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Resumo

0 diagndstico pré-natal tem como objetivo a detecao precoce de anomalias cromossomicas, mas apenas
é possivel por meio de métodos de diagndstico invasivos que acarretam o risco de perda fetal. A descoberta de
ADN fetal livre na circulagao materna, veio impulsionar o desenvolvimento de um teste pré-natal nao invasivo
(NIPT). Este trabalho teve como objetivo fazer uma revisao da literatura sobre o atual estado da arte do NIPT. Para
tal, foi feita uma pesquisa bibliografica no PubMed, da qual foram selecionados os artigos de interesse.

Atualmente, o NIPT pode ser utilizado com confianca no rastreio pré-natal das aneuploidias mais comuns.
Para tal, sao utilizadas as tecnologias de sequenciacao de nova geracao, através de diferentes abordagens.
Estudos confirmaram uma elevada sensibilidade e especificidade do NIPT em relacao aos testes de rastreio
bioquimico. Contudo, existem limitacdes que fazem ainda com que este teste nao possa ser considerado um teste
diagndstico, carecendo de confirmacao através de um teste invasivo.

Apesar de ser dispendioso, o NIPT encontra-se ja implementado na prética clinica de diversos paises, nao
sendo ainda disponibilizado pelo Sistema Nacional de Saide em Portugal. Apesar de ter revelado varias
potencialidades, existe ainda um caminho a percorrer para que possa vir a ser uma alternativa aos métodos de

diagndstico convencionais.

Palavras-chave: Diagndstico pré-natal, métodos de rastreio no soro materno, teste pré-natal ndo invasivo,

aneuploidia, acidos nucleicos livres



Abstract

The prenatal diagnosis is used to detect chromosomal abnormalities at an early stage, but it is only possibly
through invasive diagnostic methods that carry the risk of fetal loss. The discovery of free fetal DNA in maternal
circulation allowed the development of a non-invasive prenatal test (NIPT). The purpose of this paper is to make a
literary review of the current state of the art about NIPT. On that account, a bibliographic search was made on
Pubmed, from which were selected the articles of interest.

The NIPT can currently be used with confidence on the prenatal screening of the most common aneuploidies.
For that, new generation sequencing technologies are used, through different approaches. Studies confirm a high
sensibility and specificity of NIPT when compared to biochemical screening tests. However, there are limitations
that do not allow this test to be considered a diagnostic test, requiring confirmation with an invasive test.

Even thoughitis very expensive, NIPT has already been implemented in clinical practice in several countries
but has not yet been implemented in Portugal. Despite all the revealed potentialities, there’s still a way to go for

NIPT to be considered an alternative to the conventional diagnostic methods.

Keywords: prenatal diagnosis, maternal serum screening methods, noninvasive prenatal testing, aneuploidy,

cell-free nucleic acids
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1. Introducao

11.  Citogenética Humana

0 estudo da citogenética humana teve inicio com a descoberta dos cromossomas humanos, que
foram observados pela primeira vez por Walther Flemming em 1882, ano em que publicou a primeira
ilustracao de um cromossoma. Contudo, a designacao “cromossoma”, que vem da juncao das palavras
gregas “Khroma" que significa cor e “soma” que significa corpo, apenas foi atribuida por Wilhelm Waldeyer,
em 1888, devido ao facto de vdrias experiéncias terem demonstrado que 0s cromossomas eram
estruturas facilmente coradas.'

Em 1903, Sutton e Boveri elaboram formalmente a teoria da hereditariedade cromossémica,
explicando os fundamentos subjacentes as leis de Mendel que explicam a transmissao das caracteristicas
hereditdrias®. Sutton denominou a citogenética como o ramo da Biologia que se dedica ao estudo dos
cromossomas. Apesar do grande desenvolvimento de corantes, lentes éticas e técnicas de manipulacao
que ocorreu no inicio do século XX, o material de estudo utilizado (bidpsias, tecidos ou amostras
maceradas de células tumorais) e a escassa tecnologia disponivel impediam uma contagem reprodutivel
dos cromossomas, o que levou a vdrias publicacbes com ndmeros contraditérios. Em 1912, Von
Winiwarter refere a existéncia de 47 cromossomas no homem e 48 cromossomas na mulher e em 1923,
Painter reporta que o nimero de cromossomas da espécie humana seria 48, e reconhece a existéncia dos
cromossomas sexuais X e Y'2 Este niimero foi aceite até ao inicio da década de 50, altura em que
ocorreram avancos tecnoldgicos que culminaram na descoberta do nimero correto de cromossomas
humanos. Umdeles foi feito por Hsu,em 1952, de forma acidental®. Hsu jd havia sugerido que o estudo dos
cromossomas fosse feito em culturas celulares ao invés de cortes de tecidos. Por lapso, num dos seus
procedimentos experimentais, Hsu efetuou a lavagem das culturas celulares com uma solugao hipotdnica
em vez de uma solucao isotdnica, o que provocou a turgescéncia das células e consequentemente a
dispersao dos cromossomas, o que facilitou a sua observacao. Com base na descoberta de Hsu, em1956,
Tijo e Levan conseguiram obter preparacoes de células embrionarias com qualidade suficiente, que Ihes
permitiu fazer uma contagem correta e consistente do niimero de cromossomas?. Assim, foi reportado
por Tijo e Levan num artigo na revista Hereditas, que o niimero cromossémico humano seria de 46°. Ford
e Hamerton confirmaram o mesmo, no mesmo ano, em células somaticas testiculares®. A descoberta do
ndmero correto de cromossomas da espécie humana possibilitou que se aplicasse este conhecimento no
estudo de patologias humanas e em 1959, Jerdme Lejeune descreveu a presenca de um cromossoma

supranumerario reportando pela primeira vez um caso de trissomia que viria a ser conhecida como

Sindrome de Down3*. A partir de entdo foram descobertas e reportadas vdrias outras anomalias



cromossOmicas, a medida que a constante investigacao permitia significativos avancos tecnoldgicos e

cientificos®.

