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Resumen

En las ultimas décadas, la medicina prenatal ha incorporado progresivamente diferentes tecnologias de diagnéstico que han logrado
complementar los métodos existentes. Técnicas citogenéticas tales como el cariotipo han sido complementadas con novedosas
técnicas moleculares de alta resolucion, permitiendo asi identificar cambios gendmicos con resolucion de nucleétidos individuales.
Alguna de estas técnicas incorporada a la evaluacion de casos prenatales son el QF-PCR, la hibridaciéon gendémica comparativa
(arreglo CGH), diferentes métodos de secuenciacion masiva paralela, entre otras. Actualmente estas tecnologias moleculares para el
diagnostico prenatal estan siendo implementadas en nuestra region desde en la tltima década. Todo proceso de implementacién
trae consigo ventajas y retos intrinsecos de cada tecnologia, y el equipo multidisciplinario debe manejar con claridad las indicaciones
de su uso y las implicaciones posterior a la generacién de resultados. En este trabajo presentamos algunas de las consideraciones
por parte del Colegio Americano de Medicina Genética y Genémica y la Sociedad Internacional de Diagnéstico Prenatal en cuanto a
las indicaciones de estas pruebas moleculares y la consejeria post-prueba. Esto permitira al personal de salud involucrado en las
mismas su implementacion eficaz, y la obtencién de un mayor beneficio para el paciente.

INTRODUCCION

Las anomalias congénitas son condiciones que provocan una
alta tasa de mortalidad infantil y de discapacidad [1-3]. En el
mundo, hay 3,2 millones de nifios con discapacidades al afo y
cada aflo mueren 270,000 recién nacidos debido a anomalias
congénitas. La mayoria de estos casos nacen sin tener un

diagnostico genético prenatal especifico [4,5].
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A todos los pacientes en quienes se diagnostica una anomalia
fetal se les debe ofrecer asesoramiento genético que incluya
una descripcion de las diversas pruebas genéticas existentes
con ventajas y desventajas [5]. Este grupo de pruebas en gené-
tica prenatal incluyen pruebas dirigidas (QF-PCR y paneles
genéticos) y estudios gendmicos en diferentes niveles (carioti-
po, microarreglos, secuenciacion exédmica y secuenciacion

completa del genoma) (Tabla 1) [6].

Histéricamente, el cariotipo de bandas-G (resolucién entre 5-
10 Mb) se ha centrado en la deteccion de anomalias cromosoé-
micas. Su mayor desventaja ha sido el tiempo de obtencién de
resultados [4-7]. La utilizacion combinada de otras técnicas
moleculares, como son la hibridacién in situ por fluorescencia
(FISH) y la QF-PCR (la reacciéon en cadena de la polimerasa
cuantitativa y fluorescente) han permitido la deteccién rapida
(2-3 dias) de las aneuploidias fetales mas comunes (trisomias
21,18,13 y alteraciones numéricas de los cromosomas sexua-
les) [6]. Hacia el afo 2010 se implementd el microarreglo (reso-
lucién de 0.2 Mb) en el diagndstico prenatal, con lo cual se
detectaba ganancias y pérdidas del ADN en el genoma. Su im-

portancia radica en que puede detectar hallazgos adicionales
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Tabla 1. Métodos de diagnésticos genéticos prenatal.

Método
Cariotipo

Array-CMA

Secuenciacion
Dirigida Paneles

Qué detectamos

Anomalias cromosémicas
Numeéricas (poliploidias
O aneuploidias).

Tamafio:5-10 Mb
Anomalias cromosémicas
Numéricas (poliploidias
0 aneuploidias).

CNVs.

ROH.

Analisis comprehensivo de
genes seleccionados.

Ventajas

Detecta anomalias estructurales
cromosomicas.

Técnica econdémica

Detecta anomalias
cromosoémicas que el cariotipo
no encuentra.

Se puede realizar en tejido no
viable.

Mas econémicos si los
comparamos con secuenciacion
exdmica y secuenciacion

Desventajas

Resultado tardio, entre 12-15
dias.

