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Resumen Las técnicas actuales de diagndstico prenatal de enfermedades génicas y cromosdmicas incluyen
procedimientos invasivos que conllevan un pequefio, pero significativo, riesgo. Por muchos afios
se ha estudiado la posibilidad de utilizar células fetales en circulacién materna; sin embargo, ha fracasado su
implementacion clinica debido a su escasez y persistencia luego del parto. Desde hace mas de una década
se detectd ADN fetal libre en sangre de embarazadas. Este seria de origen placentario e indetectable después
del parto, y fuente de material fetal para el desarrollo de técnicas diagndsticas utilizando sangre materna. No
obstante, la mayoria del ADN libre en circulacién materna es de origen materno con una contribucién fetal del
3% al 6% aumentando a lo largo de la gestacion. Dado que los métodos actuales no permiten separar el ADN
libre fetal del materno, las aplicaciones se focalizan en el analisis de genes no presentes en la madre, tales
como secuencias del cromosoma Y, o gen RHD en madres Rh negativas, o mutaciones paternas o de novo.
Asimismo, la deteccidon de ARN fetal libre en sangre de embarazadas abri6 la posibilidad de obtener informacion
acerca de patrones de expresion génica de tejidos embrionarios y, utilizando genes que se expresan sélo en la
unidad feto-placentaria, se podria establecer un control de presencia de material fetal, independiente del material
genético de la madre. El presente trabajo describe las evidencias acerca del pasaje de acidos nucleicos fetales
a circulacion materna, su aplicacion actual en el diagndstico prenatal y posibles usos futuros.
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Abstract Non invasive prenatal diagnosis. Fetal nucleic acid analysis in maternal blood. Current prenatal
diagnosis of monogeneic and chromosomal diseases, includes invasive procedures which carry a
small but significant risk. For many years, analysis of fetal cells in maternal circulation has been studied, however
it has failed its clinical use due to the scarcity of these cells and their persistance after delivery. For more than a
decade, the presence of cell-free fetal DNA in maternal blood has been identified. These fetal DNA fragments would
derive from the placenta and are not detected after delivery, making them a source of fetal material for carrying
out diagnosis techniques using maternal blood. However, the vast majority of cell free DNA in maternal circulation
is of maternal origin, with the fetal component contributing from 3% to 6% and rising towards term. Available
methodologies do not allow separation of fetal from maternal cell free DNA, so current applications have been
focused on the analysis of genes not present in the mother, such as Y chromosome sequences, or RHD gene in
RhD-negative women, or paternal or de novo mutations. Also, the detection of cell-free fetal RNA in maternal blood
offers the possibility of obtaining information regarding genetic expression profiles of embrionic tissues, and using
genes expressed only at the feto-placental unit, controls for the presence of fetal material could be established,
regardless of maternal genetic tissue. The present article describes the evidences regarding the passage of fetal
nucleic acids to maternal circulation, its current prenatal diagnosis application and possible future perspectives.
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Es conocido desde hace mucho tiempo que durante
el embarazo existen células fetales y placentarias en la
circulacién materna. En un primer momento, se especuld
con la posibilidad del uso de estas células para lograr una
técnica de diagndstico prenatal no invasivo. No obstante,
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su baja concentracidn en sangre materna, las dificultades
metodoldgicas para identificarlas y analizarlas, y el hecho
de que pueden persistir en la madre durante décadas,
han constituido hasta ahora un obstaculo insalvable para
su uso clinico’.

Mas recientemente, a partir de la deteccion de ADN
libre (extracelular) de origen tumoral en plasma y suero de
pacientes con cancer?, y basandose en similitudes biolo-
gicas entre un embarazo en crecimiento y una neoplasia,
Loy col., identificaron una secuencia del cromosoma'Y en
plasma de embarazadas de fetos masculinos, iniciando
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el camino del diagndstico prenatal a partir de los acidos
nucleicos libres de origen fetal en sangre materna®.