1.2 Os Cromossomas

Os cromossomas sao estruturas cuja unidade basica é a cromatina, que por sua vez é composta
por acido desoxirribonucleico (DNA) e proteinas. Estas proteinas que compde a cromatina denominam-se
de histonas®. As histonas sao proteinas pequenas e altamente conservadas, que estdo presentes em
grande quantidade e que formam em conjunto com o DNA, as unidades basicas e fundamentais da
cromatina, os nucleossomas — complexos DNA proteina. Por serem carregadas positivamente, devido a
sua elevada composicao em lisina e arginina, as histonas ligam-se intimamente ao DNA, funcionando
como a matriz sob a qual este se enrola’. Além disso, as histonas desempenham variadas funcaes,
controlando o acesso de elementos reguladores do DNA durante os processos de replicacao, reparacao e
transcricao etc. Existem também as proteinas nao histénicas, que para além de também intervirem na
condensacdo dos cromossomas, funcionam muitas vezes como enzimas e atuam na regulacdo da
atividade génica'. A cromatina pode ser dividida em duas classes: a eucromatina e a heterocromatina. A
eucromatina é descondensada e estendida e representa a zona com maior atividade do genoma. A
heterocromatina é mais condensada e representa regides menos ativas e/ou inativas do genoma, e
divide-se em heterocromatina constitutiva ou facultativa. A heterocromatina constitutiva é constituida
por sequéncias de DNA repetitivas e é na maioria das vezes inativa, localizando-se na regiao
pericentromérica de todos os cromossomas e na extremidade distal do cromossoma Y. A
heterocromatina facultativa é constituida por DNA nao repetitivo e resulta de mecanismos de
silenciamento genético, podendo ser descompactada tornando-se transcricionalmente ativa®.

O DNA de uma célula humana é bastante extenso, dai a necessidade da sua compactacao. Durante o
ciclo celular, verifica-se uma grande variabilidade na conformacao e no grau de compactacao dos
cromossomas. E na metafase, uma das fases da mitose, que os cromossomas apresentam um grau de
compactacao que permite a sua visualizacao ao microscdpio, possibilitando assim o seu estudo
citogenético®.

Cada nucleo de uma célula somatica humana normal contém 23 pares de cromossomas distintos,
sendo 44 autossomas e dois heterossomas (cromossomas sexuais). Estruturalmente, os cromossomas
sao compostos por dois cromatideos irmaos, e compreendem trés regioes funcionais: o telémero, o
centrémero e aregiao organizadora do nticleo (NOR)2.

O centrémero é uma constricao primaria que une duas cromatideas irmas. O centrémero permite

também a unido entre os dois bracos do cromossoma, sendo o braco mais pequeno designado por p (de



petit) e localizado para cima do centrémero, e o mais longo por g (por ser a letra sequinte do alfabeto) e
localizado para baixo do centrémero. E constituido maioritariamente por DNA satélite e contém o
cinetocoro, uma estrutura proteica complexa, através da qual os cromossomas se ligam ao fuso
acromatico’.

Os telémeros sao estruturas especializadas, localizadas na regiao terminal do cromossoma, que
contém repeticoes em tandem da sequéncia nucleotidica TTAGGG. Estas estruturas desempenham
fungdes essenciais como: mantém a integridade estrutural do cromossoma, ajudam no emparelhamento
cromossomico inicial na meiose, ajudam no posicionamento dos cromossomas no nucleo e asseguram a
replicacao completa do DNAZ.

A NOR encontra-se nos stalks dos satélites dos bracos curtos dos cromossomas acrocéntricos e

tém como principais funcdes a participacdo na formacao do nucléolo e a codificacao do RNA ribossomal®.

1.2.1 Nomenclatura dos cromossomas

Dado que existem 46 cromossomas nas células Humanas, com o tempo surgiu a necessidade de
0s organizar e agrupar de modo a descrevé-los de uma forma unica, simples e universal. Assim, apds
vdrias convencoes e conferéncias internacionais surgiram 0s pressupostos nos quais se baseia a
nomenclatura cromossémica. De acordo com esses mesmos pressupostos, 0S Cromossomas
classificam-se com base no tamanho, padrao de bandas e posicao do centrémero®. Os autossomas sao
organizados do 1ao 22 por ordem decrescente de tamanho (com excecao do cromossoma 22 que € maior
gue o 21) e 0s cromossomas sexuais sao denominados de X e Y. Consoante a posicao do centrémero o0s
cromossomas sao classificados como acrocéntricos — centromero junto a uma extremidade,
metacéntricos — centrémero no centro, ou muito perto do centro e submetacéntricos — centrémero entre
0 meio e a extremidade. Os bracos sao divididos em regides tendo como referéncia o centrémero, 0s
teldmeros e as bandas caracteristicas, e a numeracao das bandas é feita sequencialmente do centrémero

para o telémero, em cada um dos bracos®.