Las anomalias submicroscépicas
son indetectables.

No detecta la mayoria
de los desérdenes de un unico
gen.

Limitantes para detectar
mosaicismo.

Es dificil definir fenotipos con
todas sus caracteristicas
prenatalmente

Aplicaciéon Prenatal

Subgrupo de pacientes con
Tamizaje del primer trimestre o
segundo trimestre de alto
riesgo.

Ultrasonografia estructural
normal.

Estudio indicado de primera
linea cuando se encuentran
anomalias estructurales en la
ecografia.

Recomendado como primera
linea cuando existe una
Translucencia nucal >3.5mm.
Paneles descritos para displasia
esqueléticas

Deleciones y duplicaciones. completa.

CNVs.

Secuenciacion exémica Analisis de exones.

los padres).

Herencia de variantes recesivas.

Secuenciacién completa del
genoma

Analisis de regiones intrones y

exones, rapido.

CNVs

Identifica nuevas variantes
(presentes feto y ausentes en

Tiempo entrega de resultados es

Depende de edad gestacional,
posicion fetal, los estudios de
imagen disponibles y el IMC
materno.

Hay diferencia entre el fenotipo
prenatal y el postnatal de un
desorden genético.

El incremento en el rendimiento
de la prueba depende del
manejo con genetista experto.

30% diagnostico de RASopatias
en Hydrops No inmune.

Podria considerarse segunda
linea cuando existe multiples
anomalias en diversos sistemas.

No se detectan variantes en
regiones no codificadas, indels,
rearreglos o translocaciones.

No detecta CNVs.

Sélo secuencias codificadas, no
todos los genes se capturan por
igual.

Situaciones en las cuales se
sospecha desordenes de un solo
gen.

Caro.

CNVs, variacion en el nimero de copias; CMA, analisis de micromatrices; ROH, regiones de homocigocidad; indels: inserciones y deleciones.

a los métodos tradicionales como duplicaciones, deleciones,
aneuploidias y otras aberraciones cromosémicas complejas.
Entre estos tenemos que estos arreglos pueden identificar va-
riantes cuyo tamafio es menor de 5 Mb, y por lo tanto no son

reconocidos en cariotipo convencional.

Adicionalmente, los arreglos son capaces de evaluar todo el
genoma en un Unico procedimiento [6]. De esta forma, se co-
menzd a utilizar estas técnicas para identificar el cambio de
numero de copias (CNVs) y microdeleciones/microduplicacio-
nes que no son detectables por los métodos convencionales

de menor resolucion [6-8].

En 2012, se marcé un punto de transicién en el diagndstico
prenatal, cuando Wapner et. al. [8], reportaron un incremento
del 4-6% en el diagndstico, utilizando microarreglos, en los fe-
tos con una anomalia estructural que tenian cariotipo normal.
El microarreglo detectd deleciones y duplicaciones clinica-

mente relevantes en aproximadamente 1 de 60 embarazos sin

anomalias estructurales y en 1 de cada 17 embarazos con ano-

malia estructural.

En la practica clinica, el microarreglo tiene varias ventajas: no
requiere realizacién de cultivo celular, por lo cual el tiempo de
entrega de resultados es mas corto (3-4 dias), se puede utilizar
en muestras de pérdidas fetales (muerte fetal, pérdidas gesta-
cionales recurrentes). Esto ultimo fue demostrado en un estu-
dio donde se analizaron 532 muestras de muertes fetales por
microarreglo y los investigadores pudieron encontrar variantes

en nuimero de copias causales en 87.4% de los casos.

Un diagnoéstico genético preciso puede ayudar a definir el
prondstico fetal y mejorar la atencion prenatal, ya que los pa-
cientes pueden tomar decisiones que mejoren su resultado re-
productivo [6]. Conocer estos diagndsticos es extremadamente
importante para la terapia in utero, la planificacién del parto y el
manejo neonatal, ya que potencialmente se puede disminuir la

morbilidad y la mortalidad asociada a las anomalias genéticas.
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También se puede afinar el consejo genético al determinar
mejor el riesgo de recurrencia y permite que se tomen opcio-
nes reproductivas posteriores como el diagnéstico genético
preimplantacién o permite considerar gametos donados o la
realizacién de estudios genéticos dirigidos en los embarazos
futuros [6,9].

