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1. RESUMEN

INTRODUCCION: El diagnéstico prenatal tiene como objetivo la deteccion "in
utero" de los defectos congénitos, estimando el riesgo de cromosomopatias y permitiendo
asi que la familia decida si continuar o no con la gestacion. Existen varios métodos de
screening de aneuploidias: la translucencia nucal (TN), el cribado combinado o CCPT y,
la determinacion del ADN-Ic o Test Prenatal No Invasivo (TPNI) y; cuando sus resultados
indican un riesgo elevado de anomalias cromosdmicas se utilizan pruebas invasivas para
su diagnostico definitivo, entre las que destacan la amniocentesis y la biopsia de
vellosidades coridnicas. Sobre las muestras fetales obtenidas mediante dichos
procedimientos, se pueden realizar diversos estudios genéticos con diferentes técnicas:
QF-PCR, cariotipo por cultivo corto o método semidirecto en vellosidades coriales,
cariotipo por cultivo largo, microarray, estudios moleculares especificos y/o estudios de
reserva de ADN como el panel génico NGS (next generation sequencing) o el exoma.
Estos estudios de reserva de ADN se corresponden con técnicas avanzadas de
secuenciacion que estan siendo cada vez mas incorporadas en la atencion médica y, en

concreto, en el diagndstico de patologia fetal.

OBJETIVO: Analizar el impacto que ha supuesto la introduccion de los paneles

dirigidos y el exoma en el protocolo de estudio de las anomalias ecograficas fetales.

MATERIAL Y METODOS: Se ha llevado a cabo el analisis de 20 casos de
exoma realizados en el Hospital Universitario de San Juan de Alicante, obteniéndose a su
vez informacion a través de una busqueda bibliogréfica en diferentes bases de datos como

PubMed, Scielo, UptoDate, Elsevier y Guias Clinicas de GapSEGO.



RESULTADOS: Se estudian 20 casos de exoma de los cuales, hay 5 patologicos
que no fueron identificados como andémalos mediante las técnicas habituales, es decir,
gracias al exoma se objetivaron alteraciones genéticas en el 25% de los casos, suponiendo

la interrupcion del 20% de los embarazos debido al mal pronostico fetal.

DISUSION: En la mayoria de los casos, la interpretacion de los datos de
secuenciacion del exoma requiere comparar las variantes genéticas identificadas con los
hallazgos fenotipicos. Segun los datos de nuestro estudio, las pruebas moleculares fueron
diagnosticas en el 25% de los casos, teniendo en cuenta que incluso mediante la
combinacion de diversas técnicas no se puede garantizar la identificacion de una variante
genética causal en todos los casos y, que las pruebas genéticas avanzadas de
secuenciacion no tienen la capacidad de detectar ciertas anomalias. Por otro lado, se
evidencia que existe un interés creciente en la introduccion de dichas estrategias de
secuenciacion en la practica clinica de la medicina prenatal debido al aumento en el
rendimiento diagnostico ante el hallazgo de anomalias congénitas, mejorando asi la
informacion de prondstico fetal que podria ofrecerse para los embarazos presentes y

futuros.

CONCLUSIONES: Se confirma la gran importancia de la aplicacion del estudio
del exoma como estrategia para aumentar el diagndstico prenatal de anomalias genéticas,
ofreciendo la posibilidad de interrupcion legal del embarazo en caso de mal pronostico
fetal.

Palabras clave: Diagnostico Prenatal; Secuenciacion Completa del Exoma;

Técnicas Genéticas; Exoma; Anomalias Fetales; Malformaciones Congénitas.



2. ABSTRACT

INTRODUCTION: Prenatal diagnosis aims at detecting congenital defects “in
utero”, estimating the risk of prenatal chromosomopathy and thus allowing the family to
decide whether or not to continue with the pregnancy. There are several methods of
screening for aneuploidy: nuchal translucency (NT), combined screening or CCPT and
determination of prenatal cell-free DNA or non-invasive prenatal test (NIPT). When the
results indicate a high risk of chromosomal abnormalities, invasive tests are used for
definitive diagnosis, including amniocentesis, chorionic villus sampling or cordocentesis.
On fetal samples obtained by these procedures, various genetic studies can be performed
with different techniques: QF-PCR, karyotyping by short culture or semi-direct method
in chorionic villi, karyotyping by long culture, microarray, specific molecular studies
and/or DNA reserve studies such as the NGS (next generation sequencing) gene panel or
the whole exome. These DNA reserve studies correspond to advanced sequencing
techniques that are increasingly being incorporated in medical care and, in particular, in

the diagnosis of fetal pathology.

OBJECTIVE: To analyze the impact of the introduction of targeted panels and

the whole exome in the protocol for the study of fetal ultrasound anomalies.

METHODS: The analysis of 20 cases of exoma performed at the Hospital
Universitario de San Juan de Alicante was carried out, obtaining information through a
bibliographic search in different databases such as PubMed, Scielo, UptoDate, Elsevier

and GapSEGO Clinical Guides.



RESULTS: Twenty cases of exome were studied, of which five were pathological
and were not identified as abnormal by the usual techniques, i.e., thanks to the exome,
genetic alterations were found in 25% of the cases, leading to the interruption of 20% of

the pregnancies due to poor fetal prognosis.

DISCUSION: In most cases, interpretation of exome sequencing data requires
comparison of identified genetic variants with phenotypic findings. According to the data
from our study, molecular tests were diagnostic in 25% of the cases, taking into account
that even by combining various techniques, the identification of a causal genetic variant
cannot be guaranteed in all cases and that advanced genetic sequencing tests do not have
the capacity to detect certain anomalies at the cardiac level. On the other hand, it is evident
that there is a growing interest in the introduction of such sequencing strategies in the
clinical practice of prenatal medicine due to the increased diagnostic yield in the finding
of congenital anomalies, thus improving the fetal prognostic information that could be

offered for present and future pregnancies.

CONCLUSIONS: It is confirmed the great importance of the application of
exome sequencing as a strategy to increase prenatal diagnosis of genetic anomalies,

offering the possibility of legal termination of pregnancy in case of poor fetal prognosis.