11.  Alteracoes cromossomicas

As anomalias cromossdmicas definem-se como alteracdes no nimero e/ou estrutura normal dos
Cromossomas, e sao a causa de uma percentagem significativa de doencas humanas, afetando cerca de
20% das gestacdes, onde a maioria termina em aborto espontanea’. Isto acontece porque na sua grande
maioria, as anomalias cromossomicas traduzem-se em expressoes fenotipicas tao graves que sao
incompativeis com a vida. Estas anomalias podem ser classificadas de constitucionais ou adquiridas. As

anomalias cromossomicas constitucionais sao as que ocorrem antes ou pouco depois da fecundacao, e ja



existem no individuo aquando do seu nascimento. As anomalias cromossémicas adquiridas sao as que
surgem ao longo da vida do individuo e que resultam normalmente de um processo de carcinogénese. As
consequéncias de uma alteracao nos cromossomas sao diversas e vao depender do tamanho do
cromossoma afetado, do facto de ser um autossoma ou heterossoma, entre outros fatores?. Geralmente

as anomalias cromossémicas sao classificadas em dois grandes grupos: numéricas e estruturais.

1.3.1 Alteragcdes cromoss6micas numéricas

Uma alteracao cromossomica numérica define a condicao em que ha um aumento ou diminui¢ao do
ndmero normal de cromossomas. Este tipo de anomalias sao a principal causa de aborto, sendo
responsaveis por aproximadamente 35-45% dos abortos espontaneos e por cerca de 4% dos nados
mortos. As causas subjacentes a estas alteraces sao muito varidaveis mas associam-se principalmente
a erros na divisao celular. As anomalias cromossémicas numéricas podem ser classificadas como

poliploidias ou aneuploidias>.

Poliploidia

As poliploidias sao alteragdes numéricas em que o nimero de cromossomas resultante é multiplo do
ndmero hapldide (n), sendo as mais comuns as triploidias (3n) e as tetraploidias (4n). A maioria das
triploidias ocorre devido a fecundagao de um ovdcito por dois espermatozdides hapldides. A fecundagao
de um ovdcito dipldide por auséncia de reducao meiética, ou a fecundacao por um espermatozdide
dipléide sao outras das possiveis causas. Estas alteracoes sao habitualmente letais, existindo raras
excecoes em que o feto sobrevive até ao nascimento, mas nasce com anomalias na maioria dos 6rgaos,

nao sobrevivendo por muitos dias'>.



Aneuploidia

Um organismo uni ou pluricelular que apresenta o nimero normal de cromossomas para a sua espécie
diz-se ser eupldide. Por outro lado, quando ocorre uma alteracao no niimero normal de cromossomas, em
que hd ganho ou perda de um nimero de cromossomas inferior ao niimero hapldide, estamos perante uma
aneuploidia, surgindo um organismo aneupldide. As aneuploidias ocorrem normalmente devido a erros
nos mecanismos de divisao celular tais como a nao disjuncao nameiose ounamitose (Figura1), ou 0 atraso
na migracao do cromossoma durante a anafase'. O risco de aneuploidia aumenta com a idade materna,

sendo que estas representam a maior causa de aborto espontaneo (cercade 50%) e de morte neonatal®®.

(a) Nao-disjungdo durante a meiose | (c) Ndo-disjungio na mitose
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Figura 1 - Esquema da ndo disjuncdo meidtica e mitética. (a) ndo disjuncao durante a meiose |, o que vai
originar gametas dissémicos e nulissémicos. (b) ndo disjuncao durante a meiose I, o que origina dois
gametas normais, um nulissémico e um dissémico. (c) a ndo disjuncdo mitdtica origina duas linhas celulares
(trissémica e monossémica). Adaptado de (6).

De acordo com Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC), as anomalias congénitas mais
prevalentes sao aneuploidias autossémicas, nomeadamente as trissomias 13, 18 e 21, sendo esta Ultima
amais frequente’. A gravidade das trissomias autossémicas € diretamente proporcional ao tamanho dos

cromossomas envolvidos'.Isto deve-se ao facto de quanto maior for o cromossoma, maior o nimero de



genes envolvidos, e como tal, maior o nimero de consequéncias patoldgicas resultantes. Existe uma forte

associacao entre aidade materna e o risco do feto ter uma trissomia®.
1.3.1.1 Trissomia 21

A Trissomia 21(T21) é uma aneuploidia que se caracteriza pela presenca de um cromossoma extra no
par de cromossomas 21(Figura 2). Esta condicao genética foi descrita pela primeira vez em 1866 por John
Langdon Down, motivo pelo qual é também conhecida como sindrome de Down?®. Mais tarde, em 1909,
Shuttleworth descobriu a associacao entre a idade materna avancada e um aumento do risco para esta

condicao'®.
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Figura 2 - Cariétipo de um feto do sexo masculino com Trissomia 21. Adaptado de (1)

A T21é a aneuploidia mais frequente na populacao, tendo uma prevaléncia de 1/1660, contudo, esta
prevaléncia aumenta de forma muito significativa com o aumento da idade materna®. O diagndstico de
sindrome de Down é confirmado apds estudo citogenético, que permite verificar a presenca de um
cromossoma 21 extra.

Em 90% dos casos o cromossoma extra é de origem materna, e resulta maioritariamente da nao
disjuncdo na primeira divisao da meiose, embora em alguns casos possa ocorrer na segunda divisao da
meiose’®. A idade materna tem uma grande influéncia na ocorréncia da ndo disjuncao, razao pela qual o
risco para a sindrome de Down aumenta significativamente com o aumento da idade materna (tabela 1).
Os mecanismos subjacentes a esta associacao sao alteracdes na recombinacao meidtica, perda de

coesao entre as cromdtides, falhas no checkpoint do fuso mitético e disfungdes mitocondriais®. A idade



materna estd mais associada ao risco de aneuploidias do que a idade paterna, porque a mulher apenas
liberta um évulo a cada ciclo menstrual enquanto o homem liberta milhares de espermatozdides a cada

ejaculacao, o que diminui a probabilidade de espermatozéides anémalos chegarem ao 6vulo®.

