetaleso por ADN fetal libre. Se sabe que las concentraciones de
células fetales en sangre materna aumentan con la edad gestacional, con rangos estimados de 2-6
células fetales por ml de sangre materna® o un 3-6% de ADN fetal libre en el plasma materno® y
su deteccién es posible desde la semana 7-9 de gestacién . Para este tipo de diagnéstico es
esencial una concentracion especifica de células fetales, asi como la diferenciacion de las células
fetales de las maternas. Actualmente, se cuentan con varias técnicas para la diferenciacién celular
como son la metilacion fetal ® o la determinacion de la longitud del ADN fetal ©.

Dados los riesgos de las técnicas invasivas, el diagnostico no invasivo propone una alternativa
viable y llamativa con reportes de alta fiabilidad en poblaciones pequefias y reportes de casos 9.
Se calcula que en promedio, entre un 0-5-7% de las mujeres sometidas al estudio no obtendran
resultados de ADN fetal por muestra insuficiente ) y existe también la posibilidad de falsos
positivos secundarios a la mala extraccion o a que el material obtenido de la sangre materna sea
insuficiente, como también falsos positivos secundarios a fallas técnicas (contaminacién o
embarazos gemelares).

A pesar de las limitaciones descritas, hoy en dia estas técnicas son altamente especificas y
sensibles para las T21 y T18 y hacen parte de las recomendaciones del Colegio Americano de
Obstetricia (ACOG), quienes las recomiendan como método diagnostico para toda mujer gestante,
independiente de la edad y especialmente en aquellas mujeres en riesgo para trisomia 13, 21 0 18
(T13, T21 o T18, respectivamente). 3.
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JUSTIFICACION

Dentro de las alteraciones genéticas prenatales, las cromosomopatias son las mas frecuentes y
entre estas, la de mayor prevalencia es el Sindrome Down 0 T21. Se ha calculado que a la mayoria
de los 4 millones de mujeres que anualmente tienen un parto en EE.UU se les ha realizado una
prueba de diagndstico prenatal para la deteccion de alguna cromosomopatia.

Actualmente se cuentan con diferentes tipos de métodos diagnésticos como son: el diagndstico
ecogréfico (tamizaje ecogréfico), el diagndstico seroldgico en primer y segundo trimestre (tamizaje
sérico), el diagnostico ecografico y serolégico (tamizaje genético), el diagnostico invasivo (biopsia
de vellosidades coriales 0 amniocentesis) y el diagnéstico no invasivo. El diagnostico por tamizaje
ecografico en primer trimestre para la trisomia 21 tiene una tasa de deteccién del 82-87%"*™)
mientras que la tasa de deteccion para esta condicion mediante el tamizaje genético es del 95%.
Los diagndsticos invasivos son certeros pero presentan un riesgo de pérdida de embarazo del 1%,
ademés de otras complicaciones relacionadas con el procedimiento.

Gracias a los descubrimientos y avances de la medicina perinatal es ahora posible la realizaciéon de
un diagnéstico no invasivo por células fetales en sangre materna, el cual ha mostrado en varios
estudios una tasa de deteccién mayor del 99%, con una tasa de falsos positivos menor del 0.1%%*
2D Sin embargo, este no sustituye el diagnéstico por tamizaje genético en primer trimestre ni los
métodos invasivos.

Colombia tiene una poblacién aproximada de 48.32 millones de habitantes, con un crecimiento
anual de la poblacién de 1.16% y una expectativa de vida de 74 afios ®?.En general, la enfermedad
genética en Colombia tiene una frecuencia que oscila entre 30 y 52 por cada 1,000 habitantes ©?,
dato que concuerda con las cifras reportadas en la literatura mundial. Las malformaciones
congénitas de origen multifactorial corresponden al 50% del total, seguida por las cromosomopatias
y las alteraciones de origen monogénico. En la base de datos de Online Inheritance in Man (OMIM)
del National Center forBiotechnologylnformation (NCBI) existen a la fecha 4,341 condiciones de
origen monogénico (mendeliano) con fenotipo y genotipo conocido, y 1671 con fenotipo conocido y

genotipo que se sospecha mendeliano ?¥.

Cromosomopatias

Las alteraciones cromosdémicas, que son variaciones en el nimero o en la estructura de los
cromosomas, generalmente se deben a errores durante la gametogénesis o en las primeras
divisiones del embrién, y pueden ser heredadas por los padres o pueden ser producto del azar .
Se estima que cerca de un 60% de los abortos ocurridos en el primer trimestre de gestacion se
deben a anomalias cromosdmicas, una de cada 250 a 500 personas es portadora de una alteracion
estructural y un 0.5% de los recién nacidos presentan aneuploidias %°.

Las cromosomopatias pueden dividirse en:

* Aneuploidias de cromosomas autosémicos: son alteraciones en el nUumero de copias de alguno
de los cromosomas no sexuales. En humanos, no todas las aneuploidias numéricas son
viables, y las que si lo son producen alteraciones en el fenotipo. Entre las mas frecuentes se
destacan: la T21 mas conocida como Sindrome Down (i.e., 95% de los casos). En Colombia su
prevalencia ha sido estimada por el ECLAMC (i.e., Estudio Colaborativo Latino Americano de
Malformaciones Congénitas) en 1.72 por 1000 nacimientos para el periodo de 1998 a 2005%#7.
En otras fuentes se encuentra que la prevalencia esta calculada en 1 en 700 nacidos vivos ?®.
La T18 mas conocida como Sindrome Edwards tiene una incidencia de 1 en 8,000, la T13 mas
conocida como Sindrome Patau tiene una incidencia de 1 en 10,000. A nivel general, la T21
tiene una prevalencia mucho menor que las anteriores en nuestro pais.
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* Aneuploidias de cromosomas sexuales: son alteraciones en el numero de copias de alguno de
los dos cromosomas sexuales. Las aneuploidias en este caso suelen ser viables. Entre las mas
frecuentes se destacan el Sindrome Klinefelter (i.e., trisomia de los cromosomas sexuales: 47,
XXY), con una prevalencia en Colombia de 13 por 10,000 nacimientos (incidencia de 1 en 800)
y el Sindrome Turner (i.e., monosomia de los cromosomas sexuales: 45, X), que es la Unica
monosomia viable y tiene una prevalencia en Colombia de 5 por 10,000 nacimientos (incidencia
de 1 en 2,000). Otros con muy baja prevalencia son el Sindrome doble Y (47, XYY) y el
Sindrome triple X (47, XXX).

» Alteraciones cromosOmicas estructurales: son las alteraciones que afectan la estructura del
cromosoma en cuanto a la ordenacién lineal de los genes y que pueden ser deleciones,
duplicaciones e inversiones, entre otras .

Enfermedades autos6micas recesivas

Las enfermedades autosOmicas recesivas se presentan cuando un individuo tiene mutaciones en
ambas copias de su gen y de esta manera manifiesta la enfermedad. Estos alelos mutados
provienen de sus padres, que habitualmente son heterocigotos sanos (i.e., poseen una copia
normal del gen y una mutada). Con mayor frecuencia se asocian a consanguinidad, grupos étnicos
con alta endogamia o regiones geograficas con poca migracién poblacional ®. Algunas de las mas
prevalentes en Colombia son las siguientes:

» Fibrosis quistica (FQ): es la enfermedad autosOmica recesiva mas comun en la poblacion
caucasica. Se presenta con compromiso multisistémico, crénico y progresivo. Su principal
sintomatologia es pulmonar, con infecciones a repeticibn pero también puede tener
afectacién pancredtica y gastrointestinal. (Cystic Fibrosis MutationDatabase.®?). La
incidencia oscila entre 1:1,900 a 1:3,700 recién nacidos vivos, con una frecuencia de
portadores del 5% en poblacién caucasica. En asiaticos y afroamericanos la incidencia es
de 1:32,000 y 1:15,000 recién nacidos vivos respectivamente. En Colombia se estima que la
tasa de portadores es de 1 de cada 47 personas ©?. El gen CFTR esta ubicado en el
cromosoma 7 y se han descrito mas de 1,700 mutaciones causantes de la enfermedad, con
frecuencias individuales variables de acuerdo con la poblacién estudiada (Cystic Fibrosis
MutationDatabase ©V). La mutacién mas comuin es la delecién de la base fenilalanina en la
posicién 508 de la proteina y se observa en el 85% de los caucasicos y en el 28-42% de la
poblacién colombiana (Cystic Fibrosis MutationDatabase ©V) 2. Existen adicionalmente 25
mutaciones frecuentes en caucdsicos y son las que se recomienda que sean estudiadas en
familias en riesgo ®®. En Colombia las més frecuentes son: 1811 + 1,6 kbA> G, 621 + 1G >
Ty G542 X que representan el 9% de la poblacion .

