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Resumen

La Enfermedad de Células Falciformes (ECF) es una de las afecciones autosomicas
recesivas mas prevalentes, afectando a mds de 600.000 recién nacidos al ailo a nivel
global. En Espaia, en el Registro Espafiol de Hemoglobinopatias (REHem) hay inscritos
1142 casos. A pesar de la mejora de los tratamientos, la profilaxis y las vacunas, sigue
siendo una enfermedad crénica y requiere cuidados de por vida. El trasplante alogénico
es la Ginica cura, siempre y cuando exista un donante HLA compatible.

La ECF es considerada, en algunas poblaciones una enfermedad rara, originada por
la mutacién de un solo nucledtido en el codén 6 GAG>GTG (HBB: c.20A>T) del gen
B globina, genera la hemoglobina S (HbS), alterando la forma de los glébulos rojos y
obstruyendo la circulacién, originando complicaciones graves en multiples érganos.
Las personas heterocigotas (p°/p*) tienen el "rasgo falciforme", generalmente
asintomatico. Los homocigotos (p%/p%) presentan una enfermedad sintomatica, con
infartos crénicos y agudos en 6rganos y tejidos, episodios de dolor intenso, infartos
cerebrales, esplenomegalia, episodios hemoliticos masivos y sindrome toracico
agudo, con riesgo de muerte prematura.

Eldiagndstico prenatal ofrece a parejas embarazadasinformacion sobre la salud genética
del feto, permitiéndoles tomar decisiones informadas. Aunque las técnicas convencionales
son invasivas y conllevan riesgos, se ha desarrollado el Diagndstico Prenatal No Invasivo
(DPNI) usando ADN libre fetal circulante (cffDNA) en la sangre materna para determinar
el genotipo del feto. Sin embargo, la presencia conjunta de ADN materno y ADN fetal, y
la baja concentracion de este ultimo, ha supuesto un desafio en los estudios no invasivos.

Presentamos los resultados de un estudio piloto donde se ha establecido el uso de
la PCR digital (dPCR) para el DPNI de la ECF, una técnica altamente sensible que
permite detectar mutaciones en muestras de baja frecuencia, presentandose como una
alternativa segura para el diagnostico de la ECE

Abstract

Sickle Cell Disease (SCD) is one of the most prevalent autosomal recessive disease,
affecting over 600,000 newborns globally each year. In Spain, the Spanish Registry
of Hemoglobinopathies (REHem) has registered 1142 cases. Despite improvements
in treatments, prophylaxis, and vaccines, it remains a chronic condition requiring
lifelong care. Allogeneic transplantation is the only cure, contingent upon the availa-
bility of an HLA-compatible donor.

Autor para la correspondencia

Paloma Ropero

Servicio de Hematologia. Hospital Clinico San Carlos

(/ Profesor Martin Lagos s/n - 28040 Madrid

TIf.: +34 913 303 321 | E-Mail: paloma.ropero@salud.madrid.org

21



22

ANALES RANM

SCD is considered a rare disease in some population, resulting from a mutation of
a single nucleotide in codon 6 GAG>GTG (HBB: c.20A>T) of the f-globin gene,
producing hemoglobin S (HbS), altering the shape of red blood cells and obstruc-
ting circulation, leading to severe complications in multiple organs. Hetero-
zygous individuals (BS/BA) have the 'sickle cell trait,’ typically asymptomatic.
Homozygotes experience symptomatic disease, with chronic and acute infarctions
in organs and tissues, episodes of intense pain, cerebral infarctions, splenomegaly,
massive hemolytic episodes, and acute chest syndrome, causing a risk of premature
death increasing the threat of premature mortality.

Prenatal diagnosis provides expecting couples with information about the fetus's
genetic health, enabling informed decision-making. Although conventional techni-
ques are invasive and carry risks, Non-Invasive Prenatal Diagnosis (NIPD) has
been developed using cell free fetal DNA (cffDNA) in maternal blood to determine
the fetus's genotype. However, the co-presence of maternal DNA and cffDNA,
along with the low concentration of the latter, has been a challenge in non-invasive
studies.