Tabela 1- Idade materna e risco para a sindrome de Down. Adaptada de (1)

Idade (anos) Risco Idade (anos) Risco
20 1/1528 37 1/242
25 1/1351 38 1/189
30 1/909 39 1/146
31 1/796 40 1/112
32 1/683 41 1/85
33 1/574 42 1/65
34 1/474 43 1/49
35 1/384 44 1/37
36 1/307 45 1/28

Contudo, em alguns casos (5-7%), o cromossoma 21 extra tem origem na nao-disjuncao durante a
meiose paterna e muito raramente (3-5% dos casos), a trissomia 21 tem origem em erros durante a
mitose’.

Numa pequena percentagem de casos de trissomia 21, cerca de 3% a 4%, estao presentes
translocacOes robertsonianas, que ocorrem normalmente entre um cromossoma 21 e um dos
cromossomas 13, 14 ou 15 ou entre um cromossoma 21 e um cromossoma 22 ou entre os dois
cromossomas 218, Estas translocagdes sao maioritariamente “de novo” e ocorrem antes do crossing-over
da primeira divisao da meiose. Nesta fase ocorre uma quebra no centrémero ou préxima deste nas
sequéncias repetitivas do braco curto. Os fragmentos acéntricos resultantes desta quebra perdem-se, e
o0s bracos longos dos dois cromossomas unem-se pelas extremidades originadas pela quebra, dando
origem a um novo cromossoma’®.

Por vezes ocorrem também situacoes de mosaicismo originadas frequentemente pela perda do
cromossoma 21 extra em algumas células do embriao trissémico, ou, por vezes, pela nao disjuncao
mitdtica de um embrido inicialmente normal'. Nestes casos, o individuo tem a presenca de células normais
e de células trissémicas, o que faz com que por vezes as manifestacoes clinicas sejam mais leves, o que
vai depender muito nao s6 da percentagem de células trissémicas presentes, como também do momento

do desenvolvimento embrionario em que surge o0 mosaicismo®.



A sindrome de Down conduz a uma expressao fendtipica especifica, tendo os individuos afetados
caracteristicas comuns tais como: dismorfia facial, estatura baixa, rosto redondo, maos e pés pequenos,
pescoco curto e largo, entre outras (Figura 3).

Além disto, os individuos com sindrome de Down tém elevada probabilidade de desenvolver
problemas de fala ou perturbagdes da linguagem, défice de forca muscular e problemas de motricidade,
perturbacdes do desenvolvimento intelectual e ainda cardiopatia congénita. A esperanca média de vida
dos portadores de sindrome de Down é menor do que na populacao em geral, contudo, tem vindo a
aumentar gracas a melhoria na qualidade dos cuidados e acompanhamento clinico prestado a estes

individuos, podendo neste momento ultrapassar os 60 anos'2°.

Figura 3 - Caracteristicas fisicas de um individuo portador de sindrome de Down: A — com sete meses de idade; B -
com dois anos de idade; C - com 3 anos de idade e D — com 12 anos de idade. Adaptado de (1)

1.3.1.2 Trissomia 18

A trissomia 18 (T18), ou sindrome de Edwards, foi descrita pela primeira vez em 1960 e é a sequnda
trissomia mais frequente, caracterizando-se pela presenca de trés cromossomas 18’ (Figura 4). A sua
prevaléncia é de 1/8000 recém-nascidos e é trés vezes mais comum no sexo feminino do que no
masculino, o que se pensa estar relacionado com o facto de a taxa de perda fetal no caso dos fetos do sexo
masculino ser superior comparativamente com os do sexo feminino, fazendo com que hajam mais nados
vivos do sexo feminino. Aproximadamente 95% dos fetos abortam espontaneamente’®. A semelhanca da
trissomia 21, a prevaléncia da trissomia 18 aumenta com o aumento da idade materna.

0 cromossoma 18 supranumerdrio resulta geralmente da nao-disjuncao na meiose, podendo também
ocorrer a trissomia barcial do braco curto ou do braco longo do cromossoma 18. Raramente as trissomias

18 tém como causa translocacdes ou mosicismos embora também seja possivel™©™.
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Figura 4 - Caridtipo de um recém-nascido do sexo masculino com trissomia 18. Adaptado de (1)

As consequéncias fenotipicas desta condicao sao mudiltiplas e severas pelo que as criancas que
sobrevivem apresentam graves problemas de desenvolvimento mental e fisico, o que leva a que amaioria
ndo viva para além do primeiro ano™. As caracteristicas mais comuns em criancas portadoras desta
sindrome sao: atraso no crescimento, micrognatia, occipital proeminente, orelhas baixas, pescoco fino,
esterno curto entre outras. Ao nivel dos drgaos apresentam frequentemente cardiopatias congénitas,
malformacodes gastrointestinais, segmentacao anormal dos pulmaes, rim ectdpico e rim em ferradura

entre outras"'".

1.3.1.3 Trissomia 13

A trissomia 13 (T13), ou sindrome de Patau, caracteriza-se pela presenca de um cromossoma extra no
par 13 (Figura 5) e foi descrita em 1960'". Hd semelhanca das restantes trissomias, o cromossoma extra
presente na trissomia 13 tem origem sobretudo na nao-disjuncao meidtica, maioritariamente da mae,
sendo que em 20% dos casos estd presente uma translocacao robertsoniana'®.