A continuacion describiremos las estrategias de secuenciacion
avanzada (next generation sequencing, NGS) que se han desa-
rrollado en los ultimos diez afios. El diagndstico prenatal mo-
lecular se ha ido introduciendo gradualmente, inicialmente
“dentro del marco de investigacién”y actualmente en situacio-
nes clinicas especificas, dentro de protocolos establecidos por

equipos multidisciplinarios [10].

Secuenciacion de nueva generacion

1. Paneles Genéticos dirigidos (targeted panel sequencing)
Ante la identificacion de un fenotipo clinico particular, se pro-
cede a realizar la secuenciacion especifica de un grupo de ge-
nes responsable de provocar un desorden monogénico [4,11].
Uno de los ejemplos de la utilizacion mas costo-efectiva del

uso de paneles es el estudio para displasias esqueléticas [12].

Una de las limitantes de este tipo de abordaje es que se debe
contar con una identificacion lo mas precisa posible del fenoti-
po observado. Para lograr lo anterior, se deben realizar proto-
colos de seguimientos de estudios como ultrasonografia de
alta definicién, ecocardiografia fetal y resonancia magnética
fetal, al igual que debe existir un manejo interdisciplinario en-

tre medicina fetal, genética y pediatria.

Otra limitante importante, en paises de medianos ingresos o
con sistemas de salud mixto es la realizacion completa de estu-
dios adicionales a la ecografia, ya que la misma tiene poca sen-
sibilidad para detectar caracteristicas dismdrficas menores
[13]. Por lo tanto, la aplicacion de estos paneles debe estar in-

dividualizada por el tipo de anomalia detectada.

La limitacion por sesgo de seleccidn ocurre al utilizar paneles ya
que existe la posibilidad que alguna variante causal de la enfer-
medad esté localizada en otro gen no incluido en la prueba. Esta
limitante es superada a través del tiempo mediante la identifica-

cién de nuevos genes involucrados en dicha patologia.

2. Secuenciacion exémica (SE/WES)
El uso de esta tecnologia debe suplementar lo observado en
un fenotipo particular, permitiendo que la clinica dirija la bus-
queda de variantes en genes que han sido previamente asociadas
al fenotipo. La secuenciacion exdémica (del ingés Whole Genome
Sequencing - WGS) se basa en el andlisis de regiones del genoma
que codifican proteinas, las cuales se conocen como exones. Exis-
ten mas de 20,000 genes que codifican proteinas, esto representa
aproximadamente el 2% del genoma [9]. Cerca del 85% de las va-
riantes genéticas conocidas hoy en dia asociadas a enfermedades

se encuentran en el exoma.

Al realizarse un estudio SE en trio, lo que se conoce como “Trio-
based sequencing” (incluye a ambos padres y al feto), permite
evaluar la segregacion del gen y del fenotipo y determinar de
la variante encontrada es de novo o heredada [10]. Esto tiene
relevancia para la interpretacién de la patogenicidad o no de
dicha variante. Su efectividad para asociar mutaciones y
enfermedades se pone en evidencia en un articulo del 2018 en
donde se utiliz6 WES en 3 familias, demostrando asi variantes
patogénicas de los genes DNAH11, RAF1 y CHD7 [14].

En un meta-andlisis publicado recientemente, el rendimiento
diagnostico de SE, independiente del érgano afectado, fue de
9-47%. Varios estudios han reportado que, en casos de ano-
malias del sistema nervioso central, el incremento diagndstico
es de 3-34% [16], recomendandose el WES para aquellos casos
con cariotipo y metodologias basadas en arreglos con
resultados negativos en casos de pacientes con anomalias de

este grupo de patologias [17].