» Atrofia Muscular Espinal: son un grupo de diferentes enfermedades heredadas que se
caracterizan por la degeneracion de las neuronas motoras de las astas anteriores de la
médula espinal con atrofia muscular, hipotonia, arreflexia y parélisis progresiva ®®. Después
de la fibrosis quistica, es el trastorno autosémico recesivo mas comun con una tasa de
portadores de 1 en 35-60 personas segun diferentes estudios. Afecta a uno de cada 6,000 a
10,000 nifios, y es la causa genética méas frecuente de mortalidad infantil ”. Se estima una
prevalencia de 1/80,000 y una incidencia anual de 1/10,000, aproximadamente.

» Hemoglobinopatias: son defectos en la estructura de una de las cadenas de globina de la
molécula de hemoglobina. La condicion més frecuente es la anemia de células falciformes, y
se estima que el 7% de la poblacion africana es portadora. También es frecuente en el
sureste asiatico y el mediterraneo. Se caracteriza por la presencia de hemoglobina S (HbS)
®® La hemoglobina humana normal es un tetrdmero compuesto de dos cadenas de
hemoglobina a y dos B. La HbS es el resultado de una mutacion puntual en el gen HBB
(GluéVval). Esta anemia puede resultar de la combinacion de HbS con otras variantes de
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cadena B-globina anormal o con talasemias ®%. Las talasemias son defectos que se
caracterizan por una reduccion en la cantidad de cadenas de globina. La incidencia en
Colombia de las hemoglobinopatias es de 4.5%“"
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PROBLEMA

Las alteraciones genéticas se pueden clasificar de acuerdo a su origen como cromosémicas,
monogénicas 0 mendelianas, multifactoriales y mitocondriales. El diagndstico de enfermedades
cromosomicas se inicid hacia 1970 con la introduccion de la amniocentesis y en 1980 con la
introduccion de la BVC “Y. Actualmente la mayoria de las mujeres gestantes se encuentran entre
sus 20-39 afos con prolongacién de la edad materna del primer embarazo. Sin embargo, se ha
evidenciado una prevalencia importante de malformaciones genéticas en embarazos de mujeres
jovenes para las cuales la BVC o amniocentesis no son métodos rutinarios viables, debido a los
riesgos que impone el procedimiento (i.e., riesgo de pérdida del 1%). Por esta razén se han creado
sistemas de diagndstico no invasivo como son el tamizaje genético complementado por pruebas
seroldgicas, los cuales, en caso de ser positivos, requieren de la toma de una BVC o amniocentesis
para su confirmacion diagnostica.

La posibilidad de aislar células fetales y ADN fetal de la sangre materna ha abierto una inmensa
oportunidad para mejorar el diagnéstico fetal no invasivo y asi eliminar los riesgos derivados de la
amniocentesis/BVC. Existen numerosos reportes sobre diagnostico de células fetales en sangre
materna para aneuploidias (i.e., T21, T18, T13, entre otras), Rh fetal, sexo fetal y otras alteraciones
genéticas para las cuales se utilizan diferentes técnicas. En Colombia, es en los afios ochenta
cuando llega la ecografia obstétrica, y su uso se hace rutinario en los afios noventa. Ademas, los
laboratorios de citogenética estandarizaron el cariotipo con la tinciéon con giemnsa —conocido como
bandas G—, e implementaron su uso en liquido amniético y vellosidades coriales también en los
afios noventa. Nuevamente en los afios noventa, las pruebas moleculares como FISH, QF-PCR vy
MLPA, fueron desarrolladas en el analisis cromosémico, pero el cariotipo continué siendo el
estandar de oro en el diagnéstico prenatal “>*¥. En la literatura médica, no se cuenta con
informacion disponible en una revision sistemética que recolecte el estado del arte de la literatura
sobre las diferentes técnicas de diagndéstico y la eficacia para detectar los diferentes tipos de
enfermedad. Adicionalmente se cuenta con resultados contradictorios en cuanto a los valores
predictivos positivos y negativos. Segun estos datos se planted la pregunta de investigacion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

PREGUNTA PRINCIPAL:

¢El uso células fetales libres en sangre materna es un método de diagndstico prenatal util en
gestantes de alto y bajo riesgo?

PREGUNTAS SECUNDARIAS:

= ¢ Cual es la informacion cientifica disponible acerca del uso de células fetales libres en
sangre materna como método de diagnéstico prenatal?

= ¢ Cudles son las caracteristicas de los estudios encontrados?

» ¢ Cudles son los tipos de técnicas realizadas para el diagnéstico prenatal no invasivo con
células fetales libres en sangre materna?

e ¢ Cudl es la correlacion entre la clinica y las intervenciones diagnosticas realizadas?
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MARCO TEORICO

El diagnostico genético prenatal tradicionalmente ha requerido de técnicas invasivas como la
amniocentesis y la BVC. Sin embargo, cada uno de estos procedimientos conlleva un riesgo de
pérdida fetal. EI Tamizaje analitico de la sangre materna y el ultrasonido pueden identificar
individuos en riesgo de tener aneuploidias fetales (especialmente la T21), pero como otros
meétodos de tamizaje no invasivo, estos tienen sensibilidades sub-éptimas y altas tasas de falsos
positivos. Por afilos muchos autores se han enfocado en el aislamiento de células fetales intactas a
partir de la sangre materna.

Durante el embarazo, las circulaciones materna y fetal se encuentran separadas por las
membranas placentarias. Sin embrago, existe evidencia que demuestra que esta barrera es
incompetente al trafico celular. Es importante mencionar que células fetales nucleadas han sido
identificadas en la circulacion materna y han sido ampliamente estudiadas como sustratos para el
diagnéstico prenatal no invasivo. Sin embrago, lo escaso de estas células en la sangre materna ha
sido el mayor obstaculo a la aplicacion rutinaria de este concepto.

El diagnéstico prenatal no invasivo, ha sido un importante objetivo del estudio genético en
humanos. A pesar de que existe evidencia de que las células fetales en sangre materna fueron
descritas en el siglo XIX por el patélogo Aleman Schmorl, quien descubrié trofoblastos en los
pulmones de mujeres embarazadas que murieron de preclamsia, la mayoria de las investigaciones
se han realizado a partir del siglo XX. El paso de células fetales nucleadas a la sangre materna es
un fenédmeno ampliamente reconocido hoy en dia. J Walknowska et al “4 en 1969, mediante un
cultivo de linfocitos tomados de sangre de 30 mujeres embarazadas, encontraron 21 cultivos con
una o mas figuras en metafase con cinco pequefios cromosomas acrocéntricos interpretados con
46"XY”.

Se incluyeron en este estudio 21 mujeres, 19 de ellas tuvieron hijos de sexo masculino. Las células
con cariotipo 46/XY fueron encontradas en la circulacion materna tempranamente, detectables
desde la semana 14. La informacion disponible sugiere que la transferencia de linfocitos es comun
en el embarazo y que puede ser una consecuencia de migracion transplacentaria de las células
linfociticas fetales. Fue solo hasta los afios 80 que se inicio el desarrollo de técnicas tales como la
identificacion de células fluorescentes activadas (i.e., del inglés, FACS) en los Estados Unidos y la
identificacibn magnética de células (i.e., del inglés, MACS) en Alemania, lo que permiti6 la
identificacion de estas células. Posteriormente, para lograr el andlisis de pocas células en
bdsqueda de desérdenes mendelianos se desarrollo la técnica de hibridacion fluorescente in situ
(i.e., del inglés, FISH), lo que facilité el analisis de cromosomas en células en fase de reposo y el
desarrollo de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (i.e., del inglés, PCR, por sus
iniciales en inglés), que facilitd el estudio de los rasgos genéticos en una Unica célula.

En 1989, YMD Lo et al., publicaron el uso de la PCR en células fetales tomadas de sangre materna
para la determinacion del sexo del feto, y concluyeron que este podria ser un método util en el
diagnéstico prenatal de anomalias genéticas ligadas al sexo “?. DW Bianchi et al “®, en 1990
estudiaron eritrocitos tomados de sangre materna, identificados con anticuerpos monoclonales
contra en receptor de transferrina. Las células tomadas de la sangre de 19 mujeres embarazadas
entre la semana 12 y la semana 17 fueron estudiadas mediante la amplificacion de ADN
obteniendo un 75 % de éxito en el aislamiento del cromosoma Y en madres de fetos de sexo
masculino. En 1993, JL Simpson y S Elias “”, publicaron en JAMA una revisién del desarrollo de la
identificacion, aislamiento y andlisis de células fetales circulando en sangre materna y exploraron la
posibilidad de usar este método en el diagnostico citogenético prenatal.
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Fue en 1996 cuando se empez0 a estudiar con mayor interés este tema y cuando se empezé el
desarrollo de las técnicas para el aislamiento, identificacion y analisis de las células fetales en
sangre materna. YMD Lo et al., estudiaron el trafico de células nucleadas entre el feto y la madre
usando sistemas de reaccidén de polimerasa en cadena suficientemente sensibles para identificar
una célula objeto en 100.000 células. Estudiaron sesenta y seis parejas madre e hijo y tomaron
muestras de sangre materna y de corddn umbilical para la extraccion de DNA. Se detectaron
células fetales en 26 de 51 casos y se encontraron células maternas en sangre de cordén en 16 de
38 muestras “®. MC Cheung et al “?., en este mismo afio reportaron la deteccién de mutaciones de
punto en desérdenes de gen Unico usando el estudio de células fetales en sangre materna aisladas
mediante micro-diseccion, identificando los genotipos fetales de dos embarazos con riesgo de
anemia de células falciformes y B-talasemia.