La técnica utilizada para la deteccion del ADN fetal libre
(ADNfl) en plasma es mucho mas simple, rapida y confia-
ble que la deteccion de células fetales en sangre materna,
no requiere de los complejos procesos de enriquecimiento
previo, y no existen dudas que el ADN fetal corresponde
al embarazo en curso dado que presenta una vida media
muy corta y desaparece de la circulacién materna dentro
de las primeras horas luego del parto®.

Desde los trabajos pioneros a la actualidad, el analisis
no invasivo de genes a través de muestras de sangre
materna se ha convertido en una realidad en la practica
clinica en determinadas situaciones como el diagnéstico
del factor Rh y el sexo fetal. El desafio actual reside en
desarrollar la metodologia adecuada para la deteccion de
anomalias de genes y de cromosomas fetales®.

En el presente trabajo de revision se describen las
evidencias acerca del pasaje de acidos nucleicos fetales
a la circulacion materna, su aplicacion actual en el diag-
nostico prenatal y sus posibles usos futuros.

Biologia del ADN fetal circulante

El ADNfl ha sido identificado tanto en suero como en
plasma materno, aunque en general se utiliza el plasma
dado que la concentracion de ADN materno libre es
menor. Del total de ADN libre que circula en el plasma
de una embarazada, 3 a 6% es de origen fetal y su
concentracion aumenta con la edad gestacional, con
un incremento marcado durante las ultimas 8 semanas
de embarazo®, no detectandose luego de las dos horas
post-parto (vida media de 16.3 minutos*). La apoptosis
y necrosis, eventos de “turnover” celular normales en
placenta, han sido propuestos como responsables de la
depuracioén continua del ADNfI”.

Aunque no totalmente dilucidado, se estima que la
fuente de ADNIfl en sangre materna proviene del sinci-
ciotrofoblasto, habiéndose detectado a partir del dia 18
de gestacion, antes que la circulacién embrio-fetal esté
establecida?.

El conocimiento de la concentracion de ADNIfl en
embarazos sanos ha permitido estudiar sus variaciones
en embarazos patoldgicos. La magnitud de la transfusion
feto-materna de células y ADN seria un potencial indicador
del estado de la placenta, habiéndose observado que un
nivel elevado de células y ADNfl en circulacion materna
se asocia con una disrupcion de la barrera placentaria
y complicaciones del embarazo®. Dado que la principal
fuente de ADNIfl son las células trofoblasticas, es légico
que los niveles de ADNfl en plasma materno se encuen-
tren elevados en patologias placentarias con procesos de
apoptosis aumentados y areas de infarto™.

Se han detectado aumentos cuantitativos significativos
de ADNfl en plasma materno en asociacién con varias
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patologias del embarazo, tales como parto prematuro,
aneuploidias, preeclampsia, hemorragia feto-materna y
trastornos adherenciales de la placenta (acretismo)°. En
los casos de preeclampsia (6 al 10% de los embarazos),
se ha cuantificado un incremento en la concentracion
media de ADNIfl de cinco veces mayor respecto a emba-
razos normales'".

Aplicaciones diagnodsticas actuales

El andlisis de ADNfl en sangre materna permite iden-
tificar secuencias de ADN fetal que no se encuentran
en la madre ya que los métodos actuales no permiten
separar ADN libre fetal del materno'. Por ejemplo, se
puede determinar el sexo fetal, el Rh fetal en madres Rh
negativas, mutaciones génicas autosémicas dominantes
de origen paterno o de novo, y mutaciones de patologias
recesivas en las que la mutacion paterna es diferente de la
materna, como por ejemplo en algunas parejas en riesgo
de fibrosis quistica'®.

Determinacion del genotipo fetal Rh

La presencia o ausencia del polipéptido D representa la
base genética del polimorfismo del grupo sanguineo RhD
positivo y negativo. No obstante, el sistema Rh es alta-
mente polimdrfico y esta codificado por dos genes: RHD
y RHCE, que comparten un 93.8% de homologia y estan
organizados en 10 exones. El fenotipo RhD negativo tiene
una frecuencia en la poblacién caucasica del 15%'*y en
la poblacién argentina su prevalencia seria del 9.11%7°.