3. Secuenciacion genoma completo (WGS)
La secuenciaciéon gendémica completa analiza todo el genoma,
incluyendo las regiones de intrones y regiones regulatorias. Es-
tas regiones pueden contener dominios reguladores impor-
tantes para una transcripcién correcta de los genes [4,5,11]. Por
ejemplo, un reporte del aflo 2017, presenta el uso de WGS en
el contexto de diagndstico prenatal para la deteccién de trans-
locaciones cromosémicas balanceadas, superando asi las limi-

taciones que otras técnicas de arreglos presentan [17].

Otra ventaja importante es la capacidad de detectar variantes
en regiones que no codifican. Aunque la mayoria de las varian-

tes asociadas a enfermedades descritas hasta ahora estan loca-

ISSN L 2953-3139
DOI: 10.37980/im.journal.ggcl.20232195

Genética y Gendmica Clinica

INFOMEDIC ¢


https://www.infomedicint.com

Genet Genom Clinic 2023; 1(1):5-55

Figura 1. Estructura de un gen con sus elementos de regulacion.
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lizadas dentro de exones y uniones exones-intrones, existe una
cantidad considerable de variantes reportadas fuera de estas
regiones; por ejemplo, en regiones regulatorias (como promo-
tores, enhancers, and transcription binding sites, etc). Para
comprender esto, es importante tener en cuenta la estructura

de un gen sus elementos reguladores (Ver figura 1).

Los aspectos generales a considerar son:

Tanto el Colegio Americano de Medicina Genética y Gendmica y
la Sociedad Internacional de Diagnéstico Prenatal han publicado
guias que establecen las indicaciones para cada prueba molecular
[5,10]. Hemos enlistado aqui alguna de las indicaciones para las

pruebas moleculares mas frecuentes en medicina prenatal:

a. Consideraciones pre-test:

1. SE podria ser considerado para un feto que presenta
anomalias por ultrasonido, pero que el microarreglo y
el cariotipo se reportan negativos. Durante la evalua-
cién multidisciplinaria existe una alta sospecha clinica

de una etiologia genética (single-gene disorder).

2. Un feto anterior (o hijo) con una anomalia o anomalias
que sugieren una etiologia genética con una recurren-

cia inexplicable durante el embarazo actual.

3. No se debe ofrecer SE como estudio de rutina cuando

no hay anomalias fetales.

4. Se debe presentar a los pacientes los probables resulta-

—_

dos que se podrian obtener incluyendo VUS, las prefe-
rencias en el reporte de hallazgos incidentales, de
hallazgos no anticipados, tiempo de entrega de los re-
sultados y la probabilidad de tener que tomar nuevas

muestras para el re analisis.

b. Consideraciones post-test [11]:

Se debe seguir lo establecido durante el consejo ini-
cial y respetar las decisiones sobre cuales resultados
se van a presentar a los pacientes y cudles se van a re-

tener:

. Un resultado negativo no necesariamente quiere de-

cir que no existe un desorden genético en el feto.

. En la mayoria de los casos, los resultados inciertos

no deben ser utilizados para realizar test de pre-im-
plantacion o test genéticos en el siguiente embara-
zo. Estos resultados deben ser discutidos e
interpretados por un genetista con amplia experien-

cia.

. Los casos inciertos o negativos se podrian beneficiar

del reanalisis si aparecen nuevos hallazgos clinicos.
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CONCLUSIONES

La genética molecular ha avanzado en gran medida en Lati-
noamérica. Esta implementacion se ha transformado en una he-
rramienta muy importante para el diagndstico preciso en casos

prenatales.

A medida que la complejidad de las opciones de diagnéstico
prenatal genético se va expandiendo, debe aumentar también
la calidad y la cantidad de servicios de consejeria genética, basa-

dos en una adecuada asesoria pre-y post test.

La oferta educativa debe ser tanto para el proveedor del servi-
cio de salud como también para los pacientes, con la finalidad

de que realmente se pueda tomar la mejor decisién informada.

Es importante que los profesionales de la salud comprendan
estas nuevas herramientas, y que conozcan sus capacidades, li-

mitaciones e indicaciones de su uso.
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