Existen solamente seis células fetales por mililitro de sangre materna normal ®**%, por lo que més
recientemente algunos autores se han enfocado en la identificacion de DNA fetal libre en el plasma
materno. Los acidos nucleicos fueron inicialmente identificados en el plasma hace mas de
cincuenta afios en pacientes con cancer. Estos acidos nucleicos presentaban mutaciones y
alteraciones microsatelitales ©.

Recientemente, ha crecido el interés en el uso de la parte acelular de la sangre, principalmente
plasma, para su andlisis molecular. Este interés ha sido impulsado principalmente por el hallazgo
de DNA derivado de tumores en el plasma y el suero de pacientes con cancer ©*°%. Estos
hallazgos han llevado a pensar que al igual que las células cancerosas pueden ser encontradas en
la sangre periférica, de la misma manera las células fetales pueden ser encontradas en la
circulacion materna.

Todas estas observaciones sugieren que el DNA en sangre materna puede ser Util en el
diagndstico prenatal no invasivo, sin embargo estas técnicas han demostrado ser dispendiosas y
costosas para ser implementadas a gran escala. En 1996, CA Heid et al, ®® desarrollaron un
método cuantitativo novedoso de PCR en tiempo real, que provee una cuantificacion reproducible y
precisa de las copias de genes.

En 1997, Lo YMD et al ®®, utilizaron la ebullicién como método para la extracciéon de ADN de suero
o plasma y el uso del método PCR “Hot-Start” para la deteccion del mismo, con sensibilidades para
la deteccion de ADN fetal en sangre materna del 80% y 70% respectivamente. Con el uso de los
métodos comerciales de extraccion de ADN con base en columna y con el método sensible de
PCR en tiempo real, esta sensibilidad ha alcanzado el 100% para la deteccion de secuencias
cromosomales Y, derivadas del feto y obtenidas del plasma o suero ©”. Mediante el uso de un
protocolo sensible basado en PCR, Smid et al ®8) también han obtenido el mismo resultado en
madres que tienen fetos masculinos.

Ademas de mejorar la sensibilidad para la deteccidn, el sistema de PCR en tiempo real descrito por
Lo et al ®®, puede también ser usado para medir la concentracién de ADN fetal en el plasma y el
suero materno. Asi las cosas estos autores reportaron concentraciones fraccionales promedio de
ADN fetal de 3.4% y de 6.2% en el plasma materno en el primer y segundo y en el tercer trimestre,
respectivamente. También encontraron mediante el seguimiento de la concentracion de ADN fetal
en la sangre de mujeres embarazadas que esta concentracion aumenta con la edad gestacional,
siendo mas significativa al final del embarazo.

La deteccién de secuencias de cromosomas y derivados del feto tiene una aplicacién potencial en
el diagnéstico de desérdenes ligados al sexo . Ademas del cromosoma Y, el primer locus
genético al que los investigadores han enfocado su interés es el gen RHD, cuya presencia produce
el fenotipo Rhesus D positivo ®?. Este hallazgo ha sido muy importante en la deteccién de fetos RH
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positivos hijos de madres RH negativos, método que se ha encontrado muy confiable
especialmente en el Gltimo trimestre del embarazo ¢

Otros grupos se han concentrado en la deteccion de polimorfismos microsatelitales heredados del
padre identificados a partir de la sangre materna, en especial los de los cromosomas 13, 18 'y 21,
Otros autores se han enfocado en la deteccién de polimorfismos microsatelitales del cromosoma X
heredados del padre, identificados del plasma materno de madres de fetos femeninos, y en otros
se han concentrado en las expansiones causantes de enfermedad heredadas del padre del gen de
la proteina-quinasa de la distrofia mioténica (i.e., del inglés, DMPK)®. La translocacién

cromosdémica de la parte distal del cromosoma 3p heredado del padre también ha sido estudiada
(63)

Una de las mas importantes indicaciones del diagnostico prenatal es la deteccion de la T21. Lo et
al®., ha descrito un aumento del ADN fetal en sangre materna en embarazos afectados por T21,
lo que abre la posibilidad de usar el ADN fetal en plasma materno para hacer tamizaje de las
aneuploidiascromosomales, en especial en unién con otros marcadores bioquimicos de suero ya
establecidos. Wijk et al®®, demostraron que parte del ADN fetal presente en la circulacién materna
existe en la forma de células, lo que sugiere que se puede realizar analisis tipo FISH in situ en
dichas células fetales aisladas del plasma materno para un diagndstico definitivo de aneuploidias
cromosomicas..

Otro desorden asociado con el embarazo es la preclamsia, que continua siendo una causa
importante de morbilidad y mortalidad materno fetal. Lo et al ®®, demostraron un incremento de
cinco veces en la concentracion de ADN fetal en el suero obtenido de mujeres afectadas por
preclamsia comparadas con controles. Esta relacién aun tiene que ser dilucidada aunque ya se ha
demostrado que este aumento de ADN fetal puede ser identificado semanas antes del inicio de la
preclamsia ©”
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PROPOSITOS

El diagndstico fetal no invasivo actualmente se utiliza como alternativa para diagndstico de
alteraciones fetales de origen monogénico, cromosémico, determinacion de sexo fetal y de grupo
sanguineo. Se ha demostrado por un estudio de costos que el diagndstico prenatal no invasivo es
una estrategia econdmicamente mas eficiente para el diagnostico prenatal en mujeres con
embarazo de alto riesgo*® dado que tiene una mejor tasa de deteccién y disminuye el requerimiento
de procedimientos invasivos no necesarios.

Por tales motivos, el propésito de esta revision es evaluar si el diagndstico prenatal no invasivo por
células fetales libres en sangre materna es un método seguro, eficaz y con posibilidad de ser
implementado en la préctica clinica, para realizar undiagnéstico prenatal temprano que permita
ofrecer posibilidades de manejo y consejeriaa las mujeres embarazadas a quienes se les
compruebe tempranamente que sus hijos padecen de alguna patologia, ya sea que la misma
pueda ser tratada o prevenida con manejo médico o quirargico, o que le permita tomar decisiones
acerca de su embarazo. Con el avance rapido de la ciencia, pronto estas técnicas podran identificar
otras patologias y las posibilidades para las mujeres que quieren tener un hijo se hacen mas y mas
seguras para lamadre y para los hijos.
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OBJETIVOS
GENERAL

Reunir de forma exhaustiva y sistematica toda la evidencia, publicada o no, que cumpla los criterios
de busqueda y elegibilidad sobre el diagndstico fetal no invasivo de células fetales libres en sangre
materna para determinar la utilidad diagnostica (i.e., definida como correlacion del diagnéstico
prenatal con el diagnostico post-natal) del mismo.

ESPECIFICOS

» Identificar la informacién contenida en la literatura sobre la poblacién obstétrica de alto y
bajo riesgo en cuanto a diagndstico fetal no invasivo por células en sangre materna.

» Evaluar la calidad metodoldgica de cada uno de los estudios para obtener resultados y
conclusionesglobales de la técnica.

» Definir de acuerdo con los estudios, la eficiencia (i.e., correlacién del diagnostico prenatal
con el diagnéstico post-natal) de la prueba para: sexo fetal, Rh fetal y alteraciones
genéticas.

» Determinar la reproducibilidad de las técnicas usadas en el diagndstico prenatal no
invasivode acuerdo a lo publicado en la literatura.

* Reportar los hallazgos descritos por medio de una revision sisteméatica de la literatura.

» Identificar necesidades de investigacidn ulterior respecto a esta metodologia de diagnostico

prenatal.
20
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METODOLOGIA

DISENO

Tipo de estudio: Revisién sistematica, de acuerdo a las Guias PRISMA 2009 7 para revisiones
sistematicas y meta-analisis. Se realizé una busqueda exhaustiva de todos los estudios publicados
en las bases de datos electronicas:Medline (EbscoHost) (hasta Agosto /2014), Biblioteca virtual de
la salud (BVS) (hasta Agosto/2014), PubMed (hasta Agosto/2014), base de datos de la universidad
del Rosario (EbscoHost) (hasta Agosto/2014), Scopus (hasta Agosto/2014), Cochrane Data Base
(hasta Agosto/2014), busqueda manual de articulos relevantes, en las listas de referencias de los
documentos resultantes de la blsquedasin restriccién de fecha o idioma.

FORMULACION DE HIPOTESIS DEL ESTUDIO
Hipoétesis Nula

El diagnéstico prenatal no invasivo con células fetales libres en sangre materna no tiene
una adecuada correlacion prenatal y post natal.

Hipotesis Alterna

El diagnostico prenatal no invasivo con células fetales libres en sangre materna tiene una
adecuada correlacion prenatal y post natal.