Keywords: Prenatal Diagnosis; Complete Exome Sequencing; Genetic

Techinques; Whole Exome; Fetal abnormalities; Congenital Malformations.



3. ABREVIATURAS

1°T: Primer Trimestre de gestacion

2°T: Segundo Trimestre de gestacion

AD: Autosémica Dominante

AR: Autosomica Recesiva

Ao.: Arteria Aorta

Ap.: Arteria Pulmonar

ARSA: Arteria Subclavia Derecha Aberrante
Beta-hCG: Subunidad Beta de la Gonadotropina Coriéonica Humana
Bi-Bi: Bicorial y Biamnotica

CCPT: Cribado Combinado del Primer Trimestre
CIR: Crecimiento Intrauterino Restringido

CIV: Comunicacion Interventricular

CMV: Citomegalovirus

DM: Diabetes Mellitus

ECO: Ecografia

Ed.: Edad

Enf.: Enfermedades

Espo.: Espontanea

FEVI: Fraccion de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo
FIV: Fecundacion in vitro

Gemel.: Gemelar

Gest.: Gestacion

ILE: Interrupcion Legal del Embarazo

IP ut.: Indice de Pulsatilidad de las ArteriasUterinas



ITU: Infeccion del Tracto Urinario

LA: Liquido Amnidtico

LF: Longitud del Fémur

Mc-Bi: Monocorial y Biamniotica

Malf.: Malformacién

MF: Movimientos Fetales

MMII: Miembros Inferiores

Multip.: Multipara

NG: Next Generation Sequencing

Nr.: Normal

Ovod.: Ovodonacion

PAPP-A: proteina A placentaria asociada al embarazo
Pat.: patologico

PN: pliegue nucal

Primip.: Primipara

QF-PCR: Técnica Reaccion en Cadena de Polimerasa Cuantitativa Fluorescente
RC: Ritmo Cardiaco

RN: Recién Nacido

RPM: Rotura Prematura de Membranas
Sem.: semana

TEA: Trastorno del Espectro Autista

TN: Translucencia Nucal

TGV: Trasposicion de los Grandes Vasos
TPNI: Test Prenatal No Invasivo

TXP: Toxoplasma



VCS: Vena Cava Superior
VI: Ventriculo Izquierdo

VD: Ventriculo Derecho
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4. INTRODUCCION, HIPOTESIS DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

4.1. Introduccion

El diagnostico prenatal tiene como objetivo la deteccion "in Gtero" de los defectos
congénitos. Se entiende como defecto congénito toda anomalia en el desarrollo
morfoldgico, estructural, funcional o molecular presente en el momento del nacimiento,
aunque pueda manifestarse posteriormente, ya sea de caracter interno o externo, familiar
o esporadico, hereditario o no, tinico o multiple. El diagnostico prenatal incluye el proceso
de estimacion de riesgos de anomalias cromosdmicas que incluye el cribado en
gestaciones de bajo riesgo, el asesoramiento genético en gestaciones de alto riesgo y los
procedimientos diagnosticos invasivos para poder realizar los estudios cito/genéticos.
Uno de sus objetivos principales es la deteccion de letalidad prenatal, permitiendo asi que

la familia decida si continuar o no con la gestacion. [1:2:3]

Existen varios métodos de screening de aneuploidias entre los que encontramos la
translucencia nucal (TN), definida como una coleccion liquida en la nuca del feto e
identificada ecograficamente como un espacio econegativo en la ecografia del primer
trimestre. También se utiliza el cribado combinado o CCPT, el cual combina la edad de
la gestante y otros parametros de la historia clinica con parametros ecograficos y
bioquimicos como son la fraccion B libre de la Beta-hCG y PAPP-A en suero materno.
Ademas, actualmente la mejor prueba de cribado disponible es la determinacion del
ADN:-Ic o Test Prenatal No Invasivo (TPNI), la cual se basa en el andlisis del ADN libre
total circulante en el plasma materno teniendo en cuenta la edad de la gestante, la edad
gestacional y las caracteristicas maternas y del embarazo. Este ltimo se realiza en la

Comunidad Valenciana cuando el riesgo de cromosopatias mediante el cribado
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combinado del primer trimestre se encuentra entre 1/50 y 1/1000 y la ecografia es

normal ! 45!

Si los resultados del cribado indican un riesgo elevado de anomalias
cromosoOmicas > 1/50, hay anomalias ecograficas o la TN es > p99, se utilizan pruebas
invasivas para su diagndstico definitivo, entre las que destacan la amniocentesis
(introduccidn de una aguja a través de la pared abdominal de la gestante con el objetivo
de obtener una muestra de liquido amniotico), la biopsia de vellosidades coridnicas (se
obtiene una muestra de tejido trofoblastico) o la cordocentesis (obtencion de sangre fetal

a través de la puncion del cordon umbilical).!!> 4]

Sobre estas muestras fetales obtenidas con las diferentes técnicas expuestas se

pueden realizar diversos estudios genéticos:

e QF-PCR: determina la cantidad de cromosomas 21, 18, 13, X e Y a través del
estudio de areas variables del ADN con repeticiones cortas en tindem (STR).
Permite diagnosticar las aneuploidias de estos cromosomas y las triploidias.
También identifica la presencia de contaminacion materna, lo cual tiene gran
relevancia antes de realizar un analisis de array-CGH.!!]

e Cariotipo por cultivo corto o método semidirecto en vellosidades coriales: esta
técnica ha sido sustituida por la QF-PCR, aunque permite realizar un cariotipo en
2-7 dias.!!]

e Cariotipo por cultivo largo: la probabilidad de identificar una anomalia restringida

a la placenta es baja y la tasa de falsos negativos es menor que la del método

12



semidirecto en vellosidades coriales. Ademas, se tardan 3 semanas en obtener los
resultados.[!!

e Microarray (cariotipo molecular): permite el analisis de microdeleciones y
microduplicaciones cripticas, ademas de detectar aneuploidias, deleciones y
duplicaciones. Sin embargo, no es capaz de identificar anomalias equilibradas ni
algunas triploidias.!!)

e Estudios moleculares especificos

e Reserva de ADN:

-Panel génico NGS (next generation sequencing): estudia los exones de los genes
relacionados con una patologia fetal concreta.!!]