We present the results of a pilot study where the use of digital PCR (dPCR) has been
established for NIPD of SCD, a highly sensitive technique allowing the detection
of mutations in low-frequency samples, presenting itself as a safe alternative for

SCD diagnosis.

INTRODUCCION

La Enfermedad de Células Falciformes (ECF) es
una afeccién crdénica que se caracteriza por la
presencia de anemia hemolitica de intensidad
moderada a grave, que suele manifestarse a partir
del tercer o cuarto mes de vida. Ademas, conlleva
una vasculopatia que da lugar a fendémenos
de vasooclusién, provocando isquemia y dafo
crénico en varios drganos. Esta patologia se
ve interrumpida por episodios agudos, y los
pacientes presentan una notable susceptibilidad
a infecciones debido a la falta de funcionamiento
del bazo, asi como episodios de hemolisis masiva
y el riesgo de sindrome toracico agudo, que puede
llevar a la muerte prematura (1).

La ECF es ocasionada por una mutacién en un
solo nucledtido en el codon 6 (GAG>GTG) del gen
B-globina (HBB: c.20A>T) (NM_000518.4). Esta
mutacién resulta en la produccién de la hemoglo-
bina S (HbS), caracterizada por la sustitucion de
un dnico aminodacido, donde Glu se convierte en
Val en la posicion B6(A3) (2). Este cambio permite
que la HbS forme polimeros cuando estd desoxi-
genada, lo que distorsiona la morfologia de los
glébulos rojos, adoptando una caracteristica forma
de hoz que obstruye la circulacién microvascular,
desencadenando los sintomas clinicos mencio-
nados previamente.

Segun los datos epidemioldgicos actuales, aproxi-
madamente el 7% de la poblacién mundial porta
un gen de hemoglobina anormal, y cada afio
nacen mas de 600,000 ninos afectados por esta
enfermedad. La gran mayoria de los casos de ECF
(mas del 83%) se deben a la alta prevalencia del
gen de la drepanocitosis en regiones especificas,
como Oriente Medio, Asia Meridional, el Medite-
rraneo y el Africa subsahariana. Las migraciones
de poblaciéon y los matrimonios mixtos entre

diferentes grupos étnicos han introducido la ECF
en practicamente todos los paises del mundo,
independientemente de si son endémicos de la
malaria o no, incluyendo el norte de Europa y
otros lugares donde estas condiciones no existian
previamente (3).

En Espaifia, de acuerdo con los datos del Registro
Espanol de Hemoglobinopatias (REHem), hay
inscritos 1.142 casos de ECF, y se ha observado un
aumento progresivo de casos de anemia falciforme
debido a los flujos migratorios procedentes
del Caribe, Sudamérica y Africa. La deteccion
temprana, el tratamiento profildctico con penicilina
y las vacunas han contribuido a mejorar la calidad
de vida y aumentar la esperanza de vida de los
pacientes con ECFE. Sin embargo, esta sigue siendo
una afecciéon debilitante que requiere atencion
a lo largo de toda la vida, y el tinico tratamiento
curativo es el trasplante alogénico, siempre que
exista un donante compatible HLA (4).

El diagnéstico prenatal de enfermedades brinda
a las parejas embarazadas la oportunidad de
obtener informacién precisa y rdpida sobre la
salud genética de su feto. Esto les permite tomar
decisiones fundamentadas, ya sea considerar la
interrupciéon del embarazo en caso de obtener
resultados positivos o prepararse tanto emocional
como médicamente para la llegada de su hijo
cuando el aborto no es una opcidén. Aunque las
técnicas convencionales, como la biopsia corial
(CVS) o la amniocentesis, son efectivas, son
invasivas y conllevan riesgos para el feto, aunque
en menor medida para la madre (5-7).

Para abordar estos desafios, se ha desarrollado el
Diagnéstico Prenatal No Invasivo (DPNI), basado
en el uso de ADN libre fetal (cell free fetal DNA -
cffDNA) presente en la sangre materna procedente
de las células trofoblasticas de la placenta (8-10).
El ADN fetal varia en concentracién a medida
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que avanza el embarazo y en respuesta a factores
maternos o fetales. En las ultimas dos décadas, se
ha avanzado significativamente en la compren-
siéon del ADN libre fetal, ya que su presencia nos
permite obtener informaciéon genética del feto a
partir de sangre materna (11, 12).