CRITERIOS DE INCLUSION

TIPOS DE ESTUDIOS:

Ensayos clinicos aleatorizados y no aleatorizados, estudios de cohortes, estudios corte transversal
y estudios de casos y controles que evallan la eficacia del método diagnostico evaluado.

TIPOS DE PARTICIPANTES:

Estudios que incluyan pacientes en embarazo a quienes se les practique una prueba de
diagnostico fetal no invasivo en sangre materna antes de la semana 37 de gestacion.

TIPOS DE TECNICAS:
Estudios en los cuales se realice diagndéstico prenatal no invasivo fetal en sangre materna y se
cotejen los resultados con pruebas de amniocentesis o BVC durante el embarazo o en el periodo

postnatal.

MEDIDAS DE RESULTADO:

Desenlace Primario: Diagnostico fetal acertado por medio de células fetales libres en sangre
materna.
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Desenlace Secundario: Determinacion de las diferencias en la utilidad de los distintos métodos
utilizados.

OTRAS CONSIDERACIONES:

No se realizé restriccion de idioma o fecha en la busqueda.

CRITERIOS DE EXCLUSION

= Estudios que cumplian con los criterios de inclusién, pero cuya informacién no permite
concluir si la técnica es (util.

= Todo estudio que incluyé menos de 5 participantes.

= Estudios duplicados.

= Estudios que mostraron resultados en células o animales.

= Estudios para los cuales se tomd una muestra de células fetales en sangre materna, pero
esta se utilizd6 para determinar patologias propias del embarazo o la madre y no para
patologias fetales (i.e., diagndstico de pre-eclampsia).

= Estudios con un puntaje en el CEDBM inferior a nivel 3 o que de los 10 criterios evaluados
en segun el QUADAS respondian NO en mas de 8 items.

= Estudios del tipo revisiones sistematicas y meta-analisis (i.e., sin embargo, se tuvieron en
cuenta para revisar la bibliografia y para realizar la busqueda activa).

FUENTES DE INFORMACION

Los estudios se identificaron por medio de bases de datos electronicas. La busqueda se realizd en
Medline (EbscoHost) (hasta Agosto /2014), Biblioteca virtual de la salud (BVS) (hasta
Agosto/2014), PubMed (hasta Agosto/2014), base de datos de la universidad del Rosario
(EbscoHost) (hasta Agosto/2014), Scopus (hasta Agosto/2014), Cochrane Data Base (hasta
Agosto/2014), busqueda manual de articulos relevantes, en las listas de referencias de los
documentos resultantes de la busqueda.

En caso de no obtener la informacion suficiente de los estudios, se intentd contactar por correo
electronico a los autores para la verificacion o ampliacién de datos. Una vez obtenida la basqueda
se hizo una seleccién por medio de EndNote para el andlisis de duplicados y una segunda
seleccién manual para evaluar duplicaciones omitidas previamente y verificar referencias.

TERMINOS DE BUSQUEDA
MeSH:
» "Maternal SerumScreeningTests"

* "Prenatal Diagnosis"
* "GeneticTesting"

* “DNA’
* “Cell-free system”
* “Fetus”

DeCS:
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» Diagnéstico prenatal (Diagnéstico Pre-Natal)

* DNA (ADN)
» Sistema libre de células (Sistema livre de células)
* Feto

» Diagndstico prenatal
* Pruebas de Tamizaje en Suero Materno
* Prueba genética

Key words/Palabras claves:
» DNA Fetal Libre Y Diagndstico Prenatal No Invasivo.

» DNALivre Fetal E Diagnéstico Pre-Natal N&o Invasivo.
* Cell Free Fetal DNA And Prenatal Non Invasive Diagnosis.

TECNICAS DE RECOLECCION

SELECCION DE ESTUDIOS

Se seleccionaron todos los estudios relevantes basados en una preseleccion por medio del titulo
del estudio y el resumen (abstract) del mismo. En caso de dudas, se amplio la revision al articulo
completo. Para los estudios excluidos, estos fueron revisados por las tres investigadoras previo a la
exclusion para llegar a consenso y disminuir sesgos. Aquellos estudios en otro idioma fueron
traducidos para determinar su relevancia e inclusién. Una vez preseleccionados los estudios se
revisaron de forma detallada verificando el cumplimiento de los criterios establecidos en la revision.
En caso de desacuerdos estos fueron resueltos por consenso.

DIAGRAMA DE MANEJO DE INFORMACION
Se presentaron los estudios de acuerdo al diagrama establecido en las guias PRISMA ©® (Fig. 1)

Figura 1. Diagrama de Arbol

No. de re registras identificados ’ MNo.dereregistros adicionales
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\ v

‘ No. de registros después de quitar los dupliedos J

|

[ MNo. de registrostamizados I—T' [ ND'EE:{ELE:;;UDS 1

|' No. de articulos texto completo 1 [ MNo. de articulos
evaluados paraver elegibilidad l excluidos, conrazones

[ MNo.de estudios incluidoin lasintesis |
cualiativa

MNo. de estudios incluidos en la sintesis
cualitativa [meta- analisis
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PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS

Se realiz6 una extraccion de la informacion por medio de una hoja de recoleccion de datos. El autor
revisor extrajo los datos de los estudios incluidos y un segundo autor realizé una revision de los
datos extraidos de forma independiente y sin comentarlos con el primer autor (i.e., para asi
disminuir sesgos). Las diferencias de extraccion fueron resueltas por discusion entre los revisores y
en caso de no ser posible la resolucion, el tercer autor decidio.

Los siguientes datos fueron extraidos de los estudios:

» Referencia Completa

* Numero de identificacion de acuerdo a la basqueda inicial
» Autor (Apellido. Inicial primer nombre)
» Afio de publicacion del estudio

» Tipo de Estudio

» Nivel de evidencia CEDBM

* Nivel de evidencia QUADAS?2

» Si es 0 no multicéntrico

» Pais del estudio

» Poblacion del estudio (alto o bajo riesgo obstétrico)
» Afio en el que se realiz6 el estudio

» Edad gestacional de inclusién

» Toma de tamizaje genético prenatal

* Toma de diagndstico invasivo

» Tipo de diagnoéstico invasivo

e Técnica para extraccion de ADN fetal
» Técnica para el andlisis del ADN fetal
» Informacion adicional sobre la técnica
* Numero total de muestras

¢ Muestras no Incluidas

* Porqué la no inclusion de la muestras
» Tipo de diagndstico

» Sexo Fetal

* RH fetal

» Alteraciones cromosémicas

» Alteraciones monogénicas

» Sensibilidad del estudio

» Especificidad del estudio

» Total de muestras incluidas

» Correlacion post natal

» Valor predictivo negativo del estudio

» Valor predictivo positivo del estudio
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VARIABLES

Se clasificaron de acuerdo a sus caracteristicas operacionales (tabla 1) y se determind las
variables dependientes, independientes y de confusidn, asi como la posible interaccion entre ellas.
(Figura 2)

VARIABLES DEPENDIENTES

» Correlacion prenatal y postnatal.

VARIABLES INDEPENDIENTES

» Datos caracteristicos del estudio
» Poblacién de alto o bajo riesgo

« Toma de tamizaje genético

» Toma de pruebas invasivas

» Tipo de diagnéstico invasivo

» Edad gestacional de la toma

VARIABLES DE CONFUSION

» Diferentes tipos de técnicas de extraccion y de tipificacién del ADN fetal.
* Nudmero total de muestras

Figura 2: Diagrama de variables

Poblacion de
alto o bajo
riesgo

Correlacion

Toma de

Edad
pruebas pre y post _
invasivas natal Gestacional

Toma de
tamizaje
Genético

Tabla 1: Operacionalizacién de Variables
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VARIABLE TIPO VARIABLE CATEGORIZACION DEFINICION
Referencia Cuantitativa Ndmero Numero de referencia del articulo
(Numérica Continua)
Autor Cualitativa Apellido Inicial y letra inicial de Nombre del autor principal
(Nominal) nombre.
Afio Cuantitativa Afio Afio de publicacion
(Numérica Continua)
Tipo de Estudio Cualitativa 1. Casosy controles Tipo de estudio realizado
(Nominal) 2. Reporte de casos
3. Meta-andlisis
4. Cohorte
5. Ensayo clinico
6. Corte transversal
Nivel de Evidencia Cualitativa 1. Nivell Nivel de evidencia de acuerdo al
(Ordinal) 2. Nivel 2 CEDBM 2011
3. Nivel 3
4. Nivel 4
5. Nivel 5
Nivel de Evidencia Cuantitativa 1. Si Nivel de evidencia de acuerdo al
(Nominal) 2. No QUADAS?2
Localizacion del Estudio Cualitativa Pais Pais donde se realizo el estudio
(Nominal)
Poblacion de Estudio Cuantitativa Ndmero Numero total de participantes en el
(Numérica Continua) estudio
Afos del Estudio Cuantitativa Nimero Afios totales que durd el estudio
(Numérica Continua)
Poblacion de Riesgo Cualitativa 1. Bajo riesgo Definicion de paciente como alto y
(Nominal) 2. Alto riesgo bajo riesgo de acuerdo a criterios de
3. 999 No hay datos la ACOG
4. No Aplica
% Poblacion de Riesgo Cuantitativa Proporcién de la Muestra Porcentaje de pacientes en riesgo
(Numérica Continua)
Edad Gestacional Cuantitativa Numero Edad gestacional en semanas desde

Técnica Implementada

Tipo de Diagnéstico

Técnica de Recoleccion de
muestra
Numero total de muestras
% del total de muestras
Total de muestras adecuadas
% Total de muestras
adecuadas
Muestra insuficiente
% muestra insuficiente
Sensibilidad
Especificidad
Valor Predictivo Positivo

Valor Predictivo Negativo

(Numérica Continua)

Cualitativa
(Nominal)
Cualitativa
(Nominal)

Cualitativa
(Nominal)

Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)
Cuantitativa
(Numérica Continua)

Nombre de la Técnica
implementada
CromosoOmicas
Sexo
Rh
Monogénicas
Mitocondriales

apwNhE

Si la técnica de
recoleccion es estandarizada o
no.