El conocimiento del Rh fetal durante el embarazo
puede tener implicancias tanto en la prevencion primaria
como en el manejo clinico de la isoinmunizacion Rh. La
isoinmunizacién Rh o enfermedad hemolitica fetoneonatal
(EHFN) esta causada por anticuerpos maternos dirigidos
contra el antigeno D que se forman en respuesta al pasaje
de eritrocitos fetales RhD positivos a la circulacion ma-
terna. Las consecuencias clinicas de esta sensibilizacion
pueden conducir a anemia hemolitica fetal, hidropesia
fetal, muerte intrauterina o necesidad de transfusiones
intrauterinas y/o de parto prematuro. Si el padre es hete-
rocigota para el gen RhD, en los embarazos posteriores
es importante investigar la presencia del antigeno D en
el feto'®. El conocimiento del Rh fetal en estos casos es
esencial para el asesoramiento y control del caso clinico,
incluyendo la necesidad de realizar procedimientos inva-
sivos diagndsticos y terapéuticos.

Hasta ahora, el Rh fetal sélo se podia conocer a tra-
vés de un estudio invasivo sobre el embarazo, ya sea
extrayendo una muestra de vellosidades coridnicas, o
de liquido amniético o sangre fetal, procedimientos con
riesgo de pérdida de embarazo y que a su vez aumentan
el grado de sensibilizacién como resultado de hemorragias
materno-fetales'”.
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Con relacion a la prevencion primaria de la isoin-
munizacion Rh, la estrategia que se aplica consiste en
administrar inmunoglobulina anti-D a toda embarazada
RhD negativa, con pareja Rh positiva, en la semana 28
de gestacion, o luego de procedimientos invasivos sobre
el embarazo, o en caso de hemorragias, y luego del parto
si el recién nacido es Rh positivo. Se estima que entre el
35 y 40% de estas embarazadas Rh negativas estaran
gestando un feto Rh negativo, siendo la administracién
de inmunoglobulina durante el embarazo innecesaria. El
conocimiento del Rh fetal a través del plasma materno
limitaria la profilaxis sélo a aquellas mujeres embarazadas
con fetos RhD positivo'?, evitando asi una carga econémi-
ca en los servicios de salud asi como una exposicion inne-
cesaria de las embarazadas a los riesgos asociados con
productos humanos hemoderivados'” (Tabla 1). Todavia
no existen estudios que hayan evaluado adecuadamente
las relaciones costo-beneficio y costo-efectividad de la
aplicacion sistematica de la genotificacion Rh fetal en las
embarazadas Rh negativas no sensibilizadas.

Debido a la alta complejidad del sistema Rh, deben
ser examinadas mas de una region del gen RHD'". Desde
el punto de vista clinico, el principal riesgo son los resul-
tados falsos negativos porque impedirian medidas de
prevencion en situaciones que las requieren. Las causas
de resultados falsos negativos pueden deberse al uso
de una metodologia poco sensible. Se debe utilizar una
amplificacion de secuencias altamente sensibles y para
ello se emplea una reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real, (Real Time-PCR), o una muy baja
concentracion de ADNfl en plasma materno. Por otra par-
te, los resultados falsos positivos no tienen implicancias
clinicas relevantes dado que sélo se tomarian medidas
de prevencion en fetos Rh negativos innecesariamente,
como se ha hecho hasta ahora®. Los falsos positivos pue-
den deberse a variantes en el gen RHD o posiblemente a
la persistencia de células trofoblasticas de un embarazo
multiple con un gemelo que se perdié precozmente:
vanishing twin'.

La determinacion del Rh fetal en plasma materno ya
es de aplicacion clinica en muchos lugares en el mundo.
Por ejemplo, desde el afio 2001, se ha utilizado en varios
centros de Europa. Incluso, en Inglaterra esto ha reem-
plazado casi por completo a los procedimientos invasivos
para conocer el Rh fetal en el control de la isoinmunizacién
Rh. La alta exactitud metodoldgica alcanzada ha sido de-
mostrada por muchos grupos'?, y en la actualidad también
se ha desarrollado en nuestro pais'.