-Exoma: conjunto de genes codificadores de proteinas (exones) dentro del
genoma humano y que constituye tan solo el 1% del total. Alrededor del 85% de
las mutaciones que causan enfermedades se encuentran en dicha parte codificante
del genoma. Por lo tanto, la secuenciacion del exoma puede revelar las causas de
enfermedades raras (a menudo monogénicas), anomalias congénitas Yy

susceptibilidad a enfermedades comunes y canceres.!!:%]

La informacion fenotipica obtenida mediante ecografia es limitada, en tan solo
alrededor del 2 al 3 % de los embarazos se detectan anomalias fetales a través de su
visualizacion. En estas situaciones, se ofrece el diagndstico genético mediante técnicas
invasivas con microarray cromosomico y cariotipo, entre otros estudios genéticos
estandar. De los casos sometidos a estas pruebas, se identifica una anomalia cromosémica
en aproximadamente el 8-10%, mientras que un 6% adicional presenta
microdeleciones/duplicaciones, dejando a la mayoria de las familias sin un diagndstico

genético preciso. Por ende, estas familias deben recibir asesoramiento basado inicamente
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en los resultados de la ecografia, lo que representa un desafio debido a la amplia gama de
posibles diagndsticos y la diversidad de prondsticos y expectativas. Actualmente se estd
investigando y empleando la secuenciacion completa del exoma, en lugar de paneles de
genes especificos, para mejorar el diagndstico prenatal en casos con anomalias
estructurales detectadas por ecografia. Estudios preliminares sugieren que el exoma
prenatal puede identificar las variantes patogénicas responsables en un porcentaje
adicional que oscila entre el 20% y el 80% cuando las pruebas genéticas estandar
primarias arrojan resultados normales. Es importante tener en cuenta que el rendimiento
diagnostico de la secuenciacion del exoma prenatal esta altamente influenciado por la
indicacion de su realizacion y que puede identificar muchos trastornos de un solo gen,

pero no todas las variantes.[”-*]

Las técnicas avanzadas de secuenciacion estan siendo cada vez mds incorporadas
en la atencion médica y cada vez mas disponibles en el diagnostico prenatal. Las pruebas
de secuenciacion de proxima generacion tienen la capacidad de examinar un solo gen, un
conjunto especifico de genes, el exoma (que constituye aproximadamente el 1 al 2% del
genoma y codifica proteinas) o incluso el genoma completo. No obstante, la informacion
acerca de su efectividad en el ambito clinico y su incorporacién en la practica terapéutica

continuian siendo escasas.!®]

La introduccién del exoma en el estudio prenatal supone un avance en el

diagnodstico de patologia fetal y la posibilidad de establecer un prondstico de dicha

patologia.
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4.2.Hipotesis v Objetivos

Nuestra hipotesis de trabajo es que la introduccion del exoma en el estudio
prenatal supone un avance en el diagndstico de patologia fetal y la posibilidad de

establecer un prondstico de dicha patologia.

El objetivo principal de este trabajo es analizar el impacto que ha supuesto la

introduccion de los paneles dirigidos y el exoma en el protocolo de estudio de las

anomalias ecograficas fetales.

Los objetivos secundarios son:

-Analizar las complicaciones derivadas de técnicas invasivas de diagnostico prenatal
realizadas por ese motivo en el periodo estudiado

-Averiguar la tasa de interrupcion de gestacion en estas pacientes

-Evaluar los resultados postnatales y la evolucion neonatal de las gestaciones que

continuan.

15



5. MATERIAL Y METODOS

Los datos han sido obtenidos de la consulta directa y acceso via Internet a las
siguientes bases de datos: PubMed, Scielo, UptoDate, Elsevier y Guias Clinicas de

GapSEGO.

Los términos de busqueda fueron los siguientes: Prenatal Diagnosis, Whole
Exome Sequencing, Genetic Techniques, Exome, Heart Diseases

Ademas, analizaremos 20 casos de exoma realizados en el Hospital Universitario
de San Juan de Alicante y estudiaremos el impacto de esta novedosa técnica genética en

el diagndstico prenatal de anomalias cromosomicas.

5.1. Metodologia para el alcance de los objetivos

5.1.1 Disefio y tipo de estudio

Se plantea un estudio analitico, longitudinal y retrospectivo.

5.1.2 Poblacion a estudio
Gestantes a las que se realiza una prueba invasiva para solicitar un estudio genético que

incluya un panel dirigido y/o un exoma clinico

5.1.3 Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion:

- Gestantes a las que se realiza una prueba invasiva para solicitar un estudio genético

que incluya un panel dirigido y/o un exoma clinico

16



Criterios de exclusion:

-Gestantes que rechacen la realizacion de una prueba invasiva

-Gestantes en las que no haya sido posible realizar un diagnodstico genético a pesar de la
realizacion de una prueba invasiva (no crecimiento del cultivo celular, contaminacion
materna...)

-Pérdidas de seguimiento.

5.1.4 Variables de estudio
Se realizara una recogida sistematica de las siguientes variables a estudio:
-Variables relacionadas con la historia clinica materna como
» Edad materna
* Fumadora: si/no.
* Paridad: primipara/multipara
» Talla/peso
* Obesidad/no obesidad, se considerara paciente obesa cuando el indice de masa
corporal (IMC) en el primer trimestre de la gestacion sea superior o igual a 30.
* Gestacion espontanea / mediante técnicas de reproduccion asistida (FIV)/ técnicas de
reproduccion asistida no FIV.
* Gestacion gemelar/unica.
* Diabetes gestacional / pregestacional
* Otras enfermedades maternas
*Antecedentes personales y/o familiares de anomalias estructurales y/o genéticas-
cromosomicas
-Riesgo estimado en el cribado combinado de cromosomopatias.

-TPNI realizados y su resultado

17



- Hallazgos ecograficos eco 20 o ecografia morfologica
- Hallazgos ecograficos en otras ecografias durante la gestacion
- Pruebas invasivas (biopsia corial/amniocentesis genética), indicacion, resultados y

complicaciones.