A pesar de estos avances, el DPNI se enfrenta
a desafios debido a la coexistencia del ADN
materno y del fetal, asi como a la baja concentra-
ciéon de ADN libre fetal en la sangre materna, lo
que ha dado lugar a falsos negativos y diagnds-
ticos incorrectos en algunos casos. Sin embargo,
el DPNI se ha convertido en una parte integral de
la practica clinica y se utiliza para determinar el
sexo fetal (13), evaluar el factor RhD (14), realizar
el cribado de aneuploidias comunes y diagnosticar
mutaciones paternas o de novo (15).

Para enfermedades monogénicas, la aplicacién del
DPNI ha estado limitada a aquellas con herencia
paterna y de novo debido a la mayor complejidad
de distinguir los alelos maternos de los fetales. En
estos casos, las técnicas de andlisis varian segin
la base genética subyacente, incluyendo técnicas
como la PCR Cuantitativa Fluorescente (QF-PCR),
PCR en tiempo real (RT-PCR) y Minisecuencia-
cién o SNaPshot (16).

No obstante, para enfermedades en las cuales
ambos progenitores poseen la misma mutacion,
el DPNI no se basa en el principio de presencia/
ausencia de la mutacidn, inttil en este contexto ya
que la madre presenta el alelo wildtype y mutado y
no se puede determinar si la mutaciéon observada
es materna o fetal, sino en el estudio de la dosis
relativa mutacional (RMD) (12, 16), llevado a
cabo mediante PCR digital (dPCR). La dPCR
permite una cuantificacion absoluta de los alelos
wild type y mutado de forma altamente sensible
y especifica (17). Esta cuantificaciéon permite
conocer si existe equilibrio o desequilibrio alélico
entre los alelos normal y mutado en la muestra
observada, esperando que una mujer sin transfu-
siones ni embarazada se encuentre en equilibrio
alélico, 50:50 entre los alelos wildtype y mutado.
Esto unido a la presencia de ADN fetal en plasma
materno, resulta en que pueda darse un desequili-
brio dado por la contribucién fetal al ADN total, de
forma que si la madre y el feto comparten el mismo
genotipo se mantiene el equilibrio alélico; mientras
que si el feto es homocigoto habra un aumento del
alelo del que sea homocigoto el feto (18).

Presentamos los resultados preliminares de un
estudio piloto en proceso de validaciéon de un
método de DPNI para la deteccion de la ECF
mediante dPCR.

MATERIAL Y METODOS

Se llevd a cabo un estudio observacional con
intervencién diagndstica que incluyo a 9 mujeres
embarazadas con rasgo falciforme (BA/PS) y
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mujeres no embarazadas con los tres posibles
genotipos: 6 homocigotas wildtype (BA/BA), 8
heterocigotas (BA/BS), y 6 homocigotas para la
mutacion (BS/BS).

Se excluyeron aquellas mujeres que recientemente
hubieran recibido transfusiones sanguineas,
trasplantes alogénicos, terapias inmunoldgicas o
de células madre debido a posibles interferencias
por ADN exdgeno y gestaciones multiples.

Las muestras fueron reclutadas en varios hospitales
de Madrid, Clinico San Carlos, Universitario de
Getafe, Universitario Principe de Asturias y en
los hospitales Universitario de Cruces (Bilbao),
Universitario de  Guadalajara, Universitario
Marqués de Valdecilla (Santander), Clinico Univer-
sitario Virgen de la Arrixaca (Murcia), General de
Segovia y Universitario Miguel Servet (Zaragoza).

Las muestras fueron procesadas y caracterizadas
molecularmente en el laboratorio de Eritropato-
logia del servicio de Hematologia del Hospital
Clinico San Carlos. Se realiz6 un estudio hemati-
métrico convencional y un recuento de reticulo-
citos utilizando un contador automatico de células
(UniCel DxH 800, Coulter Cellular Analysis
System, Beckman Coulter). La identificaciéon y
cuantificacion de la HbS y las distintas fracciones
de hemoglobina se llevaron a cabo mediante
HPLC de intercambio i6nico (Variant II, BioRad)
y electroforesis capilar (Minicap Flex Piercing,
Sebia).

