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ADN LIBRE FETAL — APLICACIONES
CLINICAS EN EL DIAGNOSTICO PRENATAL

Resumen.-

El ADN libre fetal ha sido descubierto hace mas de una década y desde entonces las
investigaciones han sido encaminadas a descubrir su origen, como es metabolizado por
la madre y como utilizar la informacion que contiene para fines de diagnéstico clinico.
Algunas de estas preguntas han sido respondidas y otras, en cambio, estan aun en plena
investigacion. Las aplicaciones clinicas descritas hasta el momento incluyen el uso del ADN
libre fetal como herramienta en la prediccion de futuras complicaciones en el embarazo,
el conocimiento del sexo del feto en el primer trimestre de gestacion y el diagndstico de
enfermedades monogénicas. El objetivo de la presente revision es dar a conocer cuales son
los alcances que el ADN libre fetal tiene en el diagnostico genético prenatal.
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Free fetal DNA - Clinical applications in prenatal diagnosis

ABSTRACT

Free fetal DNA (ffDNA) was discovered
over a decade ago and since research has
been focused in discovering its origin, how
the mother metabolizes it and how to use
the information that it contains for clinical
diagnosis. Some of these questions have
been answered; however, more research
is needed. Currently, clinical applications
include use of ffDNA as a tool in sex
determination of the baby during the
first trimester, in the prediction of future
pregnancy complications, and in the
diagnosis of monogenic diseases. The
aim of this article is to provide an overview
of current ffDNA applications in prenatal
genetic diagnosis.

Key words: Free fetal DNA, Prenatal
genetic diagnosis, Monogenic disease.

INTRODUCCION

La existencia de células fetales
circulando en el torrente sanguineo
materno fue comunicada hace muchos
afos por Douglas y col. @, Ademas,
Walknowsaka y col. @ publicaron por
primera vez la presencia de linfocitos

fetales en metafase en la sangre de
mujeres gestantes con embarazos
masculinos. Consistente con estos
resultados, la biologia molecular ha
logrado la amplificacion especifica de
secuencias de ADN fetal a partir de
componentes celulares de la madre
gestante 4. El descubrimiento de ADN
libre fetal (del inglés, free fetal DNA)
en plasma materno ha marcado una
revolucion en el campo del diagndstico
genético prenatal, dando paso a
nuevas aplicaciones clinicas, como la
genotipificacion del genotipo Rhesus D,
diagndsticos de desordenes de un solo
gen (enfermedades monogénicas) y la
determinacion del sexo fetal durante el
primer trimestre de embarazo.

Origen del ADN libre fetal
El conocer el origen del ADN libre
fetal puede ayudar a interpretar las

Luis Guzman?

| ADN Diagnoéstico & Reprogenetics La-
tinoamérica.

2 Laboratorio de Fisiologia de la Repro-
duccion. Facultad de Biologia. Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.

Correspondencia

E-mail: Iguzman@reprogenetics.com

Direccion: Calle Aricota 106. Of 202. Chacarrilla
- Santiago de Surco.

Rev Per Ginecol Obstet. 2008;54:185-189.

complicaciones en el embarazo vy
los mecanismos fisiopatoldgicos que
las causan. Dos hipétesis han sido
manejadas acerca de su origen primario:
1) células fetales hematopoyéticas; y, 2)
células apoptoéticas del trofoblasto, con
la subsecuente liberacion de ADN.

La frecuencia baja de células
hematopoyéticas de origen fetal
circulantes encontradas en el torrente
sanguineo materno indica que es
poco probable que estas sean la
fuente principal del ADN libre fetal, el
cual se encuentra en concentracion
relativamente alta. Ademas, se ha
determinado que en embarazos
anembrionados  (caracterizados por
el desarrollo del saco y placenta, con
la ausencia de un polo embrionario,
durante el primer trimestre de gestacion
intrauterina), de nueve embarazos
analizados, 5 correspondian a fetos
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masculinos y que el promedio del
nimero de copias del gen analizado
no presentd diferencias significativas
respectoal grupo control de embarazos
normales (promedio de 148,3 copias/
mL) ©. También, se ha detectado
la presencia de una secuencia no
metilada del gen maspin (que se
encuentra no metilado en el tejido
placentario), en el plasma materno ©,
Por lo tanto, el tejido placentario seria
la principal fuente del ADN libre fetal
circulante.