Numero

Porcentaje de la Muestra

Ndmero

Ndmero

Ndmero
Porcentaje de la Muestra

Numero

Nimero

Numero

Numero

la dltima regla
Tipo de andlisis genético realizado

Diagnostico para el cual fue
determinado el estudio

Medidas utilizadas para la toma de la
muestra

Total de muestras obtenidas

Porcentaje de total de muestras
obtenidas
Total de muestras viables para la
extraccion
Porcentaje total de muestras viables

Total de muestras que no fueron
viables
Porcentaje muestras no viables

Capacidad de detectar verdaderos
positivos
Capacidad de detectar verdaderos
negativos
Probabilidad de tener la enfermedad
si la prueba es positiva
Probabilidad de no tener la
enfermedad si la prueba es negativa
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EVALUACION DE CALIDAD

Una vez seleccionados los estudios, se recuperaron en texto completo. Dos investigadores
realizaron de manera independiente la lectura de cada articulo para la evaluacion de calidad. La
calidad y fuerza dela evidencia cientifica soportada en la adecuada eficiencia para realizar el
diagnostico prenatal mediante una técnica no invasiva con células fetales libres, se evalué por
medio de los criterios de Oxford® (figura3) asi como por la escala del QUADAS-2"? (Tabla 2). Se
decidié no incluir dentro de la revisién dos criterios del QUADAS-2""%.Estos criterios fueron por un
lado si el estandar de referencia (i.e., del inglés, gold standard) diagnostica adecuadamente a las
pacientes, dado que para esto ya se cuentan con estudios que demuestran su validez; y por otro
lado si el estandar de referencia es independiente del examen en cuestion puesto que se tratan de
dos técnicas diferentes y no es necesaria su categorizacion.

Se categoriz6 la respuesta al QUADAS-2?: Sj, bajo riesgo de sesgo y no, como potencial riesgo
de sesgo.
Tabla 2: Variables a evaluar al implementar el QUADAS-2

Criterios QUADAS-2 ‘

1. Fue el espectro de los pacientes representativo de los pacientes que
recibiran esta prueba en la practica médica?

2. Fueron los criterios de seleccién claramente descritos?

3. Es el tiempo entre el estandar de referencia y la prueba a evaluacién
suficiente para asegurar que se puede analizar la condicion sin que esta
sufra cambios?

4, Recibio verificacion con el GOLD estandar toda la muestra o una seleccién
aleatoria de la misma?

5. Recibieron los pacientes el test estAdndar sin importar los resultados del
estudio en investigacion?

6. Fue descrito el test de prueba lo suficiente para poder determinar su
replicabilidad?

7. Se interpretaron los resultados de las pruebas diagndsticas sin conocer los
resultados del estandar de referencia diagnostico?

8. Se posee la misma cantidad de datos clinicos disponibles cuando se
interpretan los resultados del test y en la practica clinica?

9. Reportaron los resultados no analizados o intermedios?

10. Se determiné por qué la no inclusion de pacientes?

Figura 3: Criterios para evaluacién del CEBDM €9
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PREGUNTA NIVEL 1

Que tan Encuesta, muestra
comun es el aleatoria local y
problema? actual (oo censo)

Es este Revision sistematica
diagnostico o estudios cross -

0 examen sectional que

de comparan
monitoreo consistentemente con
adecuado? la referencia
(Diagnéstic  estandary

0) enmascaramiento.
Qué pasara Revision sistematica
si no se o0 estudios de cohorte
agrega la de inicio.

terapia?

(prondstico)

Esta Revision sistemética
intervencién con ensayos
ayuda? aleatorizados o
(beneficios  ensayos n-de-1

de

tratamiento)

Cuéles son  Revision sistematica
los eventos  de estudios
adversos aleatorizados,
comunes? revision de casos y
(eventos controles anidados,
adversos ensayos n-de-1 con
del el paciente a quien se

tratamiento)

le esta haciendo la

pregunta o estudios
observacionales con
un efecto dramatico.

Cuéles son Revision sistematica
los eventos  de ensayos
adversos aleatorizados o n-de-
raros? 1.

(eventos

adversos

del

tratamiento)

Es este Revisién sistematica
examen (la  de ensayos
deteccién aleatorizados.
temprana)

necesaria?

(tamizaje)

NIVEL 2

Revisién sistematica
de encuestas que
permiten pertinencia
a situaciones
locales**

Estudios individuales
cross-sectional que
comparan
consistentemente
con la referencia
estandar y
enmascaramiento

Estudios de cohorte
de inicio

Estudios
aleatorizados u
observacionales con
un efecto del estudio
dramatico

Estudios individuales
aleatorizados o
(excepcionalmente)
observacionales con
un efecto dramético.

Estudios
aleatorizados o
(excepcionalmente)
observacionales con
un efecto dramatico.

Estudios
aleatorizados

NIVEL 3

Muestra local no
aleatorizada**

Estudios no
consecutivos, o
estudios sin
estandar de
referencia aplicado
consistentemente.

Estudios cohorte o
un brazo control de
un estudio
aleatorizado.

Estudios no
aleatorizados
controlados tipo
cohorte o de
seguimiento **

Estudios no
aleatorizados
controlados tipo
cohorte o de
seguimiento
(vigilancia post-
mercadeo) que
proveen suficiente
muestra para
descartar eventos
adversos
comunes. (Para
aquellos eventos
adversos de larga
evolucion, el
seguimiento debe
ser adecuado)

Estudios no

aleatorizados tipo
cohorte/ estudios
de seguimiento **

NIVEL 4

Serie de casos **

Estudios de casos-
control o aquellos
que tengan pobre
0 no tengan
referencia con el
estandar**

Serie de casos,
casos-control, o
con pobre calidad
en estudios de
prondstico tipo
cohorte **

Serie de casos,
casos-control o
estudios
controlados
histéricos**

Serie de casos,
casos-control o
estudios
controlados
histéricos**

Serie de casos,
casos-control o
estudios
controlados
histéricos**

NIVEL 5
N/A

Razonamient
0 como
mecanismo
de base.

N/A

Razonamient
0 como
mecanismo
de base.

Razonamient
0 como
mecanismo
de base.

Razonamient
0 como
mecanismo
de base.

**E| nivel puede ser calificado en las bases de la calidad del estudio, falta de precisién, no respuesta a la pregunta PICO, inconsistencias
entre los estudios, tamafio del efecto peqeu)eﬁo. El nivel debe ser mejor calificado si hay un tamafio de efecto grande.
9

Tabla modificada y traducida del CEMD
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SESGOS

* Riesgo de sesgo en los estudios individuales:
Se realiz6 un ejercicio preliminar entre los revisores y su tutor para determinar la aplicabilidad y
factibilidad de las tablas usadas en el estudio. Para determinar la validez de los estudios, los
revisores trabajaron de manera independiente y determinaron los puntajes de las tablas de esta
forma.

» Sesgo de Publicacion:
Para la eliminacién de este sesgo se realiz6 la busqueda en bases de datos de literatura gris y
también se incluyeron aquellos estudios no publicados en las bases de datos electrénicas.

* Sesgo de Lenguaje:
No se realizaron exclusiones de los articulos por idioma, aquellos en otro idioma fueron
traducidos.

PLAN DE ANALISIS

Dada la heterogeneidad de los estudios evaluados, se consideré que no cumple con los criterios
necesarios para meta-analizar. Se realizé un analisis descriptivo y se interpretaron los resultados
de acuerdo a este.