Para el andlisis molecular, se extrajo el ADN de
sangre periférica mediante extraccion automdtica
de los leucocitos (EZ1, Qiagen) y se caracterizo
empleando el kit comercial B-Globin StripAssay®
MED (ViennLab). La obtencién del ADN libre
circulante se realiz6 recolectando sangre perifé-
rica entre la semana 10 y 20 de gestacion en tubos
K3EDTA Cell-free DNA BCT (Streck). Posterior-
mente, se extrajo el ADN libre circulante utilizando
el kit comercial QIAamp Circulating Nucleic Acid
kit (Qiagen).

La caracterizaciéon molecular del ADN libre
circulante se llevd a cabo mediante dPCR [QuantS-
tudio 3D Digital PCR System (Thermo Fisher)]
con sondas TaqMan especificas para el alelo
mutado (FAM) y el alelo wildtype (VIC) (Tabla
1). Esto permitié una cuantificacién absoluta de
ambos alelos mediante el software QuantStudio 3D
AnalysisSuite Cloud Software (ThermoFisher) y
determinar el RMD de la mutacién (HBB: c.20A>T)
mediante la siguiente férmula:

RMD = [Ne eventos positivos marcados con FAM
(mutado)]/(N° de eventos positivos totales VIC
+FAM).

Los valores de RMD obtenidos se tradujeron en
valores de z-score utilizando una formula (19)
basada en una poblacidén de referencia de mujeres
heterocigotas no embarazadas, estableciendo
rangos de equilibrio/desequilibrio para asociar al
feto un genotipo determinado.
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z-score = (x-u) /o

donde:

X = RMD obtenido

p = media de la poblacién de referencia

0 = desviaciéon estdndar de la poblacién de
referencia

RESULTADOS

Analisis de RMD utilizando PCR digital

Se implementd la técnica de dPCR para determinar
la RMD de alelos mutados en diferentes grupos

Tabla 1. Secuencia de primers y sondas utilizadas en la PCR digital.

Primer directo CCCCACAGGGCAGTAACG

Primer reverso

AGCAACCTCAAACAGACACCAT

Assay VIC CTGACTCCTGAGGAGAA

Assay FAM CTGACTCCTGTGGAGAA

En rojo se muestra el nucleétido que distingue la secuencia wildtype y la secuencia mutada, siendo la sonda unida al
fluordforo VIC la que detecta el alelo wildtype, y la sonda unida al fluoréforo FAM la que detecta la mutacion de la

hemoglobina S.

Se determinaron puntos de corte para clasificar
con un 99% de confianza los genotipos fetales. Los
valores de z-score inferiores a -2,6 se asociaron
con mujeres embarazadas con feto homocigoto
wildtype, mientras que aquellos superiores a +2,6
indicaron mujeres embarazadas con feto homoci-
goto mutado. Los valores entre -1,5 y +1,5 se
asignaron a mujeres embarazadas con feto hetero-
cigoto. Ademads, se mantuvo una zona intermedia
donde el resultado se consideré no concluyente.

Una vez obtenido el diagndstico en las gestantes, se
verificd el resultado. Para ello se realizo el diagnos-
tico de los recién nacidos, mediante el cribado
neonatal de las hemoglobinopatias por la prueba
del talén, que se lleva a cabo de forma universal en
todo el territorio nacional.

En el anadlisis estadistico descriptivo de los datos,
las variables cualitativas se presentan con su distri-
bucidén de frecuencia. Las variables cuantitativas se
resumen con su media y desviacién estandar (DE).
Las variables cuantitativas que muestran una distri-
bucién asimétrica se resumen con la mediana y el
rango intercuartilico (RIC). Se utilizé el z-score
para clasificar los pacientes en el grupo de embara-
zadas portadoras de HbS.

El procesamiento de los datos se llevé a cabo
mediante el software estadistico IBM SPSS Statis-
tics v.26 y Microsoft Excel.