Cinética de la concentracion
de ADN libre fetal en mujeres
gestantes

Lo y col. ™ ® estimaron que 3,4% de
total de ADN de plasma materno es
de origen fetal, en un rango de 0,39
a 11,7%. La deteccion temprana del
ADN libre fetal se ha realizado a partir
de la quinta semana de gestacion
(9), aunque en concentraciones muy
bajas y solo en algunas pacientes.
La deteccion, con una sensibilidad
de 95%, se da a partir de la décima
semana, ya que la concentracion
aumenta con el tiempo de gestacion
10, Estos datos son consistentes con
los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio.

La concentracion de ADN libre fetal
disminuye a niveles no detectables,
en promedio, a las 2 horas después
de los nacimientos por cesarea
10 mientras que, en mujeres que
experimentan un trabajo de parto
natural, el ADN libre fetal es detectable
hasta 1 0 2 dias después del parto
1Y La limitacién de datos y estudios
publicados no permite explicar la
diferencia en la desaparicion del ADN
libre fetal entre ambos grupos, pero se
postula que un trabajo de parto causa
un incremento en el ADN libre fetal
desde el trofoblasto. Este incremento

es posiblemente mediado por las
contracciones hipdxicas inducidas en
la interfase materno-placenta, en el
Utero, y se correlaciona con estudios
in vitro de vellosidades de la placenta
que, bajo condiciones de hipoxia,
experimentan apoptosis, permitiendo
el incremento del ADN libre fetal 42,
Asi, el propio traumatismo mecanico
del nacimiento y la hipoxia podrian
contribuir ala diferencia en la cantidad
de ADN libre fetal encontrado.

Los estudios realizados en animales
sugieren que el ADN libre fetal
es degradado por nucleasas del
plasma sanguineo, y posteriormente
metabolizado en el higado, rifdn y
bazo. Ademas, se ha observado que
las pacientes con higados grasos
presentanunaprolongadapersistencia
del ADN libre fetal®3,

ADN libre fetal como marca-
dor molecular de preeclamp-
sia

La preclampsia es definida como
hipertension  gestacional  (presion
sistolica >140 mm Hg o presion
diastolica >90 mm Hg, en al menos
2 ocasiones, después de las 20
semanas de embarazo) con proteinuria
(>0,3 g/dia). Estas caracteristicas
fisiologicas son  causadas  por
mediadores de inflamacién o toxinas
que secreta la placenta implantada
poco profundamente y que actian
en el endotelio vascular, tornandolo
en un medio hipdxico. De ser
severa, la preclampsia progresa a
preclampsia fulminante, con cefaleas,
trastornos visuales, dolor epigastrico
y desarrollo del sindrome de Hellp
(hemdlisis,  enzimas ___hepaticas
elevadas, plaguetopenia) y eclampsia.
El desprendimiento prematuro de
la_placenta se asocia también con
embarazos hipertensivos.
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La preclampsia suele ser asintomatica,
pero la eclampsia es potencialmente
letal, por lo que su deteccion
es materia de investigacion. Por
ahora, el diagnostico depende de la
coincidencia de varias caracteristicas
preclampticas, siendo  evidencia
conclusiva el que se alivie con el
alumbramiento. En algunas mujeres,
aparece una elevacion de la presion
arterial sin la proteinuria, situacion
conocida como hipertension inducida
por el embarazo o hipertension
gestacional. Tanto la preclampsia
como la hipertension gestacional son
condiciones serias que requieren el
monitoreo tanto del bebé como de la
madre.

Estudios realizados para investi-
gar la concentracion del ADN libre
fetal en mujeres con sintomas de
preclampsia™, usaron como marca-
dor el gen B-globina, el cual permite
cuantificar el ADN de la madre y del
feto de ambos sexos (hasta ese enton-
ces se habia comunicado el aumento
de la concentracion de ADN libre fetal
solo en embarazos masculinos 9,
La concentracion de B-globina en el
plasma sanguineo de la madre con
embarazos normales aumenta con
el progreso de la gestacion; sin em-
bargo, en mujeres con preclampsia y
35,6 + 2,78 semanas de gestacion, la
concentracion de B-globina es 4 veces
mayor, y es 5 veces mayor en mujeres
con crecimiento intrauterino restringi-
do. Estos resultados concuerdan con
estudios posteriores ¥, en los que se
aisld ARNm del plasma sanguineo de
mujeres gestantes y se amplifico los
genes marcadores. Se encontrd que
los genes de la hormona liberadora
de corticotrofina (CRH), gen placenta
especifico 1y selectina-P, se sobreex-
presan en mujeres con preclampsia.
La fuente de estos incrementos no