5.1.5 Procedimiento y recogida de datos
-Se identificara los casos con anomalias morfoldgicas a los que se va a solicitar un
estudio genético que incluya un panel dirigido y/o un exoma y se realizard una base de
datos.
-Los datos de las variables de interés para este proyecto alli incluidos seran extraidos e
incorporados a una base de datos anonimizada disefiada para este proyecto, que estara
alojada en el servidor del hospital en el directorio proporcionado por el servicio de
informética y con acceso restringido mediante clave para limitar el acceso a los
miembros del equipo investigador.
-La anonimizacion se realizard de modo que los datos se introduciran en la base de
datos y/o CRD vinculados a una clave generada con incremento numérico progresivo. Y
la relacion entre claves y nimero de historia y/o SIP estard en otro archivo depositado

en un directorio diferente con acceso limitado al investigador principal.

5.2. Aplicabilidad de los resultados previsibles

Los resultados de este estudio podrian demostrar el gran avance que ha supuesto
la introduccién de los paneles génicos dirigidos y del exoma en el diagndstico prenatal.
Estos resultados deberian abrir la puerta a un uso mas extendido, aunque con unas

indicaciones precisas para que sean unas pruebas coste-efectivas.
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5.3. Aspectos éticos v legales

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica e Integridad en la Investigacion
(CEI) de la Universidad Miguel Hernandez de Elche el dia 7/11/2023. En el tratamiento
de los datos de los pacientes que se generaran en el desarrollo del
estudio se cumplird la Ley organica 3/2018, de 5 de diciembre de proteccion de datos

personales y garantia de los derechos digitales y su normativa de desarrollo.
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6. RESULTADOS

Procederemos al estudio de 20 casos de exoma realizados en el Hospital
Universitario de San Juan de Alicante, de los cuales hay 5 patologicos que no fueron
reconocidos como andmalos mediante las técnicas habituales. Por ello, gracias a la
realizacion del exoma se han conseguido identificar un 25% de casos de alteraciones
genéticas. Esto ha supuesto la interrupcion de 4 embarazos (20%) debido al mal
prondstico fetal, con todo lo que ello significa de ahorro de costes sociosanitarios y a nivel
de las familias. Cabe destacar que la legislacion espafiola no permite la interrupcion del
embarazo mas alld de la semana 22 salvo casos incompatibles con la vida o cuando se
detecte en el feto una enfermedad extremadamente grave e incurable.

Ninguna de las técnicas invasivas realizadas tuvo ninguna complicacion.

En la Tabla 1 se ilustran todos los casos propuestos con las variables a estudio y,

seguidamente su desarrollo posterior.
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Caso | Ed. | Paridad | Gest. Enf. TC1T TPNI | ECO12 ECO020 Otras Pruebas
Maternas ECOs Invasivas
#1 35 | Primip. | Espo. Esterilidad TN TN>p99 Aumento CIR QF-PCR,
Unica 7 afos aumentada (7 mm) ventriculo IP 1’5 (pat.) cariotipo y
lateral Posible CGH-arrays
cerebral lisencefalia normales.
Exoma:
Sd TARP
#2 36 | Primip. | Espo. Psoriasis Bajo Nr Acorde a 2 Huesos QF-PCR 46XY,
Unica | Candidiasis riesgo sem menos, largos cariotipo y
DM fémures acortados en CGH-arrays
gestacional incurvados MMIIL normales.
Miomas ARSA IP ut pat. Exoma:
Oligoamnios | Pocos MF Sd Wolcott
CIR severo Rallison
#3 28 Multip. | Espo. Miomas PAPPA Nr IP ut pat Hipertrofia | QF-PCR 46XY,
Unica | TXP +en muy baja 2°045 (p99) VD, cariotipo y
1°T (alto Acorde a 3 levocardia CGH-arrays
riesgo) sem menos. CIv normales.
<1/10000 Huesos Ausencia Estudio
T21y largos diastole en | displasias 6seas
1/2912 cortos, ambas negativo
T18/13 fémures uterinas Exoma:
(riesgo incurvados variante sobre
bajo) CIR severo el gen THRA
#4 38 Multip | Espo. No Bajo Nr Riflones Anhidra- QF-PCR 46XY,
Unica riesgo aumentados, mnios cariotipo y
hipereco- CGH-arrays
génicos normales.
LA Exoma:
disminuido Poliquistosis
renal AR
#5 31 Primip. | Espo. No Bajo Nr 2° gemelo Apde Vly QF-PCR,
Gemel riesgo CIV, VI Ao de VD cariotipo, CGH-
Bi-Bi menor arrays y
tamafio y panel de
dextrocardia cardiopatias
normales
#6 37 | Multip. | Espo. No Bajo Nr 2° gemelo 1° gemelo QF-PCR,
Gemel riesgo pielectasia rifiones cariotipo y
Mc-Bi renal fetal hipereco- CGH-arrays de
izquierda génicos. ambos fetos
2° gemelo normales.
malf. renal Exoma: panel
unilateral y de displasias
quistes renales con
corticales variante
patogénica
#7 29 | Primip. | Espo. No Bajo XX Nr 1+3 sem QF-PCR 46XX,
Unica riesgo de menos cariotipo,
BhCG bajo Huesos CGHe-arrays,
disminuida | riesgo largos cortos panel
MMIIL acondroplasia,
y panel
displasias 0seas
normales
#8 21 Multip. | Espo. No - - Rifién Displasia QF-PCR 46XX,
Unica izquierdo renal tipo cariotipo, CGH-
multiquistico Potter II arrays y exoma
unilateral normales
#9 27 | Multip. | Espo. No - Nr Nr Huesos QF-PCR 46XY,
Unica largos cariotipo, CGH-
cortos arrays y panel
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displasias