Esta sindrome esta associada a uma elevada mortalidade intra-uterina, e as criancas que nascem
raramente sobrevivem para além dos seis meses de vida. Fenotipicamente, as caracteristicas mais

comuns sao: polidactilia pds-axial, microcefalia, anomalias oculares, Iabio leporino, fenda esfenopalatina,

hérnia umbilical, entre outras''.
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Figura 5 - Cariétipo de um individuo portador de trissomia 13.
[Fonte:http://worms.zoology.wisc.edu/zooweb/Phelps/47XX_13.html
acedido em 17/08/2021]

’

Clinicamente, as aneuploidias podem causar inimeras consequéncias, desde leves a graves, sendo
que no caso da T21, cerca de 43% das gestacdes afetadas terminam em aborto espontaneo ou nado-
morto'. Assim, e tendo em conta que as aneuploidias sdo a principal causa de morte perinatal e deficiéncia
na infancia, torna-se imperativa a sua detecao precoce, para assim se desponibilizar aconselhamento
genético aos futuros pais. Deste modo, é desejdvel que o rastreio pré-natal de anomalias cromossdmicas

seja oferecido a todas as mulheres grdvidas’.

1.3.2 Alteracdes cromossomicas estruturais

As alteracbes cromossOmicas estruturais resultam em rearranjos dos cromossomas Como
consequéncia de uma ou mais quebras cromossémicas®. Estes rearranjos podem ser equilibrados ou nao
equilibrados. Nos rearranjos equilibrados toda a informacao genética é conservada, havendo apenas um
acondicionamento diferente da mesma. Nos rearranjos nao equilibrados ha perda ou ganho de material
cromossomico, o que resulta comummente num fendtipo anormal. As quebras cromossémicas sao
potencialmente letais e podem ser espontaneas ou causadas por agentes quimicos ou fisicos. Durante o
ciclo celular, existem mecanismos de reparacao que corrigem as quebras unindo novamente os pontos de
quebra e reestabelecendo a integridade do DNA®. No entanto, quando ndo ha reparacao, ocorrem as
chamadas anomalias estruturais, cuja expressao fenotipica é muito varidvel mas associa-se
normalmente a atrasos no desenvolvimento e défice cognitivo®. Nos individuos normais portadores de

rearranjos equilibrados, existe o risco de virem a ter descendéncia anormal, pelo que é muito importante o
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estudo familiar para que se possa detetar se existem outros membros da familia portadores da mesma
anomalia. Existem varios tipos de alterac6es cromossomas estruturais: delecoes, insercoes, duplicacoes,
inversdes, translocacdes, cromossoma em anel e isocromossomas>>,

As delecdes sao alteracdes nao equilibradas que resultam da perda de um segmento cromossémico
acéntrico®. Consoante o local de rutura, as delecdes dao designadas terminais, quando existe apenas um
ponto de quebra, ou intersticiais, quando ocorrem dois pontos de quebra e se perde o fragmento
cromossomico. As delecoes provocam monossomias parciais que resultam normalmente em patologias
graves. Um exemplo de uma sindrome causada por uma delecao é a sindrome Cri-du-chat. Existem
também sindromes causadas por microdele¢des, nao visiveis ao microscdpio dtico, como € o caso da
sindrome de Prader-Willi e a sindrome de Angelman®.

As insercoes tem origem normalmente numa delecao intersticial num cromossoma, cujo fragmento
deletado se insere no local onde ocorreu uma quebra em outro cromossoma. Podem ser diretas se o
fragmento de inserir no outro cromossoma mantendo a sua orientacao original ou invertidas nos casos
em que o fragmento se insere com uma orientagdo inversa a sua orientagao original'.

As duplicacoes sao alterac6es nao equilibradas que resultam da presenca de uma cdpia extra de um
fragmento do mesmo cromossoma. O efeito fenotipico deste tipo de alteracao é geralmente menos grave
do que o das delecoes, dependendo sempre da extensao do material cromossémico envolvido®®.

Asinversoes sao anomalias intracromossomais que resultam de duas quebras no cromossoma, cujo
fragmento resultante das mesmas sofre uma rotacao de 1802 e é reinserido no cromossoma com uma
orientacao inversa a orientagao original. As inversdes sao denominadas de pericéntricas quando o
centrémero se encontra dentro da regiao invertida ou paracéntricas quando os dois pontos de quebra se
localizam no mesmo brago cromossémico. Estas alteracdes sao raras e sao normalmente equilibradas, ou
seja, nao existe perda ou ganho de material genético, pelo que nao conduzem geralmente a um fendtipo
anormal®.

As translocacoes resultam da troca ou recombinacao de cromossomas e fazem parte das alteracoes
cromoss6micas mais frequentes. Podem ser equilibradas ou nao equilibradas e distinguem-se em trés
tipos: reciprocas, robertsonianas e insercionais®. As translocacoes reciprocas sao aquelas em que hd uma
troca muitua de segmentos entre cromossomas o que resulta num rearranjo equilibrado. Nas
translocacdes robertsonianas, ocorre em dois cromossomas uma quebra no centrémero ou muito
proxima deste®. Os fragmentos acéntricos resultantes perdem-se e os bracos longos dos dois
cromossomas que sofreram a quebra fundem-se originando um novo cromossoma. No caso das
translocacdes insercionais, estas acontecem quando um fragmento cromossomico muda de local dentro
do mesmo cromossoma ou entre diferentes cromossomas®.

Os cromossomas em anel sao uma alteracao que resulta na formacao de um cromossoma com

forma circular, causada por quebras nas extremidades de ambos os bracos do cromossoma e posterior
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fusao dos dois pontos de quebra. O cromossoma em anel origina monossomias parciais quando substitui
0 homdlogo normal no cariétipo e resulta em trissomias parciais quando esta presente como cromossoma
supranumerario’.