El estudio se realiz6 con el consentimiento
informado de todas las participantes y cuenta
con la aprobacién del CEIm Hospital Clinico San
Carlos de Madrid.

de estudio. Los valores de RMD obtenidos
demostraron una clara diferenciaciéon entre las
mujeres no embarazadas con distintos genotipos
para la mutacion HBB: c.20A>T. Aquellas que
presentaban un genotipo homocigoto para la
mutacion, los valores de RMD se aproximaron
a 1, con una media de 0.96, mientras que en las
que el genotipo era wildtype, los valores de RMD
estuvieron cercanos a 0, con una media de 0,02. Por
ultimo, en las heterocigotas se mantuvo el equili-
brio alélico, y se observaron valores de RMD que
oscilaron entre 0,442 y 0,493, con una media de
0,478 (Figura 1) (Tabla2).

En el grupo de mujeres embarazadas, todas ellas
portadoras de ECF, se detectaron resultados distin-
tivos en funcion del genotipo fetal. Los resultados
obtenidos mostraron variaciones en los valores
de RMD que permitieron diferenciar eficazmente
entre feto heterocigoto y feto wildtype. Especifica-
mente, en mujeres con feto heterocigoto, los valores
de RMD se mantuvieron entre 0,436 y 0,501, con
una media de 0,475. Por otro lado, en mujeres con
feto homocigoto wildtype, los valores de RMD
fluctuaron entre 0,377 y 0,431, con una media de
0,397 (Figura 1) (Tabla 3).

Determinacion del genotipo fetal mediante z-score

Los resultados obtenidos de la caracterizacion
genética revelaron una distribucién interesante en
relacion con los valores obtenidos. Se identificaron
5 resultados que se ubicaron en una zona verde, con
valores comprendidos entre -5,93y-2,66 en la escala
de referencia utilizada. Estos resultados indican un
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Figura 1. Valores RMD obtenidos mediante PCR digital. El grifico representa los valores de RMD en grupos de emba-
razadas agrupadas en funcion del genotipo fetal (naranja = embarazadas 3*/ * con feto p*/ B5; verde = embarazadas
B/ B con feto f*/ B*. Se muestra también los valores de RMD obtenidos en el grupo control (azul = mujeres no embara-

zadas %/ °).

Tabla 2. Valores obtenidos de RMD obtenida en cada uno de los grupos control en mujeres no embarazadas.

RMD

Genotipo no embarazadas

Media Valor minimo Valor maximo
A/ B* (n=6) 0,026 0,004 0,058
B4/ B (n=7) 0,478 0,442 0,493
BS/ B (n=6) 0,960 0,934 0,998

rango especifico de valores z-score, que podria estar
asociado con ciertos parametros de normalidad
o equilibrio en el contexto genético analizado.
Ademais, se detectaron 3 resultados que se posicio-
naron dentro de una zona amarilla, presentando
valores z-score que oscilaron entre 1,27 y 0,1. Esta
zona amarilla representa otro espectro de valores
que podrian sugerir un cierto grado de desequili-
brio o variaciéon en comparacién con el estandar de
referencia establecido. Un hallazgo particular fue la
identificaciéon de un unico resultado en una zona
gris, el cual mostré un valor de -2,36 en la escala
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de z-score. Esta zona gris podria indicar un punto
intermedio o una situacién particular que requiere
un analisis mas detallado, dado su alejamiento de los
rangos convencionales establecidos en la referencia.

Estos hallazgos se visualizan de manera clara y
precisa en la Figura 2, donde se situan los valores
z-score de los resultados obtenidos. Esta represen-
tacion grafica facilita la comprension y la visuali-
zacion de la distribucién de los valores obtenidos
en cada zona especifica, permitiendo una mejor
interpretacion de los datos.
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Figura 2. Valores de z-score obtenidos a partir de valores de RMD. Mostramos las tres regiones que caracterizan el
genotipo fetal y dos regiones de incertidumbre (zona gris). Cada uno de los valores obtenidos se representa con un
rombo y el color es determinado por el genotipo fetal comprobado tras el nacimiento (naranja = 4/ B verde = 4/ p*;

granate = 35/ %)