esqueléticas
normales
#10 | 34 | Primip. | Espo. Miopia Bajo XY Nr CIRy PFE p0-1 QF-PCR 46XY,
Unica magna riesgo nr huesos cariotipo, CGH-
(10D) largos cortos arrays y exoma
normales
#11 30 | Primip. | Espo. | Talasemia Bajo Nr Poliquistosis Rifion QF-PCR 46XY,
Unica Miopia riesgo renal izquierdo cariotipo, CGH-
izquierda poliquistico arrays y panel
de anomalias
renales
normales
#12 | 27 | Multip. | Espo. Migrafia Bajo Nr Hipoplasia Ventriculo QF-PCR,
Unica riesgo severa VD anico de cariotipo, CGH-
con CIV doble salida | arrays, y panel
en TGV de genes de
cardiopatia fetal
normales
#13 34 | Primip. | Espo. No Riesgo XX Nr 3-4 FOCIs Ventriculos | QF-PCR 46XX,
Unica 1/499 de en cada hipertréficos | cariotipo, CGH-
bajo ventriculo Polihidra- arrays y exoma
riesgo mnios normales
#14 | 43 | Primip. FIV ITU T21 1:6 Bajo Nr CIV amplia Ao de VD QF-PCR,
Unica DM riesgo RC irregular | Hipoplasia | cariotipo, CGH-
gestacional Ap arrays, y panel
de genes de
cardiopatia fetal
normales
#15 36 | Multip. | Espo. | Covid + en Bajo Nr Compatible Persiste QF-PCR,
Unica 1°T riesgo con VvCS cariotipo, CGH-
Tetralogia derecha arrays y exoma
de Fallot normales
#16 | 43 | Primip. FIV Hipo- Bajo XY Nr IP ut. >p95 PFE en pl QF-PCR,
Ovod. | tiroidismo riesgo nr ECO34 cariotipo, CGH-
Unica CMV+ arrays y exoma
displasias
esqueléticas
normales
#17 | 35 | Primip. | Espo. | Candidiasis | Riesgode | Bajo TN> Nr PN QF-PCR XY,
Unica T211/63 | riesgo p99 aumentado | cariotipo, CGH-
(7 mm) arrays y panel
Rasopatias
normales
#18 | 24 | Primip. | Espo. ITU 2°T Bajo Nr Nr Dolico- QF-PCR,
Unica Hipo- riesgo cefalia cariotipo, CGH-
tiroidismo arrays y exoma
craneosinostosis
normales
#19 | 37 | Multip. | Espo. No Bajo Nr CIR PFE p0 QF-PCR XY,
Unica riesgo CIR cariotipo, CGH-
arrays y exoma
normales
#20 | 32 | Primip. | Espo. No Bajo Nr Nr LF <pl QF-PCR XY,
Unica riesgo cariotipo, CGH-

arrays y exoma
normales

Tabla 1: 20 casos de exoma realizados en el Hospital Universitario de San Juan de Alicante

Nota: En cuanto a las variables de estudio no representadas en dicha tabla, me gustaria afiadir que no
hay ninguna paciente obesa, tan solo las pacientes 2 y 11 son fumadoras y; en cuanto a los antecedentes
personales y/o familiares de anomalias estructurales y/o genéticas-cromosomicas solo encontramos el
caso 3 con un parto gemelar inmaduro tras RPM en el pasado y el caso 19 con un hijo previo con TEA.

22




Primer caso: gestante de 35 afios en la que en la ECO12 se observa translucencia
nucal aumentada (TN 7 mm > p99) (ver figura 1). Se realiza biopsia corial con resultados
de QF-PCR, cariotipo y CGH-arrays normales. A partir de la ECO20, se detecta un
aumento progresivo del tamano del ventriculo lateral cerebral, CIR y Doppler de arterias
uterinas patoldgico. En la ECO 27 + 4 se identifica, ademas, dilatacion del cuarto
ventriculo, retraso en el patron de surcacion cerebral e hipoplasia cerebelosa. Esto llevo
a realizar una amniocentesis genética en la semana 28 y una resonancia magnética fetal
en que sugirieron la posibilidad de lisencefalia. En la semana 31 + 2 se reciben los
resultados del exoma del ADN fetal identificando una variante patogénica en el
genRBM10 en homocigosis relacionada con el Sindrome de TARP (recesiva ligada a X)
que en varones, como es este caso, es casi siempre letal. La gestante solicita la
interrupcion legal de la gestacion y tras su paso por el comité de ética, se realiza dicha

interrupcion. La madre es portadora de dicha variante.

ECOGRAFIA OBSTETRICA PRIMER TRIMESTRE HOSPITAL CLINICO SAN JUAN Tls <0.1 VoluRAB6SRD)
@™ 26—Febr‘ﬂbr‘g]-§019 12:19 @
MI 0.9 93¢ 4

26.02.2019 12:26:54

s
BigEndianExplicit
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[T
WL: 128 WW: 256

Figura 1: TN aumentada, de 7°04 mm >p99

23



Segundo caso: en la ecografia morfoldgica se observa retraso en el crecimiento

fetal, identificandose ambos fémures incurvados (ver figura 2), huesos largos acortados
sobre todo en MMII, disminucién de los movimientos fetales, IP uterinas patoldgicas y
una anomalia del arco aortico, con una arteria subclavia derecha aberrante (ARSA) mas
oligoamios marcado. Se solicita amniocentesis genética obteniéndose cariotipo y QF-
PCR y CGH-arrays normales y, detectandose en el exoma una variante probablemente
patogénica en homocigosis sobre EIF2AK3 relacionada con Sindrome de Wolcott
Rallison. Este sindrome asocia diabetes neonatal permanente, displasia epifisaria multiple
e insuficiencia hepatica, lo que justifica la interrupcion. Se realiza ILE. La madre es
portadora en heterocigosis y el mecanismo de transmision se debid probablemente a

disomia uniparental.
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Figura 2: Fémur incurvado

Tercer caso: en una ECO realizada en semana 18+3 se observa retraso del
crecimiento fetal, levocardia y CIV (ver figura 3), ademas de oligoamnios. Se realiza

amniocentesis genética con feto 46XX normal y CGH-arrays normales. En la ecografia
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morfoldgica, ademds de CIR severo se observan ambos fémures algo incurvados. Se
decide solicitar panel especifico para displasias 6seas siendo este normal. En la
ampliacion del exoma fetal se obtiene variante ¢.1345>T en heterocigosis sobre el gen
THRA (Herencia AD), relacionado con la resistencia a la hormona tiroidea por una
mutacion en el receptor alfa de la hormona tiroidea. Este hallazgo podria ser compatible
con las variables ecograficas observadas. Se realiza ILE. Los padres no acudieron a citas
posteriores, cambiando su residencia a otro pais.