Determinacion del sexo fetal

El diagndstico del sexo fetal en forma no invasiva se puede
realizar confiablemente por ecografia (sexo fenotipico) a
partir de las 13-14 semanas?. Antes de ese periodo se
debe apelar al diagnéstico de sexo genético, lo cual ha
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requerido hasta ahora la extraccion de células del emba-
razo por biopsia de vellosidades coridnicas a partir de las
10-11 semanas. El andlisis en ADNfl en sangre materna
permite evaluar el sexo genético a partir de la 6ta semana
y evita el riesgo de un procedimiento invasivo. Esta alter-
nativa mejora el asesoramiento y control de embarazos en
riesgo como en enfermedades ligadas al cromosoma X,
la hiperplasia suprarrenal congénita o en malformaciones
que afectan selectivamente a un sexo?.

Las mujeres portadoras de mutaciones génicas ligadas
al X (tales como hemofilia, adrenoleucodistrofia, distrofia
muscular de Duchenne y enfermedad de Hunter), tienen
un 50% de riesgo de tener hijos varones afectados por es-
tas enfermedades’. La deteccion prenatal no invasiva del
sexo fetal evitaria los procedimientos invasivos prenatales
para evaluar la enfermedad en los fetos femeninos?.

Otro ejemplo de su aplicacion clinica se da en los
embarazos en riesgo de hiperplasia suprarrenal congé-
nita (HSC). Dado que es una enfermedad autosémica
recesiva, las parejas que han tenido un hijo afectado de
HSC son portadores heterocigotos de la mutacion y tienen
un riesgo de recurrencia de 25% en cada embarazo. Si
el feto afectado es femenino, sufre ademas un proceso
de virilizacién de los genitales externos que puede ser
prevenido con la administracion a la madre de corticoides
En la practica se comienza a administrar dexametasona a
la madre desde las 7 semanas de embarazo hasta tener
los resultados de los estudios genéticos realizados en
vellosidades coridnicas (alrededor de las 12 semanas) y
se suspende la administracion de corticoides en los casos
que el feto sea masculino o si el feto femenino no esta
afectado®. El conocimiento del sexo embrionario antes
de comenzar el tratamiento permite evitar la exposicion
a corticoides y a procedimientos invasivos (biopsia de
vellosidades coriénicas) en la mitad de los embarazos que
estarian gestando un feto masculino™ (Tabla 1).

Diagndstico de enfermedades génicas

Las enfermedades producidas por mutacion de genes
(génicas) pueden ser diagnosticadas a través del ADNfl en
plasma materno cuando se esté evaluando una mutacion
que no esté presente en la madre.

En las parejas en riesgo de tener en su descenden-
cia un hijo con una enfermedad génica con patrén de
herencia autosémico recesivo, ambos son portadores
heterocigotas para el gen mutado. Si la mutaciéon de
ese gen es diferente entre los miembros de la pareja
(heterocigosis compuesta), el alelo paterno mutado po-
dria ser investigado en el plasma de la embarazada. La
ausencia de la mutacion paterna en ADNfl descarta que
el feto esté afectado de la enfermedad en estudio. Si la
mutacion paterna esté presente, sera necesario extraer
células del embarazo por una técnica invasiva tradicional
para diagnosticar la condicion de afectado o portador.
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TABLA 1.— ADN fetal en sangre materna. Estudios
diagndsticos actuales

Indicacion Ejemplos

Determinacion - Enfermedades ligadas al X: hemofilia,

de sexo distrofia muscular de Duchenne’, etc.
- Prevencion de virilizacion en fetos
en riesgo para hiperplasia suprarrenal
congénita, con tratamiento sélo a fetos
femeninos'®.

Malformaciones con preferencia hacia
un sexo: valvas uretrales posteriores
en varones, persistencia de cloaca en
mujeres.

Uso racional y eficiente de la inmuno
globulina anti-D en madres Rh negativas
no sensibilizadas™®.

Asesoramiento y manejo prenatal de
madres Rh negativas sensibilizadas.
Busqueda de alelos paternos en
enfermedades autosémicas recesivas:
fibrosis quistica?®, talasemia?', hiper-
plasia suprarrenal congénita'®, etc.
Busqueda de mutaciones dominantes
de origen paterno, o mutaciones
de novo, sospecha ecografica de
acondroplasia??, distrofia miotdnica®,
enfermedad de Hungtington?.