Tabla 3. Valores de RMD y z-score obtenidos e interpretacién de estos en cada una de las embarazadas del

estudio.
N RMD pecore OOl Do
1 0,393 -4,78 ERAGE A/ A
2 0,501 1,27 pA/ BS pA/ BS
3 0,482 0,17 BA/ BS A/ BS
4 0,377 -5,93 pA/ BA pA/ BA
5 0,480 0,1 BA/ B A/ BS
6 0,436 -2,36 INDETERMINADO BA/ BS
7 0,431 -2,66 BA/ BA pA/ BA
8 0,387 -5,18 BA/ B2 BA/ B2
9 0,4 -4,62 BA/ B2 BA/ BA

En la tabla se muestran los valores obtenidos de RMD y z-score, y con ellos el genotipo fetal que se determina mediante esta
técnica. También se muestra el genotipo fetal real obtenido tras el nacimiento.
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Verificacion y confirmacion del genotipo fetal

Tras la aplicacién de los puntos de corte, se verificd
el genotipo fetal mediante otros métodos de
diagnéstico incluyendo el cribado neonatal de las
hemoglobinopatias. Esto permitié confirmar que
los resultados obtenidos coincidieron con precision
en un 100% de los casos en los que se identifico
el feto homocigoto wildtype y en un 100% de los
casos en los que se identificé el feto heteroci-
goto. Sin embargo, un caso, clasificado en la zona
intermedia, no pudo ser concluyente y requirid
repeticion del estudio y correspondié a una mujer
embarazada con feto heterocigoto.

Teniendo 4 mujeres heterocigotas embarazadas con
genotipo fetal heterocigoto, y habiendo clasificado
con z-score el 75% en equilibrio alélico, se puede
esperar que en el grupo de mujeres heterocigotos
embarazadas con feto homocigoto sélo el 5% no lo
clasifique como desequilibrio. Por lo que con estos
datos nuestro estudio tiene una potencia del 70%.

Hasta la fecha no se han integrado casos de mujeres
embarazadas con feto homocigoto mutado.

DISCUSION

Hasta el momento, las enfermedades monogénicas
de herencia recesiva no se han podido beneficiar
del DPNI debido a la imposibilidad de separar el
ADN materno y fetal, lo cual supone un desafio en
la deteccion de variantes de herencia materna (20).

Este estudio destaca la dPCR como una técnica
6ptima y valiosa para la deteccién prenatal no
invasiva (DPNI) de la anemia falciforme (ECF) en
madres portadoras de la mutacion (21). El andlisis
del RMD mediante dPCR revel6 patrones distin-
tivos entre mujeres no embarazadas heterocigotas
y homocigotas para la mutacién. En el grupo de
mujeres embarazadas, nos basamos en el RMD y en
la contribucién fetal. Se espera mantener un equili-
brio alélico en los casos de madre y feto hetero-
cigotos, y observar un ligero desequilibrio en los
casos en que el feto sea homocigoto (12, 18).

En los nueve casos estudiados de mujeres embara-
zadas portadoras de la mutaciéon de la ECF, se
observaron variaciones en los valores de RMD
en funcioén del genotipo fetal y de la cantidad de
ADN fetal en plasma materno (12), lo que permitio
una diferenciacién efectiva entre heterocigoto y
homocigoto wildtype.

Observamos valores muy similares al control en los
casos de embarazadas de feto heterocigoto (media
control = 0,478; media embarazada de feto hetero-
cigoto = 0,475), indicativo de que se mantiene el
equilibrio alélico. En cambio, en embarazadas con
fetos homocigotos wildtype, los valores de RMD
mostraron ligeras diferencias (media embarazada
feto wildtype = 0,397), alejandose del equilibrio
observado en el grupo control, dado por la aporta-
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cion del ADN fetal, que aumenta ligeramente el
numero de copias del alelo wildtype y disminu-
yendo el RMD. Y aunque no hemos encontrado
ningun caso en nuestro estudio, si la embarazada
portara un feto homocigoto mutado se esperaria
el caso opuesto, un pequeiio desequilibrio pero
que aumente el nimero de copias del alelo mutado
aumentando el RMD, con valores cercano al 1.
Por tanto, existen diferencias en la dosis relativa
mutacional en funciéon del genotipo fetal dadas
por la presencia de ADN fetal en sangre materna,
confirmando los resultados de Perlado y Hanson
para el DPNI de enfermedades monogénicas
recesivas (18, 23).