ECOGRAFIA OBSTETRICA SEGUNDO TERCER TRIMESTRE  HOSPITAL CLINICO SAN JUAN TIs 0.2 VoluRAB6SAD
@
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Al o
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BigEndianExplic

Figura 3: CIV y levocardia

Cuarto caso: en la semana 20 se observan rifiones aumentados de tamafio e
hiperecogénicos (ver figura 4), ademas de anhidramnios. Se realizan estudios genéticos
obteniendo QF-PCR XY y CGH-arrays normales y, exoma en el que se observa en
homocigosis una variante en el gen PKHD1, catalogada como patogénica y relacionada
con Poliquistosis renal de herencia autosémica recesiva. Se realiza ILE. Ambos padres

son portadores sanos de la enfermedad.
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22Hz/14.0cm

Figura 4: Rifiones aumentados de tamaiio e hiperecogénicos

Quinto caso: se nos presenta una gestante gemelar en seguimiento por cardiopatia
compleja en 2° gemelo. En la ECO20 en el 2° gemelo se observa dextrocardia, CIV,
ventriculo izquierdo de menor tamano con salida de la arteria pulmonar del VI y de la
aorta del VD. Se realiza amniocentesis genética con resultados genéticos normales,
incluyendo un panel de genes de cardiopatias. Se realiza feticidio selectivo 2° gemelo por

cardiopatia compleja de mal prondstico en la semana 30 de embarazo.

Sexto caso: se nos presenta una gestante gemelar monocorial biamnidtica en
seguimiento por malformacion renal fetal. Se identifica en segundo gemelo
hiperecogenicidad bilateral y pielectasia renal fetal unilateral izquierda (ver figura 5) que
va en aumento a lo largo del embarazo, mientras el primer gemelo presenta rifiones
hiperecogénicos con leve dilatacion pielocalicial. Se realizan estudios genéticos
obteniendo QF-PCR y CGH-arrays de ambos fetos normal, cariotipo normal y, panel de
displasias renales con variante probablemente patogénica sobre gen HNF1B relacionada

con las alteraciones ecograficas descritas, asociando también diabetes y anomalias a nivel
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de otros sistemas. Finalmente, se decide continuar con el embarazo y los dos gemelos
nacen con anemia que requieren de varias transfusiones, también con problemas renales,
siendo necesario una nefrectomia izquierda en el segundo gemelo. El desarrollo
psicomotor es adecuado para la edad (18 meses). Ambos progenitores tienen un estudio

genético negativo, por lo que la mutacion es “de novo”.

ECOGRAFIA OBSTETRICA SEGUNDO TERCER TRIMESTRE  HOSPITAL CLINICO SAN JUAN TIs 0.2 VoluRAB6SRD)
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Figura 5: Pielectasia renal con destruccion del parénquima

Séptimo_caso: seguimiento por feto con presencia de huesos largos cortos en

miembros inferiores. Se realizan estudios genéticos donde se obtiene un QF-PCR XX
normal, panel de acondroplasia normal, CGH-arrays normales y resultados de panel de
displasias 6seas normal. El bebé nacid con fenotipo sindrémico (sindrome de Pierre

Robin) con paladar hendido a pesar de la normalidad de los estudios genéticos.

Octavo y undécimo: se realiza seguimiento por feto con rifién izquierdo

poliquistico en el que es dificil encontrar parénquima renal sano, compatible con displasia

renal tipo Potter II unilateral. Se realiz6 un cariotipo con resultado normal y CGH-arrays
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que resultaron también normales y panel de genes asociado a anomalias renales negativo.
Ambos recién nacidos vivos, sanos, uno de ellos pendiente de nefrectomia izquierda por

infecciones urinarias de repeticion.

Noveno caso y décimo caso: seguimiento por feto con huesos largos cortos.
Estudios genéticos normales incluyendo panel de displasias esqueléticas negativo.
Finalmente, el recién nacido (RN) nace con huesos largos cortos sin otras anomalias

asociadas.

Duodécimo caso: se trata de una cardiopatia compleja con ventriculo unico de

doble salida en trasposicion de grandes arterias (ver figura 6). Estudios genéticos
realizados, incluyendo panel de genes asociados a cardiopatia fetal, no detectan
anomalias. La gestante decide continuar con la gestacion, con parto eutdcico en la semana
38. El neonato fue intervenido quirirgicamente realizando una cirugia tipo Glenn y

Fontan, falleciendo al afio y medio de vida.
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Figura 6: Ventriculo unico con doble salida de grandes arterias
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Decimotercer caso: destaca por ser un feto con polihidramnios severo, con una

ligera hipertrofia ventricular y presencia de multiples foci en ambos ventriculos
obteniendo estudios genéticos normales, que incluian exoma prenatal. Se indujo el parto
en la semana 38 por polihidramnios severo sintomatico, finalizando mediante cesarea por
fallo de induccién. El RN nacid sano, pero sufrié una parada cardiorrespiratoria posnatal
a las 24 horas con un estatus epiléptico. Fue ingresado nuevamente a los 4 meses de vida
por miocardiopatia dilatada de VI con FEVI de 40% y, ademas presenta retraso
psicomotor y del crecimiento, siendo también todos los estudios genéticos postnatales

negativos.

Decimocuarto caso: gestante en seguimiento por cardiopatia fetal con gestacion

tras FIV. En la ECO20 se observa corazon fetal con CIV amplia, aorta saliente del
ventriculo derecho con arteria pulmonar hipoplésica a nivel valvular que sale también de
dicho ventriculo en paralelo con aorta. Se realiza amniocentesis genética con resultado de
estudio de CGH-arrays normal y panel de genes de cardiopatia fetal normales. El recién
nacido fue intervenido a los 3 meses de vida, orientado hacia una cirugia univentricular,

estando actualmente pendiente de una nueva intervencion quirdrgica.

Decimogquinto caso: en la ecografia morfologica se diagnostica una tetralogia de

Fallot, con cariotipo, CGH-arrays y panel de cardiopatias normales. El recién nacido

presento tetralogia de Fallot siendo intervenido quirurgicamente a los 6 meses de vida.