Os isocromossomas sao cromossomas que possuem dois bragos com a mesma constituicao unidos
por um centrémero. A principal causa na origem dos isocromossomas é um erro na divisao celular em que
o centromero se divide transversalmente separando os bracos curtos dos bracos longos em vez de
separar os dois cromatideos®. Alguns isocromossomas sao letais como o caso dos isocromossomas dos
autossomas nao acrocéntricos, mas alguns sao compativeis com a vida, como é o caso doisocromossoma

X'2,

1.4. Conceito de Rastreio Pré-Natal

A vigilancia pré-natal tem ao longo do tempo permitido diminuir drasticamente a morbilidade e
mortalidade maternas, fetais e infantis. A qualidade desta vigilancia tem vindo a aumentar, em Portugal,
desde aintroducdo em 2015, de um programa nacional de vigilancia da gravidez®. Os principais objetivos
do atual programa sao detetar precocemente qualquer situacao anormal no curso da gravidez e identificar
fatores de risco que possam vir a afetar a sua evolucdo. Assim, uma das etapas essenciais consiste no
rastreio pré-natal de anomalias congénitas™.

De acordo com a Direcao Geral de Satide (DGS), um teste de rastreio deve cumprir determinados
requisitos quanto as caracteristicas do exame, as caracteristicas da doenca e da possivel intervencao a
ser feita. No que concerne as caracteristicas do exame, este devera ser econdmico, fidvel, reprodutivel e
nao invasivo; no que diz respeito a doenca, deve ser avaliada a gravidade, a histdria natural, se é passivel
de tratamento, e a sua prevaléncia, e por fim, a intervencao a realizar (diagnéstico e tratamento) devera
ser eficaz, disponivel e acessivel™. Além de todas estas caracteristicas, um bom método de rastreio devera
ter elevada sensibilidade e uma baixa taxa de falsos positivos™. O rastreio pré-natal visa fornecer
informacao importante acerca da sadde fetal, sobretudo para que os pais possam decidir pela
continuidade da gestacao ou pela interrupcao voluntdria da gravidez (IVG). Até 1984, a IGV era proibida
em Portugal, passando a ser permitida apenas em casos de malformacao fetal, casos em que existisse
perigo de vida ou de lesao grave para a saude da mulher ou ainda em casos em que a gravidez resultasse
de uma violagao. Em 2007, passou a ser permitida a IVG por opcao da mulher até as primeiras dez
semanas de gravidez, sendo que em caso de existir malformacao ou doenca grave no feto este prazo é
alargado até as 24 semanas®™. Por este motivo, ha cada vez mais a preocupacdo constante e procura por
métodos de rastreio pré-natal sequros e fidveis que permitam atempadamente detetar anomalias fetais,

para que a mulher possa ter tempo e a oportunidade de decidir pela IVG se assim o entender.
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O rastreio pré-natal comecou a ser desenvolvido em 1950, com a descoberta da ultrasonografia, que
além de ser utilizada por si s para o rastreio de anomalias fetais, através da visualizacao de alteracoes
estruturais no feto; veio também facilitar a realizacao de procedimentos invasivos de colheita de produtos
fetais como a amniocentese. Nos anos seguintes, o aprimoramento das técnicas de citogenética
permitiram a obtencao de culturas vidveis de células do liquido amniético, abrindo portas a andlise do
caridtipo fetal, tendo os primeiros cariétipos fetais sido obtidos entre 1965 e 1967. O primeiro diagndstico
pré-natal de uma anomalia cromossémica, mais concretamente de trissomia 21, foi descrito por Valenti e
Nadler, em 1968. Anos mais tarde, em 1984, varios estudos estabeleceram a relacao entre niveis baixos
de alfa feto proteina no sangue materno e a presenca de trissomia 21 no feto™. Esta descoberta
impulsionou a procura por outros potenciais marcadores bioquimicos que pudessem estar associados a
anomalias fetais.

Um estudo de Bogart et al. conseguiu estabelecer a relagcao entre niveis séricos elevados de
gonadotrofina coriénica humana na mae e aneuploidia fetal®. Outros estudos permitiram associar o
estradiol nao conjugado, a proteina plasmatica associada a gravidez e a inibina A, ao leque de
biomarcadores importantes para o rastreio pré-natal de anomalias no feto. Nos anos 90 foram descritos
marcadores ecogrdficos, sendo que a translucéncia da nuca (TN) foi o que demonstrou ter maior relacao
com alteracdes cromossdmicas no feto. A TN consiste no espaco preenchido por linfa entre a pele e 0
tecido subcutaneo que circundam a coluna cervical. A etiologia subjacente ao aumento da espessura da
TN é variada, estando associada a defeitos cardiovasculares e pulmonares, displasias esqueléticas,
infecoes e disturbios metabdlicos e hematoldgicos. Existe uma forte correlagcao entre o aumento da
espessurada TN e a presenca de anomalias cromossémicas, nomeadamente trissomias'’. Assim, apds
estes desenvolvimentos, foi proposto em 1997 a utilizacao conjunta da TN e dos marcadores bioquimicos
como um rastreio combinado tnico a ser realizado no primeiro trimestre de gravidez'.

Atualmente, o rastreio pré-natal tem como objetivo avaliar se existe um risco aumentado do embriao
ou feto ter uma anomalia congénita’™. No entanto, os testes de rastreio nao sao diagndsticos, pelo que
independentemente deste ser positivo ou negativo, as gestantes deverao ser devidamente esclarecidas
quanto ao significado do resultado e aconselhadas quanto as opc¢oes que poderao tomar. As gestantes
com rastreio positivo deverao ter oportunidade de realizar um teste diagndstico, e este devera ser
indicado. As gestantes com rastreio negativo, embora nao se possa excluir por completo a presenca de
uma anomalia congénita, o risco é considerado menor pelo que nao deverao ser indicados outros testes
invasivos, pois estao associados ao risco de perda fetal. As anomalias congénitas mais frequentes sao as

aneuploidias, e como tal, estas sdo o principal alvo de um rastreio pré-natal™".