es clara adn. Sin embargo, se postu-
la que la placenta implantada poco
profundamente liberaria  factores,
como citoquinas, causando dano en
las células vasculares maternas; esto
anadido a las condiciones de hipoxia
que causa la apoptosis de las propias
células placentarias, conlleva a la libe-
racion de una mayor cantidad de ADN
de origen fetal y ARNm al torrente san-
guineo materno.

De esta manera, el ADN libre fetal es
un marcador molecular que podria
ser utilizado en el diagndstico de pre-
clampsia en mujeres gestantes.

Diagnostico de enfermeda-
des monogénicas

EI ADN libre fetal circulante en el to-
rrente sanguineo de la madre gestan-
te puede también ser utilizado en el
diagnostico de desordenes de un solo
gen (enfermedades monogénicas).
Saker ™ realizd estudios en 12 pa-
cientes que acarreaban la mutacion
AF508 (mutacion presente en 70%
de los casos de fibrosis quistica) y uso
marcadores STR ligados al punto de
la mutacion, con el objetivo de deter-
minar el origen del ADN (proveniente
de la madre o del feto) y de eliminar
el ADO (allelo drop-out) en el estudio
del genotipo; de esta manera, detec-
taron 1 nino afectado, 7 heterocigotos
y 4 ninos homocigotos sanos, siendo
todos los resultados confirmados en
muestras de vellosidades coridnicas.

Ademas, en la actualidad, se ha descrito
diagnosticos prenatales de desordenes
ligados al cromosoma X (18), p talase-
mias @9, hiperplasia adrenal congénita
(20), genotipificacion del genotipo Rhe-
sus D del feto y establecimiento de la
terapia respectiva®®Y, entre otros.

De esta forma, se demuestra que el
ADN libre fetal permite diagnosticar

y estudiar diferentes mutaciones
puntuales, sin la necesidad de realizar
procedimientos invasivos, que pongan
en riesgo la salud de la madre o del
nino.

Conclusiones

Si bien aln esta en discusion el uso
del ADN libre fetal como marcador
de aneuploidias, existe el consenso
de que fetos que acarrean trisomia
21 tienen aumentado el nivel de ADN
libre fetal en el plasma sanguineo
de la madre y que esta diferencia no
es significativa cuando se usa suero
sanguineo??- Ademas, las mujeres
gestantes fumadoras tienen 3 veces
mas altos los niveles de ADN libre
fetal, causado probablemente por el
estrés oxidativo propio del acto®,

El ADN libre fetal se presenta como
una nueva herramienta disponible
para el diagndstico genético prenatal,
con aplicaciones clinicas, como la ge-
notipificacion del genotipo Rhesus D,
diagnostico de enfermedades mono-

Figura 1. Equipo PCR en tiempo real.

génicas, diagndstico de preclampsia y
la determinacion del sexo fetal duran-
te el primer trimestre de embarazo.
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PCR en tiempo real

La reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR por sus siglas en inglés) es
un método que permite la amplifica-
cion o la creacion de mdltiples copias
del fragmento de ADN que se quiere
estudiar. En el caso de la blsqueda
del sexo fetal en sangre materna, se
trata de amplificar fragmentos del
cromosoma Y, marcarlos con un co-
lorante y cuantificar la fluorescencia
emitida por el colorante. La PCR en
tiempo real se usa en otras areas de
medicina para medir la carga viral,
detectar agentes infecciosos, veri-
ficar la expresion de ciertos genes,
controlar la eficacia de farmacos, en-
tre otros.
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Figura 2. Representacion grafica del resultado de PCR en tiempo real para sexo fetal. El eje Y mide la luz de onda emitida por el colo-
rante. El eje X muestra el nimero de ciclos (o0 veces que se amplifica el ADN). La linea roja representa al control positivo masculino. La
linea negra se refiere al control positivo femenino. La linea azul corresponde al ADN de un embrién que tiene genes del cromosoma Y;
por lo tanto, es vardn. La linea verde pertenece al ADN de un embrién femenino que carece de genes Y. Fuente: ADN Diagnéstico.
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