Decimosexto, decimoctavo, decimonoveno y vigésimo: se realizan estudios por

CIR con huesos largos acortados Estudios genéticos normales incluyendo panel de

displasias esqueléticas negativo. Recién nacidos vivos, sanos, en percentil de crecimiento

29



inferior a la curva de normalidad. En el decimoctavo ademas se solicité un panel de

craneosinostosis, que fue negativo.

Decimoséptimo caso: gestante con TN y pliegue nucal aumentado, sin otra

patologia asociada, con cariotipo y CGH-arrays normales, y estudio de panel de

Rasopatias negativo. Recién nacido vivo, sano.
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7. DISCUSION

Las tecnologias de secuenciacion avanzadas, como la secuenciacién del exoma
estan cada vez mas disponibles en el diagnostico prenatal. No obstante, los datos sobre su

utilidad y su integracion clinica siguen siendo limitados en la practica.®]

Un reciente documento de posicion emitido por la Sociedad Internacional de
Diagnostico Prenatal describi6 las siguientes situaciones en las que seria beneficioso la
secuenciacion del exoma prenatal: un embarazo actual con un feto que presenta una sola
anomalia importante o anomalias en multiples sistemas organicos que sugieren una
posible causa genética, pero sin un diagndstico concluyente tras la realizacion de pruebas
previas, como microarray cromosomico; o en casos donde el fenotipo fetal indica
fuertemente un trastorno de un solo gen tras una revision multidisciplinaria, pero sin
resultados claros en los estudios genéticos primarios. Asimismo, se sugiere su uso en
casos de fetos con anomalias que apuntan a una causa genética previamente no
diagnosticadas, y cuando existe la recurrencia de irregularidades similares en embarazos
previos de forma inexplicable. Se enfatiza que dicho estudio genético no debe ser
utilizado de forma rutinaria para indicaciones que no estén relacionadas con anomalias

fetales.[8- 10]

En la mayoria de los casos, la interpretacion de los datos de secuenciacion del
exoma requiere comparar las variantes genéticas identificadas con los hallazgos
fenotipicos. Es por esta razon por la que, actualmente no hay evidencia que respalde el
uso rutinario de la secuenciacion del exoma prenatal en ausencia de hallazgos ecograficos

especificos. Con la visualizacion ecografica de dichas anomalias fetales, se procede a la
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realizacion de paneles multigénicos personalizados dirigidos, identificando asi las
mutaciones que confirmen el diagnostico y evaluando de una forma rentable un gran

(8. 111 Segtin los datos de nuestro estudio, las pruebas moleculares fueron

grupo de genes.
diagnésticas en 5 de las 20 pacientes, lo que supone un 25% de los casos, de las cuales 4

de ellas (20%) decidieron interrumpir de forma legal el embarazo ante el mal prondstico.

A pesar del gran valor que tiene en la confirmacion de anomalias fetales, es
esencial tener en cuenta que, incluso mediante la combinacion de diversas técnicas como
el cariotipo, el analisis de micorarrays cromosomicos y la secuenciacion del exoma, no

se puede garantizar la identificacion de una variante genética causal en todos los casos.

[12, 13]

En cuanto al diagndstico genético de las cardiopatias, este supone un reto dada la
diversidad genética y fenotipica, asi como la penetrancia reducida. Segin diversos
estudios, las cifras estimadas de enfermedades cardiacas relacionadas con anomalias
cromosoOmicas varian del 9% al 18%, y aquellas asociadas a variaciones del nimero de
copias constituyen entre el 10% y el 15%. Ademas, las mutaciones a nivel de un solo par
de bases también representan causas genéticas significativas de cardiopatia, aunque solo
una minoria de ellas sigue un patrén mendeliano de herencia.l'¥ Es por ello por lo que,
en muchos casos las pruebas genéticas avanzadas de secuenciacion no tienen la capacidad
de detectar ciertas anomalias a nivel cardiaco. Con razon del pequefio tamafio muestral
de nuestro estudio, tenemos 5 pacientes con diagndstico postnatal de cardiopatia y, el
panel de genes resultd negativo en todos los casos. Ademas, es relevante afiadir que se
produce una pérdida importante de pacientes con posible deteccion de cardiopatias en

técnicas genéticas de secuenciacion, debido a que, muchas de ellas deciden interrumpir
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el embarazo de forma temprana ante un diagnostico de trisomias 13, 18 0 21 o sindrome
de Turner o de Di George en las técnicas convencionales primarias. Estas anomalias
cromosOmicas estan relacionadas con malformaciones cardiacas como Tetralogia de
Fallot, tronco arterioso, defecto del tabique auriculoventricular, coartacion de la aorta y

valvula adrtica bictspide, entre otras, [ 16 17. 18]

Como es ampliamente reconocido en la literatura, las anomalias congénitas fetales
ocurren en aproximadamente el 3% de los embarazos y aumentan la morbilidad y
mortalidad en la infancia, por ello, es importante realizar las intervenciones adecuadas
con su analisis posterior para diagnosticar dichas anomalias y tomar la decision

9.10.31por otra parte, pese a que existen muchas variantes genéticas que resultan

oportuna.l
de mutaciones de novo, hay muchas otras con riesgo de recurrencia. Es por ello por lo
que, mediante la introduccion del exoma en el diagndstico prenatal, se tiene la posibilidad
de detectarlas y que se pueda buscar un diagnostico preimplantacional mediante técnicas

de fecundacidn in vitro en embarazos futuros.[!?- 20

La evidencia junto con nuestro estudio nos muestra que existe un interés creciente
en la introduccion de estrategias de secuenciacion en la practica clinica de la medicina
prenatal. Esto es debido al aumento en el rendimiento diagndstico de anomalias
congénitas mediante la adicion de la secuenciacion del exoma completo a otras técnicas
convencionales, mejorando asi la informacion de pronoéstico fetal que podria ofrecerse

para los embarazos presentes y futuros.!'? 1]
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8. CONCLUSIONES

Con este trabajo podemos afirmar la gran importancia de la aplicacion del estudio
del exoma como estrategia para aumentar el diagnostico prenatal de anomalias genéticas
de forma precisa, ofreciendo la posibilidad de interrupcion legal del embarazo ante un
resultado de una variante patogénica que conlleve una enfermedad letal o

extremadamente grave e incurable.