ASPECTOS ETICOS

Dado que la presente investigacion se encuentra catalogada dentro del Articulo 11 de la
Resolucién, N. 008430 del 4 de Octubre de 1993 como “investigacion sin riesgo”, se considera
gue no es necesario presentar este estudio ante el comité de ética médica asi como tampoco la
firma de consentimiento informado. Por qué se revisan estudios clinicos ya publicados y no
informacion particular de pacientes. No se pondré en riesgo a ninguno de ellos. De igual manera se
preservardn con exactitud los datos de los resultados obtenidos, siguiendo los principios
reconocidos cientificamente y cumpliendo con la declaracién de Helsinki.
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RESULTADOS

RESULTADOS DE LA BUSQUEDA

Se realiz6 una busqueda desde Enero a Octubre de 2014 en las bases de datos: Pubmed,
Embase, Scopus, BVS y Cochrane; con los términos MeSH: “Prenatal diagnosis and cell-free
system”, “maternal serumscreening test and cell-free system”,”prenatal diagnosis and cell-free
system and DNA”", “prenatal diagnosis and cell-free system and DNA and Fetus”; los DecCS:
Diagndstico prenatal y sistema libre de células, Diagndstico Pré-Natal e Sistema Libre de Células,
Diagndstico prenatal y sistema libre de células y ADN, Diagnostico Prénatal e Sistema Libre de
Células e DNA, Diagnéstico prenatal y sistema libre de células y ADN y Feto, Diagnéstico Pré-
Natal e Sistema Libre de Células e DNA e Feto y palabras clave: Cell free fetal DNA and prenatal
non invasive diagnosis, DNA Fetal Libre Y Diagnéstico Prenatal No Invasivo, Dna Libre Fetal e
Diagndstico Pré-Natal Nao Invasivo.

Se encontraron 5,893 resultados que cumplian a los criterios de busqueda de los cuales 27 eran
estudios duplicados (analizados por medio de EndNote) y se eliminaron de la base de datos. De los
5,866 articulos totales, 430 cumplieron los criterios de inclusion y 363 fueron excluidos por ser
duplicados o por presentar cualquier criterio de exclusion.

Figura 4: Diagrama de arbol de la revision sisteméatica de la literatura
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DESCRIPCION DE LOS ESTUDIOS

De un total de 67 estudios incluidos, el 49.3% (33/67) correspondieron a estudios de corte
transversal 38,8% (26/67) a estudios de cohortes y el 11.9% (8/67) a estudios casos y controles
(Figura. 5).

El rango del afio de publicacion en los estudios comprende desde 1995 hasta el afio 2014 con un
27% de las publicaciones en el afio 2011.

Figura 5: Tipos de estudios

rans
versal

o5
(82167)
(26/67) 7905
390

Los niveles de evidencia encontrados en los estudios se pueden observar en las figuras 6 y 7. Solo
se incluyeron como fue descrito, estudios nivel 3 en adelante.

Figura 6: Nivel de Evidencia QUADAS

Reporte de los resultados no interpretados
Explicacion de los motivos de exclusion
Interpretacion de la referencia estandar

Datos clinicos completos

Verificacion de la prueba contra el Gold estandar
Explicacion clara de criterios de exclusion
Descripcién sobre la seleccion de pacientes
Espectro de pacientes adecuado

Tiempo adecuado entre el Gold estandar y la..

0 25 50 75 100 125

31

L Rosrin

UNIVERSIDAD CES



Eficacia del diagnoéstico prenatal no invasivo por células fetales libres en sangre materna 1990-2014. Revisién
Sistematica.

Proyecto de Grado

Especializacion Epidemiologia

El 31.3% (21/67) de los estudios fueron multicéntricos. La participacién por paises fue mayor en
Estados Unidos y China con un aporte de 15% de los estudios, seguidos de Francia y el Reino
Unido con un 7.5%, Suecia, Corea, Iran y Grecia con un 4.5%; el resto de los paises incluidos con
uno o dos estudios.

De los estudios revisados, se encontr6 que 24 tuvieron como objetivo la identificacién de
cromosomopatias. De estos, el cromosoma 21 fue analizado en 15 estudios y los cromosomas 18 y
13 fueron evaluados en 14 y 10 estudios respectivamente. Los cromosomas sexuales (i.e., X y Y)
fueron estudiados en 8 articulos, mientras que la cromosomopatia parcial del 9 solo en uno
articulo.

igura 7: Nivel de Evidencia CEBDM
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CROMOSOMOPATIAS

Las cromosomopatias evaluadas en los diferentes estudios son: T2, T13, T18, trisomia parcial del 9
y del 13 y alteraciones de los cromosomas sexuales (monosomia del X, XXY y XYY). Los
diferentes estudios contaron con poblaciones heterogéneas de alto y bajo riesgo con una medida
de edad gestacional para la toma de la muestra de 16 semanas.

El estudio con el menor nimero de pacientes tenia 13 gestantes y el mayor 2,042. El 90.9% de los
estudios tuvieron correlacion post-natal y el 9% restante no se cuenta con datos de correlacién
post-natal pero si hay correlacién por métodos invasivos prenatal. El porcentaje de muestras
estudiadas sobre el total de incluidas tuvo un rango entre el 54-100% (siendo del 100% en 11
estudios). Para todos los casos se contd con estandarizacion de la extraccion de ADN por medios
previamente descritos en la literatura.

Tabla 3. Resultados estudios para cromosomopatias

Sensibilidad Especificidad

Autor, Fecha Técnica utilizada (%) (%)

Davalieva K. 2006 RT-PCR 89.2 100 NA NA
Dhallan R. 2007 PCR con enzimas de restriccion y 66.7 98.2 98.2 66.7

marcacion con fluorescencia

Chen EZ. 2011 GenomeAnalyzerlix 100 100 NA NA
Ehrich M. 2011 MPSS 100 99.7 99.7 97,5
Palomaki, 2011 MPSS 98.6 99.7 99.7 98.5
Zhang M. 2011 PCR-MSP y PCR-MSRE Na Na Na Na
Lau, Tze. 2012 NIFTY™ (PCR+MPS) Na Na Na Na
Nicolaides K. 2012 DANSR Na Na Na Na
Norton M. 2012 DANSR, FORTE 100 99.97 Na Na
Sparks A. 2012 DANSR Na Na Na Na
Stumm M. 2012 GenomeAnalyzer (MPS) Na Na Na Na
Zimmerman B, 2012 PCR multiplex + secuenciacion 100 100 Na Na
Ashoor G. 2013 DANSR y FORTE Na Na Na Na
Gil, M. 2013 Secuenciacion cromosoma-selectiva Na Na Na Na
Lee, Da. 2013 RT-PCR para regiones metiladas 90.0 Na 98.1 41.7
Liang D. 2013 NIFTY™ (PCR+MPS) 100 99.70 100 98.5
Nicolaides K. 2013 PCR multiplex + secuenciacion Na Na Na Na
Nicolaides K. 2013 PCR multiplex + secuenciacion 100 100 Na Na
Song Y. 2013 Secuenciacion Na Na Na Na
Verweij, E. 2013 Secuenciacion cromosoma-selectiva 99.4% 99.98 Na Na
Yuan Y, 2013 Secuenciacion Na Na Na Na

(lon Torrent personal genome machine)

Bianchi D. 2014 Secuenciacion 100 99.75% 100 42.7
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Sensibilidad Especificidad VPN VPP

Autor, Fecha Tecnica utilizada (%) (%) (%) (%)

(IMluminaTrusEQdna)

Bianchi D, 2014 Secuenciacion 100 Na 100 42.7
(MluminaTrusEQdna)

Nicolaides K. 2014 DANSR + FORTE Na Na Na Na

ADN: Acido desoxiribonucleico, DANSR: Andlisis Digital de Regiones Seleccionadas, FORTE: Fraccién Fetal Optimizada para la
Evaluacion de Riesgo de Trisomia (del inglés, Fetal-FractionOptimizedRisk of TrisomyEvaluation), PCR: Reaccion en Cadena de la
Polimerasa. MPSS: Secuenciacion Masiva Paralela, MSRE-PCR: PCR con enzimas de restriccion sensibles a areas de metilaciéon (del
inglés, PCR Methylation-SensitiveRestrictionEnzymeDigestion), NIFTY™: Non-Invasive Fetal TrisomY test, RT-PCR: Reaccion en

Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa.

En la tabla 3 se pueden ver las diferentes técnicas utilizadas en los estudios para
cromosomopatias. Estas van desde técnicas de primera generacion hasta técnicas de Ultima
generacion obteniendo mejores resultados y menor tasa de perdida de muestras (i.e., aquellas que
no amplifican y por ende no es posible su andlisis) en las técnicas de ultima generacion y en
aquellas técnicas que son modificadas frente a las iniciales. Se reportan sensibilidades con rangos
entre 66.7-100% asi como especificidades entre el 74.5 y 100%. Llama la atencion la alta tasa de
perdida de datos en los andlisis de VPP, VPN, sensibilidad y especificidad. Datos adicionales de
los estudios para diagnostico de cromosomopatias se encuentran en los anexos.

RH FETAL

El 22% (15/67) de los estudios analizados buscaban determinar el Rh fetal Se realizaron
secuenciaciones del gen completo en 9 casos, exén 7 en 4 casos, exén 7 en 3 casos y Alelo C, E,
Exon 4 y Exdn 6 en un caso respectivamente. En un 20% de los estudios no se realiz6 correlacion
post-natal pero si se compararon los hallazgos con diagnéstico invasivo prenatal.