141 Tipos de rastreio e marcadores bioquimicos no soro materno
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O rastreio pré-natal de anomalias fetais em Portugal, baseia-se atualmente na medida da
translucéncia da nuca (TN) por ecografia e na andlise de biomarcadores no soro materno tais como: a
fracdao B da gonadotrofina coridnica humana ( 3 -HCG), a proteina plasmatica A associada a gravidez
(PAPP-A), aalfa-fetoproteina (AFP), ainibina A e o estriol ndo conjugado (uE3)'. Estes hiomarcadores sao
fetoplacentdrios, isto é, sao produzidos pelo feto ou pela placenta e libertados para a circulagcao sanguinea
materna, e o seu doseamento fornece informacao importante acerca do bem-estar fetal®®.

Atualmente existem vdrias opcoes de rastreio, que combinam diferentes testes a seremrealizados em
diferentes momentos da gravidez'®. O rastreio mais comummente utilizado € o rastreio combinado do
primeiro trimestre (RCPT), que € realizado entre as 10 semanas e as 13 semanas. 0 RCPT inclui a medicao
ecogrdfica da TN e o doseamento de dois marcadores no soro materno: 3 -HCG e a PAPP-A. A andlise
conjunta do resultado destes testes com outros dados maternos como a idade, peso, raca, antecedentes
de aneuploidia e nimero de gestacdes anteriores, permite calcular a estimativa de risco. Posto isto, 0
RCPT tem a vantagem de fornecer uma estimativa de risco numa idade gestacional precoce. No sequndo
trimestre pode ser realizado o rastreio quadruplo do sequndo trimestre, que como o prdprio nome indica,
consiste na medicao de quatro marcadores séricos maternos: a 3 -HCG, a alfa-fetoproteina (AFP), a
inibina A e o estriol ndo conjugado (uE3). Este rastreio realiza-se entre as 15 e as 22 semanas e permite
avaliar nao s6 o risco de aneuploidias como também o risco da ocorréncia de defeitos do tubo neural. No
entanto, tendo em conta que este rastreio é efetuado numa fase mais tardia da gravidez, se o resultado
for positivo, as possiveis opcoes de diagndstico e intervencoes sao mais limitadas'=°.

No sentido de obter as vantagens de ambos os métodos, surge o rastreio combinado, que consiste na
combinacao dos rastreios do primeiro e segundo trimestres, segundo dois modelos: integrado ou
sequencial. No modelo integrado, a gestante realiza o RCPT e posteriormente o rastreio quadruplo do
segundo trimestre, sendo que os resultados do primeiro rastreio sao retidos até a conclusao do segundo
rastreio, sendo depois ambos os resultados combinados, dando origem a um Unico resultado que é
traduzido numa estimativa de risco total para aneuploidias fetais. Este método apresenta uma elevada
taxa de detecao, de cerca de 96%. Contudo, o facto de o resultado final ser disponibilizado tardiamente,
limita o tempo e as acdes a tomar subsequentemente. Além disto, por vezes a grdvida nao realiza o
segundo rastreio, inviabilizando a eficdcia deste modelo. Quanto ao modelo sequencial, sao igualmente
realizados os rastreios do primeiro e sequndo trimestres, porém em vez de se obter apenas um resultado
final, obtém-se primeiramente o resultado do primeiro rastreio. Apds este primeiro resultado, podem ser
seguidas duas diferentes abordagens. Na abordagem passo a passo, caso o RCPT seja positivo, 0
processo é interrompido e sao aconselhados testes de diagndstico invasivos. Caso 0 RCPT seja negativo,
a gestante prossegue normalmente para o segundo rastreio. Na abordagem contingente, de acordo com
o resultado do primeiro rastreio, as gestantes sao classificadas como sendo de baixo, intermédio e alto

risco. As gestantes de baixo risco nao realizam mais qualquer teste sendo que as de risco intermédio
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prosseguem para o segundo rastreio e as gestantes de alto risco, é sugerido um teste diagndstico. A
abordagem sequencial evita arealizacdo do segundo rastreio em 75%-80% das mulheres e tem uma taxa
de detecao de 89-91%'® Pelo exposto, conclui-se que o rastreio integrado é o que oferece uma maior taxa
de detecao, e o rastreio quadruplo do segundo trimestre é o que oferece uma taxamenor, porém, a escolha
dométodo derastreio tera de ter em conta outros fatores tais como aidade gestacional, que podem limitar

aescolhadomesmo. A tabela 2 engloba as principais caracteristicas de cada método de rastreio pré-natal.