Determinacion de
Rh fetal

Diagnéstico de
enfermedades
génicas

En los casos en que ambos miembros de la pareja sean
portadores de la misma mutacion, no son pasibles por
el momento de un diagndstico prenatal en plasma de la
embarazada, dado que no se podria diferenciar el ADN
fetal del materno (Tabla 1).

En las enfermedades génicas con patron de herencia
autosomico dominante pueden ser diagnosticadas prena-
talmente cuando la mutacion es de origen paterno (padre
afectado) o de novo, es decir sospecha de feto afectado
de una enfermedad dominante con padres no afectados.
Un ejemplo de esta ultima situacion es la sospecha eco-
grafica de un feto con acondroplasia®2. También aqui, si
la afectada es la mujer, la posible mutacion fetal no podra
ser identificada por esta técnica (Tabla 1).

Aplicaciones diagnodsticas en desarrollo
Anomalias cromosdmicas

Se ha observado que en embarazos con trisomia 21 la
concentracion de ADNfl en plasma materno se encuen-
tra aumentada. Sin embargo, esta observacion, si bien
podria tener un rol como herramienta de cribado, no
permite realizar el diagndstico®. Actualmente, el principal
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desafio en el area del diagndstico prenatal no invasivo
se encuentra en la evaluacion de aneuploidias fetales®,
para lo cual es esencial poder diferenciar &cidos nucleicos
fetales de los maternos en el plasma de la embarazada.
La epigenética resultaria util para superar este obstaculo
y se ha convertido en la base de la estrategia para el es-
tudio de aneuploidias a través del anélisis de secuencias
epigenéticamente modificadas.

La epigenética involucra procesos tales como la me-
tilacién del ADN, que alteran el fenotipo pero no estan
asociados con cambios en la secuencia de ADN. El
promotor del gen MASPIN presenta diferencias entre el
estado de metilacién materno y fetal: no se encuentra
metilado en placenta pero si hipermetilado en sangre
materna, pudiéndose discriminar secuencias de ADN fe-
tales de maternas®'. Dado que el gen MASPIN se localiza
en el cromosoma 18, cuantificando la relacion respecto
de los alelos (proporcion 1:1 en caso de ploidia normal y
2:1 en aneuploidias), seria posible determinar si el feto
presenta trisomia 18. No obstante, este enfoque es aun
técnicamente dificultoso®.

Basado en el analisis de ARN fetal libre, ARNfl, (se
explica en detalle mas adelante) también se ha estudiado
el gen PLAC4, cuya expresion es estrictamente placen-
taria®. Dado que dicho gen se localiza en el cromosoma
21, el analisis cuantitativo de los niveles de expresién del
ARNmM de PLAC4 podria utilizarse para estudiar por es-
pectometria de masa y utilizando SNP (single nucleotide
polymorphism), el nivel de ploidia del cromosoma 21. En
casos de ploidia normal, el trascripto del ARNfl de PLAC4
tendréa una proporcién igual de cada alelo (1:1), mientras
que en los casos de aneuploidias cromosdmica (trisomia
21) la proporcion sera de 2:1%. Si bien el test podria ser
utilizado en los tres trimestres de gestacion y pareciera ser
un enfoque prometedor, existe la limitante en cuanto que
la técnica solo podria aplicarse a los casos informativos
donde el feto es heterocigota para los loci SNP estudia-
dos. No obstante, podria extenderse a una poblacion
mayor utilizando SNP en otros genes candidatos.

ARNm fetal en plasma materno

Luego del descubrimiento de ADNfl en plasma materno,
se comenz6 a estudiar la posibilidad de detectar ARN
fetal circulante en sangre materna.