Asimismo, es de gran relevancia recalcar la realizacion de un asesoramiento

adecuado antes y después de todas las estrategias de estudios genéticos, ademas de

respetar la decision adoptada por los padres.
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10. ANEXOS

Anexo 1

DR

%7 GENERALITAT o
VALENClANA Hospital Universitari

de Sant Joan d’Alacant

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO SAN JUAN DE ALICANTE

D. Francisco Sinchez Ferrer, Secretario del Comité de Etica de la Investigacién del

Hospital Universitario San Juan de Alicante,

CERTIFICA

Que este Comité, en su reunion de fecha 27 de Junio de 2023, ha evaluado la propuesta de la

investigadora D®. Rosa M* Bermejo de las Heras, del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Universitario San Juan de Alicante para que sea realizado el proyecto de investigacion
titulado "ANALISIS DE LA INTRODUCCION DEL EXOMA EN LA GUIA DE
ASISTENCIA AL EMBARAZO EN CASOS CON DIAGNOSTICO DE ANOMALIAS
MORFOLOGICAS FETALES” Cédigo de Comité: 23/047.

y que considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

Son adecuados los procedimientos para obtener el consentimiento informado.

El tratamiento de la informacién del estudio se realizard conforme a la legislacion vigente de
proteccién y confidencialidad de los datos en relacién a los métodos, riesgos y tratamiento
de los mismos tal y como se contempla en la Ley Orgédnica 3/2018, de 5 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, el Reglamento
2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de abril de 2016.

y que este Comité da su aprobacién a dicho estudio para que sea realizado por D*. Rosa M*

Bermejo de las Heras, del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario San
Juan de Alicante.

Lo que firmo en San Juan, a 06 de Julio de 2023

SECRETARIO DEL CEI
FRANCISCO  rsseisize,

JOSE|SANCHEZ| rerrer
Fecha: 2023.07.07 093846

FERRER +0200'

Fdo.: Francisco Sanchez Ferrer
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Elche, 7/11/2023

El Secretario del Comité de Etica e Integridad en la Investigacion (CEll), constata que se ha presentado en la
Oficina de Investigacion Responsable, la solicitud de evaluacién del TFG/TFM:

Tutor/a Rosa M? Bermejo de las Heras

Estudiante Ainhoa Molina Saez

Tipo de actividad 1. TFG (Trabajo Fin de Grado)

Grado/Master Grado en Medicina

Titulo del TFG/TFM "Andlisis de la introduccion del Exoma en la guia de asistencia al
embarazo en casos con diagnoéstico de anomalias morfoldgicas fetales"

Codigo provisional 231106142320

Dicha actividad de investigacion ha sido admitida a tramite para su evaluacion por la Oficina de Investigacion
Responsable vy, si procede, por el Comité de Etica e Integridad en la Investigacién de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche.

Atentamente,

Alberto Pastor Campos

Secretario CEll

Jefe de la Oficina de Investigacion Responsable
Vicerrectorado Investigacion y Transferencia
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INFORME DE EVALUACION DE INVESTIGACION RESPONSABLE DE 1. TFG (Trabajo Fin de Grado)

Elche,a 21/11/2023

Nombre del tutor/a Rosa M2 Bermejo de las Heras

Nombre del alumno/a Ainhoa Molina Saez

Tipo de actividad Adherido a un proyecto autorizado

Titulo del 1. TFG (Trabajo Fin de Andlisis de la introduccion del Exoma en la guia de asistencia al
Grado) embarazo en casos con diagnéstico de anomalias morfoldgicas fetales
Evaluacion de riesgos laborales No solicitado/No procede

Evaluacion ética humanos No solicitado/No procede

Cddigo provisional 231106142320

Codigo de autorizacion COIR TFG.GME.RMBDLH.AMS.231106

Caducidad 2 afios

Se considera que la presente actividad no supone riesgos laborales adicionales a los ya evaluados en el proyecto de
investigacion al que se adhiere. No obstante, es responsabilidad del tutor/a informar y/o formar al estudiante de
los posibles riesgos laborales de la presente actividad.

La necesidad de evaluacion ética del trabajo titulado: Andlisis de la introducciéon del Exoma en la guia de
asistencia al embarazo en casos con diagnéstico de anomalias morfolégicas fetales ha sido realizada en base ala
informacién aportada en el formulario online: “TFG/TFM: Solicitud Cédigo de Investigacion Responsable (COIR)”,
habiéndose determinado que no requiere ninguna evaluacién adicional. Es importante destacar que si la
informacion aportada en dicho formulario no es correcta este informe no tiene validez.

Por todo lo anterior, se autoriza |la realizacion de la presente actividad.

Atentamente,

Alberto Pastor Campos
Jefe de la Oficina de Investigacion Responsable
Vicerrectorado de Investigacion y Transferencia

41



NERS,
) s

Wy
S
0”0:-$

¢ >
“l Her®

Informacién adicional:

- En caso de que la presente actividad se desarrolle total o parcialmente en otras instituciones es responsabilidad del investigador principal
solicitar cuantas autorizaciones sean pertinentes, de manera que se garantice, al menos, que los responsables de las mismas estdn
informados.

- Le recordamos que durante la realizacion de este trabajo debe cumplir con las exigencias en materia de prevencion de riesgos laborales.
En concreto: las recogidas en el plan de prevencion de la UMH y en las planificaciones preventivas de las unidades en las que se integra la
investigacion. Igualmente, debe promover la realizacion de reconocimientos médicos periddicos entre su personal; cumplir con los
procedimientos sobre coordinacion de actividades empresariales en el caso de que trabaje en el centro de trabajo de otra empresa o que
personal de otra empresa se desplace a las instalaciones de la UMH; y atender a las obligaciones formativas del personal en materia de
prevencion de riesgos laborales. Le indicamos que tiene a su disposicion al Servicio de Prevencion de la UMH para asesorarle en esta
materia.

La informacion descriptiva bdsica del
presente trabajo sera incorporada al
repositorio publico de Trabajos fin de
Grado y Trabajos Fin de Master autorizados
por la Oficina de Investigacion Responsable
de la Universidad Miguel Hernandez.
También se puede acceder a través de
h ://oi licitud-de- i
fg-tf
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