Tabla 4. Resultados estudios para Rh fetal

Sensibilidad | Especificidad VPN

Referencia Técnica diagndstica (%) (%)

XiaoYan Z, 2001 PCR multiplex + RT-PCR NA NA NA NA
Legler T. 2002 RT-PCR 98.25 ‘ 100 ‘ NA NA
Minon JM. 2008 RT-PCR 93.6 100 NA NA
Hyland C. 2009 RT-PCR NA [ 100 [ NA NA
Sesarini C. 2009 RT-PCR 94.4 75 90 85
Wang, X.D. 2009 RT-PCR 89.7 [ NA [ NA NA
Achraguy S.,2010 PCR modificada por Sciellour-Rouillac et al. Na Na 96.7 98.7
Guinel T. 2010 RT-PCR 100 [ 100 [ NA NA
Akilekar R. 2011 PCR 98.2 100 96.5 100
Macher H. 2011 PCR multiplex + RT-PCR 100 [ 98.2 [ 100 98.9
Tounta G, 2011 PCR multiplex con enzimas de restriccion 100 96.7 NA NA
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Sensibilidad | Especificidad VPN

Referencia Técnica diagndstica

(%) (%)
Benachi A. 2012 PCR con amplificacién por Light Cycler 100 100 NA 100
Dziegie, MH. 2012 RT-PCR 99.9 NA NA NA
Wikman A, 2012 PCR 100 NA NA NA
Tiblad E, 2013 PCR exo6n 4 NA NA NA NA

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa.

En la tabla 4 se describen las diferentes técnicas usadas para el diagnostico de Rh fetal; en esta
sub-seleccion de los estudios se evidencia una mayor homogeneidad en la técnica, un 60% usoé la
RT-PCR para determinar la expresion del gen o de un exdn del gen estudiado. Se evidenciaron
sensibilidades que varian entre el 86.8-100% con especificidades del 75-100%. Al realizar la
extraccion de los VPP y VPN se evidencian mayor pedida de datos en estas categorias, en
aquellos en los que se encontraban dichos datos, se evidenciaron valores de 90-100% para el VPN
y del 85-100% para el VPP. Datos adicionales de los estudios de Rh fetal se encuentran en los
anexos.

SEXO FETAL

El 40.2% (27/67) de los estudios extraidos estudiaron sexo fetal, de estos el 96.2% incluyeron
dentro del gen de analisis el SRY y en un 51.8% de los estudios se agregd un segundo gen de
andlisis para mejorar la sensibilidad. La técnica mas utilizada fue la RT-PCR en un 44.4% seguida
de la Nested-PCR.

Tabla 5. Resultados estudios para sexo fetal

Referencia Técnica diagnéstica Sensibilidad (%) ‘ Especificidad (%) \Z"Z’)\I

Van Wijklj., 1995 Nested PCR DYZ1 NA NA NA NA
SRY

Costa JM. 2001 RT-PCR SRY 100 100 NA NA
GALT

Costa JM. 2001 RT-PCR SRY 100 100 NA NA

Chen ZB. 2004 [ Nested PCR SRY 97.4 [ 85.7 NA [ NA

Zolotukhina, T.V. 2005 Nested PCR SRY 94.5 87.5 NA NA

Davalieva K. 2006 ‘ RT-PCR SRY 89.2 ‘ 100 NA ‘ NA

Santacroce, R. 2006 PCR SRY 100 100 NA NA

Amelogenina

Liu, Fu. 2007 ‘ FQ-PCR SRY 100 ‘ 100 ' NA ‘ NA

Minon JM. 2008 RT-PCR RHD 100 100 NA NA
SRY

Tungwiwat W, 2008 Nested PCR Cr.Y 99.3 100 99.3 100
(ATL-2)

Sesarini C. 2009 RT-PCR SRY 97.1 90.9 NA NA
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Referencia Técnica diagnéstica Sensibilidad (%) | Especificidad (%)

Wang, X.D. 2009 RT-PCR SRY 100 NA NA NA
Hill M, 2011 RT-PCR SRY 97 95.7 NA NA
DYS14
Fase |
SRY 99 100
DYS14
Fase ll
Kim, Shin Young. 2011 GF-PCR AMELX/Y 96.3 84.4 82.4
98.8
SRY 849 | 79.8
Kimura M. 2011 PCR SRY NA NA NA NA
Kolialexi A. 2011 PCR Multiplex, digestion SRY 100 100 NA NA
enzimatica para RASSF1A Y DYS14
ACTB no metilados
Macher H. 2011 RT-PCR SRY 100 0.982 100 98.9
Mortarino, M. 2011 RT-PCR SRY 94 100 93 100
DYS14
Svecova |. 2011 RT-PCR SRY 95.4 95.83 95,83 95.45
Zargari M. 2011 Nested PCR SRY 95.2 98 96.1 | 97.6
DYS14
DAZ
| |
Zargari M, 2011 Nested PCR SRY 95.2 98 96.1 97.6
DYS14
DAZ
Aggeliki K. 2012 PCR multiplex con digestion RASSF1A 100 100 NA 100
enzimatica para metilacion SRY
DYS14
ACTB
Colah R. 2012 RT-PCR SRY 100 100 NA 100
Lim, Ji. 2012 PCR multiplex DYS14 Na 100 100 100
GAPDH
White H, 2012 PCR multiplex con digestion RASSF1A NA NA NA NA
enzimatica para metilacién SRY
DYS14
Khorshid H. 2013 RT-PCR DYS14 | 100 97.3 NA NA
DAZ 94.5
SRY ‘ 97.3
Mazloom A. 2013 MPS SRY NA NA NA NA

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa., DYZ1:
Secuencia de 3564 bp EcoR1 que representa el mayor componente de una region especifica del cromosoma Y., SRY: Region
determinante del sexo en el cromosoma Y., GALT: Galactosa-1-fosfato uridiltransferasa, RHD: Grupo sanguineo Rhesus, Cr. Y:
Cromosoma Y, ALT-1: Alanino-aminotransferasa 1, DYS14: Marcador especifico del cromosoma Y, AMELX: Amilogenina FQ-PCR: PCR
cuantitativa flourogenica, RASSF1A: Proteina supresora de tumores cardio especifica con un dominio Ras, ACTB: Actina beta, DAZ: Gen
localizado en el cromosoma Yq11.223, GAPDH: Deshidrogenasa gliceraldehido 3-fosfato

Como se evidencia en la tabla 5, hay una pérdida de datos para sensibilidad y especificidad del
18.5% que corresponde a 10 datos no encontrados y en aquellos estudios que reportan los datos
se evidencia una sensibilidad entre el 89.2-100% con una especificidad entre el 85.7-100%. Solo se
hallaron datos de VPN y VPP en el 14.8% de los estudios con rangos entre 84.4-100% y 79.8-
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100% para el VPN y VPP respectivamente. Datos adicionales de los estudios para sexo fetal se
encuentran en los anexos.

ENFERMEDADES MONOGENICAS

El 8.9% (6/67) de los estudios evaluaron enfermedades monogénicas de diferentes tipos como alfa-
talasemia, fibrosis quistica y hemofilia; en uno de los estudios adicionalmente se diagnostica el
sexo fetal dado que la hemofilia es una enfermedad ligada al X y suele ser importante conocer el
sexo del feto para determinar el riesgo de enfermedad.

Tabla 6. Resultados estudios para enfermedades monogénicas

Referencia | Técnica diagndstica Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Saker A. 2006 ISET-CF CFTR Na Na
Santacroce, R. 2006 PCR SRY 100 100
Amelogenina

Sirichotiyakul S, 2011 RT-PCR Alpha talasemia -1 98.4 79.2

Tsui N, 2011 PCR ZFY Na Na
ZFX

Yan T, 2011 PCR multiplex alfa- Globina 100 93.8

Mouawia H. 2012 PCR CFTR 100 100
SMA

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa., ZFY: Proteina
de dedos de zinc, ligada al Y, ZFX: Proteina de dedos de zinc, ligada al X, CFTR: Regulador de conductasatransmembranal de fibrosis
quistica. , SMA: Atrofia muscular espinal proximal

Dentro de esta muestra pequefia de datos se cuenta con analisis de sensibilidad y especificidad
para el 66.6% de los estudios con rangos del 98.4-100% y del 79.2-100% respectivamente. No se
reportan los datos del VPN y VPN dado que solo se encontr6 un dato para estos parametros. Datos
adicionales de los estudios para enfermedades monogénicas se encuentran en los anexos.
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DISCUSION

Dentro del desarrollo de la medicina prenatal, se busca encontrar un diagnéstico temprano y
certero que permita a las parejas gestantes la toma de decisiones informadas. En esta busqueda,
dentro de la historia hemos pasado por la amniocentesis, BVC y tamizaje genético; los cuales ya
han sido previamente revisados en la literatura ™. Hoy por el descubrimiento de células fetales en
sangre materna es posible la deteccién temprana de patologia fetal sin el riesgo derivado de
intervencion por medio del diagnéstico prenatal invasivo!?.