El RMD por si s6lo lo tnico que hace es revelar
un patrén distintivo, pero que sin embargo y
dado que la concentracién de ADN fetal es baja,
para poder diferenciar los genotipos fetales se
requiere del calculo del z-score, una medida de la
diferencia entre el RMD de cada una de las embara-
zadas respecto al grupo control (24, 25). El valor
que se obtiene de este parametro serd el que nos
determine el genotipo fetal. En nuestro estudio se
comprobd que todos los fetos que presentaron un
z-score > -2,6 fueron correctamente clasificados
como homocigotos para el alelo wildtype (5/5);
también fueron correctamente clasificados aquellos
que presentaron valores entre 1,3 y 0,1 como fetos
heterocigotos (3/4), sélo uno no pudo ser correc-
tamente clasificado ya que el valor que se obtuvo
se situaba en la denominada zona intermedia (zona
gris). Esta zona aporta seguridad en el diagnoéstico
evitando falsos positivos o negativos (18, 22).

Los resultados obtenidos a través de la aplicacidon de
la técnica de dPCR para determinar el genotipo fetal
en mujeres embarazadas portadoras de la mutaciéon
de la ECF ofrecen una perspectiva prometedora en
el campo del DPNI. Estos resultados se alinean con
investigaciones previas que han explorado métodos
no invasivos para el diagnostico de enfermedades
monogénicas, enfocdndose en la identificacion
precisa del genotipo fetal a partir de muestras de
sangre materna (26).

La precisiéon y capacidad de diferenciaciéon entre
genotipos observada en este estudio son consis-
tentes con las caracteristicas fundamentales del
analisis de la RMD mediante dPCR. Esto resalta la
viabilidad de esta técnica como una herramienta
valiosa para identificar de manera no invasiva el
genotipo fetal en mujeres embarazadas portadoras
de la mutacién de la ECF. Ademas, estos resultados
preliminares respaldan la idea de que la dPCR, al
permitir la deteccion sensible y especifica de alelos
mutados, puede tener un impacto significativo en
la préctica clinica al ofrecer una alternativa menos
invasiva y mas segura para el diagndstico prenatal
de esta enfermedad (23)

Sin embargo, es crucial considerar algunas limita-
ciones inherentes a este estudio piloto. La muestra
utilizada fue limitada y, aunque los resultados
son prometedores, se necesitan investigaciones
adicionales con muestras mds amplias para validar
plenamente la precisiéon y seguridad de la técnica
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en la determinaciéon del genotipo fetal en casos
de ECFE. Ademas, la falta de inclusién de casos de
mujeres embarazadas con feto homocigoto mutado
en este estudio limita la generalizaciéon de los
resultados y destaca la necesidad de investigaciones
futuras que aborden esta drea especifica.

A nivel clinico, los hallazgos de este estudio tienen
implicaciones significativas. La capacidad de
determinar el genotipo fetal de manera no invasiva
puede impactar en la toma de decisiones informadas
por parte de los padres, permitiendo la planifica-
cién y preparacion adecuadas para el cuidado del
nifio afectado por la ECF cuando la interrupcion
del embarazo no sea una opcién. Ademads, esta
técnica podria minimizar los riesgos asociados
con procedimientos invasivos de diagnéstico
prenatal, como la amniocentesis o la biopsia corial,
mejorando asi la seguridad y bienestar tanto de la
madre como del feto (5-7).

El éxito de esta investigacidn resalta la importancia
de la continua exploracién y desarrollo de
herramientas de DPNI. La aplicacion exitosa de la
dPCR en la determinacién del genotipo fetal para la
ECF sugiere su potencial utilidad en otras enferme-
dades monogénicas hereditarias, abriendo la puerta
a futuras investigaciones que exploren su aplica-
bilidad en una gama mas amplia de condiciones
genéticas.

En resumen, si bien este estudio piloto ofrece
resultados alentadores en el uso de la dPCR para
el DPNI de la ECF, se requiere mds investigacion
para consolidar y validar plenamente la utilidad
clinica de esta técnica en la determinacidn precisa
del genotipo fetal en casos de esta enfermedad y
su posible aplicacion en otros trastornos genéticos.
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