En el afio 2000, se detectd por primera vez la presen-
cia de ARNm fetal libre (ARNfl) en plasma de mujeres
embarazadas con fetos masculinos, amplificando una
secuencia especifica del cromosoma Y (ZFY) en plasma
materno®. El andlisis de ADNfl en plasma brinda infor-
macion sobre la presencia y concentracion del material
genético fetal en la circulacién materna, mientras que el
analisis de ARNfl en plasma, brindaria ademas importante
informacién acerca de los patrones de expresion génica
de los tejidos fetales. Otra ventaja importante del ARN{l
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sobre el ADNfl es el hecho que se podrian utilizar genes
que se expresan solo en la unidad feto-placentaria como
control de presencia de material fetal tanto femenino
como masculino™.

El 99% del ARNm libre agregado a una muestra de
plasma es degradado por RNAsas, mientras que el ARNm
enddgeno es remarcablemente estable en plasma o
suero®. Con base en estos resultados, se ha propuesto
que el ARNfl podria estar asociado a lipidos o proteinas,
unido al ADN en nucleosomas, cuerpos apoptoticos u
otras estructuras vesiculares, por lo que estaria siendo
protegido de la degradacion por nucleasas®. La fuente
de estas moléculas de ARNfl provendria, al igual que el
ADNI{l, del sinciciotrofoblasto, hipdtesis que se apoya en
el hecho de la rapida remocion posparto?.

Con el objeto de determinar la vida media del ARNfl en
plasma materno, se estudiaron los transcriptos fetales de
lactégeno placentario humano (hPL) y de la subunidad
de la gonadotropina coriénica humana (3-hCG); se obser-
v6 que B-hCG se expresa principalmente durante el primer
trimestre del embarazo, mientras que hPL se expresa en
los tejidos placentarios en el primer y tercer trimestre. A
partir de los estudios con muestras posparto, amplificando
hPL, se pudo determinar que la vida media ARNfl es de
14 minutos®. A diferencia del ADNfl en plasma materno
que aumenta a lo largo de la gestacion, los transcriptos
de ARNIfl varian su expresién durante cada trimestre del
embarazo; cada gen tiene un patron de expresion que
depende de la edad gestacional®.

Otro resultado observado al estudiar los niveles de
ARNmM de origen fetal del gen CRH (factor liberador de
corticotrofina) es un incremento de 10 veces en pacientes
que desarrollaron preeclampsia respecto a controles.
Es decir, que tanto la concentracion de ADNfl como
la de ARNfl aumentaria en pacientes que desarrollan
preeclampsia comparadas con muestras de embarazos
normales®. Esta observacion permite especular que la
concentracion de 4cidos nucleicos fetales en plasma ma-
terno podria tener un papel en las estrategias de cribado
para preeclampsia.

En conclusion, la factibilidad de analizar &cidos nuclei-
cos (ADN y ARN) fetales sin poner en riesgo el embarazo
a través de procedimientos invasivos como los que se
han utilizado hasta ahora, ha abierto un nuevo camino
en diagnéstico prenatal. Los beneficios del diagnéstico
prenatal no invasivo son claros; elimina el riesgo asocia-
do a técnicas invasivas, permite realizar un diagnéstico
temprano en el embarazo, reduce la ansiedad en la mujer
embarazada, y disminuye los costos®. Los préximos desa-
fios diagndsticos en esta area estaran dados por la eva-
luacion diferenciada de acidos nucleicos de origen fetal de
maternos y la evaluacion de anomalias cromosdmicas®.
Ademas, la observacion del aumento del ADNfl en emba-
razos que desarrollaran trastornos como preeclampsia'?,
restriccion de crecimiento intrauterino y prematurez®, no
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s6lo permitira mejorar los conocimientos sobre estas
condiciones, sino que también abre nuevas posibilidades
en el area del cribado de estas anomalias.

Ademas, la posibilidad de contar con diagndstico
genético prenatal en forma no invasiva y eficiente, en un
futuro cercano podria producir un cambio de paradigma
luego de un amplio debate de los aspectos operativos,
sociales y éticos'?%,
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Forbear to ask what tomorrow may bring. If you spend your whole life
waiting for the storm, you Il never enjoy the sunshine.

Hay que abstenerse de preguntar que traera el mafnana. Si se pasa la
vida entera esperando la tormenta, no se llegara a disfrutar del sol.

Morris West (1916-1999)

The clowns of God. New York: William Morrow, 1981, p 44