Desde su descubrimiento, multiples reportes se han descrito en la literatura mostrando un aumento
del ADN libre en sangre materna en embarazos con trisomia 12 al compararlos con gestaciones sin
alteraciones numéricas cromosémicas ©¥. Adicionalmente, es un método diagnéstico ya aceptado
por la ACOG para patologias de alto y bajo riesgo con ciertas indicaciones descritas . Es por esto
gue se planted la pregunta de investigacion sobre su utilidad para el diagndstico de patologia fetal
en embarazos de alto y bajo riesgo, con el objetivo de obtener esta respuesta mediante la
elaboracion de una revision sistematica.

En la presente revision sistematica cabe resaltar la alta prevalencia de estudios tipo transversal, los
cuales correspondieron al 49.3% de todos los estudios incluidos, con una distribucion homogénea
en afos de publicaciébn desde 1995 hasta 2014 salvo por el afio 2011, donde se muestra un
aumento en las publicaciones de este tema con una participacion del 27%; lo cual se correlaciona
con el afio en el cual se inicia la implementacién de la técnica dentro de la practica clinica. Aquellos
estudios seleccionados cuentan con un adecuado nivel de evidencia segtn el CEDBM ©%; llama la
atencién que al realizar la segunda evaluacién de calidad por medio del QUADAS"? se tiene un
adecuado espectro y seleccion de los pacientes y ademas cumplen con un tiempo adecuado entre
la realizacién de la prueba y el gold standard pero casi la totalidad de estudios quedan cortos en
aportar datos frente a la interpretacion de resultados, datos clinicos completos, y causales de
exclusion.

Esta diferencia de resultados entre los dos métodos de evaluacion podria ser el responsable de un
sesgo de informacién que se habia controlado previamente mediante la blsqueda exhaustiva de
los datos suministrados dentro de los articulos y a través de los autores, obteniendo asi la mayor
cantidad de informacién clinica sobre los pacientes. En estos puntos cabe aclarar que los estudios
en pacientes gestantes cuentan con multiples puntos de heterogeneidad en cuanto a la seleccién
de pacientes y variables a medir, sin contar el dificil seguimiento de estas cohortes por la
posibilidad de terminacion de embarazo temprano en pacientes con diagnostico de patologias
fetales y con perdida en algunos casos de la informacién de las pacientes 7.

La mayoria de los estudios se realizaron en regiones que comprenden Norte América y Europa,
debido a su desarrollo econdmico y cientifico que permiten la implementacion de estas técnicas
novedosas; adicionalmente esta localizacion geografica de las publicaciones se podria deber a un
sesgo de publicacion dado que es claramente descrito en la literatura las barreras que presentan
estudios de paises en via de desarrollo para su publicacion . Este sesgo se controlé previamente
mediante la basqueda de literatura gris.

Esta predileccion geografica de los estudios, no presenta riesgo adicional en la presente revision
sistemética pues salvo para poblaciones especificas, poblaciones en desequilibrio de Hardy
Weinberg o en paises Nordicos la incidencia de trisomia y enfermedades genéticas no presenta
grandes fluctuaciones; salvo para la T21 en aquellos paises donde la poblacion gestante cuenta
con edad materna avanzada lo cual genera un aumento del riesgo de tres veces para esta
patologia™®.
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Dada la heterogeneidad de los datos se realizé una sub-clasificacion de estos de acuerdo a la
patologia estudiada (i.e., trisomias, enfermedad monogénica, determinacién de sexo fetal y
determinacion de Rh fetal). Una tercera parte de los estudios corresponden a estudio de trisomias
(i.e., cromosoma 9, 13, 18, 21 y sexuales), ya que estas patologias son frecuentemente estudiadas
en la literatura médica dada su prevalencia *>*",

La técnica molecular mas usada es la secuenciacion por el método de Sanger, la cual hoy en dia
es la técnica madre de la secuenciacion del DNA posterior a su descubrimiento por Frederick
Sanger en 1977%” mostrando su auge en los (ltimos afios, sin embargo actualmente hay una
tendencia a ser reemplazada por nuevas técnicas de siguiente generacion mediante las cuales se
obtienen diagndsticos mas precisos y en un menor tiempo.

El inicio de la aplicacion de cffDNA reporta sensibilidades que varian desde el 80-100% con mejora
de esta al estandarizar los procedimientos; teniendo en los reportes cientificos actuales una
sensibilidad del 98.6-100%". La presente revisién sistematica por sus amplios rangos de fechas
reporta sensibilidades que varian entre el 80-100% acorde con lo descrito previamente y con un
valor extremo del 66.7% en un estudio que realiza estudio de SNPs en 60 pacientes sin
secuenciacion total. Cabe aclarar que este estudio no realiza TagSNPs para la seleccion de los
SNPs generando un sesgo de seleccién y adicionalmente no es posible determinar si la muestra es
representativa o no para la muestra. Con el aumento en la sensibilidad gracias a la estandarizacion
de las técnicas y adecuada seleccion de pacientes se garantiza una mejor precision diagnostica
frente a los otros métodos invasivos o no invasivos disminuyendo asi el uso de dos métodos para
el diagnéstico (tamizaje + método invasivo)’®.

En los estudios que evaluaron Rh fetal y sexo fetal, se evidencian poblaciones mas homogéneas
con un uso de pocas técnicas probablemente por exigencias propias de los genes a secuenciar.
Ambos sub-grupos de pacientes presentan sensibilidades que varian entre el 90-100%; y que se
corre(l%gzionan con las reportadas en la literatura (i.e., 97.2% para sexo fetal y del 99% para Rh
fetal)'™.

En el diagndstico prenatal es de especial importancia el abordaje de las pacientes con falsos
positivos o falsos negativos dado la implicacion que este podria tener en la gestacién. Lo cual
requiere que sean disminuidos al maximo para no generar falsas expectativas o diagndstico que
podria ser devastadores para una pareja, por esta razon todo resultado positivo debe ser
confirmado por métodos invasivos y exdmenes complementarios.

En la presente revision sistematica el estudio para enfermedades monogénicas no arrojo datos
relevantes principalmente por la escasa muestra obtenida para estas patologias (i.e., solo 8.9% del
total de estudios) y la heterogeneidad de patologias que evalué cada una, siendo estas no
equiparables entre si. Los estudios al analizarse por separado reportan altas tasas de correlacién
diagnostica; lo cual podria sugerir el uso de esta técnica para patologias monogénicas. Esta
afirmacion requiere una mayor profundizacion cientifica por medio de estudios para cada patologia
gue demuestren su eficacia.

De acuerdo a lo anterior, se abren nuevas lineas de investigacion para determinar el patrén de
referencia del método diagnostico, y requerimientos técnicos para el diagndstico con cffDNA con
posterior generaciéon de guias clinicas. Adicionalmente, seria interesante plantear como el uso de
esta técnica en un pais como el nuestro en via de desarrollo podria generar ahorro en el sistema
de salud, ya que representaria una ganancia respecto a costo beneficio usando en el tamizaje
genético menos pruebas y de esta manera reducirian los costos de manera significativa La anterior
afirmacion, solo es posible determinarla mediante un estudio de costo-efectividad.

Los hallazgos obtenidos mediante el presente estudio permiten determinar que el
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diagndsticogenético prenatal no invasivo para cromosomopatias, Rh fetal, Sexo fetal vy
enfermedades monogénicas a través del estudio de cffDNA es (til en la mayoria de los casos y con
gran exactitud, esto ha sido posible confirmarlo mediante diagnostico postnatal o mediante
métodos invasivos, ademas de demostrar que al utilizar un método no invasivo se reducen
drasticamente las complicaciones derivadas de las técnicas invasivas tales como infecciones,
lesiones fetales y perdida fetal principalmente que pueden llegar a presentarte hasta en 2.4% de
los casos.
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CONCLUSIONES

En la presente revision sistematica, se evidencia como el diagndstico prenatal no invasivo es una
técnica feasible, reproducible y sensible para el diagnéstico fetal, evitando el riesgo al cual son
expuestos las madres y fetos al optar por un diagnostico invasivo. La técnica y sus aplicaciones
han sido evaluadas durante afios en multiples estudios con resultados adecuados como los
descritos; lo cual podria sugerir su futura implementacién en el programa de control prenatal en las
mujeres de alto y bajo riesgo, ampliando asi la indicacion actual del ACOG quien lo recomienda en
poblacion de alto riesgo.

Adicionalmente, seria importante la realizacion de un estudio de costos para paises del tercer
mundo como el nuestro, donde la implementacion de estas técnicas novedosas generalmente
requiere de tiempo e inversiones econdmicas importantes, pero que de ser demostrado por su
costo-eficacia se podria introducir en el esquema de control prenatal de las pacientes Colombianas
reduciendo asi la tasa de diagnésticos errados y posiblemente la mortalidad materna derivada de
las complicaciones secundarias a una gestacién de alto riesgo por alteracion fetal.

Cabe resaltar la importancia a futuro de la realizacién de un meta-analisis cuando se cuenten con
mas estudios complementarios para poder determinar el verdadero impacto de esta muestra en
una poblacibn mas globalizada y no en una poblacion especifica donde el impacto de las
alteraciones genéticas de la poblacion difieran en su presentacidn para cada area geogréfica.
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