Tabela 2 - Caracteristicas dos métodos de rastreio pré-natal. Adaptada de (18)

Tipo de rastreio Trimestre Marcadores Taxa de detecao
Rastreio Ecografico 19 Translucéncia da nuca (TN) 76%
Rastreio quadruplo 22 B-HCG + AFP + E3+ Inibina A 81%
Rastreio combinado 10 TN + PAPP-A + B-HCG 85-93%
Rastreio integrado 19+ 20 TN + Rastreio Combinado + Rastreio 90-96%

Quddruplo
TN + Rastreio Combinado + Rastreio
Rastreio sequencial 19+ 20 Quddruplo 87-95%
por passos
Rastreio sequencial 19 4+ 29 TN + Rastreio Combinado + Rastreio 89-91%
contingente Quadruplo

Apdés um rastreio positivo, o American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) aconselha
a realizacao de um teste diagndstico, que permita identificar com clareza qual a anomalia cromossémica
presente®®. De entre estes, os métodos de diagndstico pré-natal convencionais sdo: a amniocentese, a
cordocentese e ahidpsia das vilosidades coridnicas. Todos estes testes se baseiam narecolha de material
fetal para analise genética. Contudo, todos estes testes sao invasivos, acarretando risco de perda fetal
que, embora minimo, leva a vdrias mulheres a optarem por nao realizar qualquer um destes
procedimentos®. A descoberta de DNA fetal livie em circulacdo no sangue materno, levou ao
desenvolvimento de um novo método de rastreio de anomalias congénitas, designado de teste pré-natal
nao invasivo (NIPT)?. Este teste foi introduzido em 2010 e tem sido aprimorado desde entdo. O NIPT é
realizado apartir de uma amostra de sangue materno, nao acarretando risco de perda fetal, o que faz com
que seja cada vez mais utilizado. Porém, a utilizacdao deste método para outros fins, como a determinacao
de caracteristicas do feto nao relevantes para a sadde, tem levantado questoes quanto a sua aplicacao. A

questao de o NIPT dever ou nao ser oferecido a todas as mulheres como método de diagndstico ou de
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rastreio, sao questoes que nao rednem consenso, e que fazem com que nao exista ainda uma

implementacao padronizada deste método®.

1.5.  Métodos de diagnéstico pré-natal invasivos

0 diagndstico pré-natal (DPN) permite através de diferentes técnicas e exames, detetar com exatidao
se um feto é ou nao portador de uma anomalia cromossémica, permitindo confirmar ou contrariar a
suspeita levantada pelo rastreio pré-natal. 0 DPN é muito Util, pois permite reduzir a ansiedade da
gestante, prever complicacdes na gravidez e/ou no parto e principalmente, permite aos pais decidir pela
continuidade ou interrup¢ao da gravidez no caso de um diagndstico positivo®. Além disto, o facto do DPN
permitir diagnosticar a condicao do feto, possibilita que se forneca aos pais o acompanhamento
psicoldgico e preparacdao necessdria. Em alguns casos, € possivel realizar o tratamento pré-natal da
crianca afetada®.

A DGS recomenda que o DPN para aneuploidias seja disponibilizado as gravidas com mais de 35 anos
de idade, pois € a idade a partir da qual o risco de se encontrar uma anomalia fetal € maior, considerando-
se assim que o beneficio da gestante realizar um DPN nesta fase sobrepde-se ao risco inerente aos
procedimentos invasivos do método®*.

Para além da idade materna superior a 35 anos, as indicac6es mais comuns para a realizacao de um
teste de diagndstico invasivo sao anomalias ecograficas, histdria familiar de anomalias cromossémicas e
rastreio bioquimico positivo®>2,

Os métodos de diagndstico pré-natal sao atualmente vdrios, e sofreram uma grande evolucao ao longo
do tempo. Inicialmente, estes métodos acarretavam um grande risco de perda fetal, uma vez que nao
existiam critérios seguros para efetuar a colheita das amostras. Os principais avancos ocorreram na
década de 80, aquando da introducao da ultrassonografia, que aumentou significativamente a seguranca
dos métodos de recolha de material fetal, viabilizando assim aimplementacao do diagnéstico pré-natal®.
Em 1984, foi publicada legislacao que permite a interrupcao voluntdria da gravidez (IVG), e é a partir desta
data que se comeca a desenvolver o DPN em Portugal®. Para tal, foram desenvolvidos procedimentos
invasivos com o objetivo de obter células fetais, tais como, a amniocentese, a cordocentese e a bidpsia das
vilosidades coridnicas®. Estes procedimentos invasivos convencionais, sao ainda amplamente utilizados

nos dias de hoje.
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1.5.1 Amniocentese

A amniocentese é o método de recolha mais antigo utilizado para o DPN. Esta técnica realiza-se entre
as 15 e as 18 semanas de gestacado, e consiste na realizacao de uma puncao transabdominal guiada por
ecografia até a cavidade amnidtica, permitindo obter liquido amniético®. Deste liquido amnidtico sao
isoladas células fetais que sao cultivadas, podendo posteriormente ser utilizadas para estudos
microbioldgicos, genéticos, moleculares e biogquimicos (Figura 6). Este procedimento é o mais
comummente utilizado para o diagndstico de anomalias cromossomicas fetais, podendo também ser
utilizado para o diagndstico de doencas do tubo neural e de infecao do liquido amnidtico ou do feto. Em
alguns casos, pode ainda ser utilizado como procedimento terapéutico para a remocao do excesso de

liquido amniético, ou para a introducao do mesmo, quando o nivel deste é inferior a 200mL?®,

Fluido amniético com células do feto

Agulha da sennga ‘/A\

/'. A an retirados mais ou menos
120 mL de liquido

— Liquido amnidtico

\Ceélulas do feto — Q

1 Células <> <@ 10\’

\ / @ O &/
AR As células sao
\ 'ODNA & analisado{ 4 separadas do fluido
para verificar por centrifugacao
mutacdes (B)ez”
\ 3 sa~a As células crescem

/ " em meio de cultura

* Faz-se o cariotipo para verificacao
de anomalias cromossomicas

As células sao analisadas para
verificar problemas metabdlicos

Figura 6 - llustracao do procedimento amniocentese.
[Fonte:http://maeaos37.blogspot.com/2011/06/amniocentese.html, acedido em 15/08,/2021].

A taxa derisco de perda fetal associada a amniocentese € atualmente muito baixa, sendo inferior a1%.
No entanto, este procedimento podera acarretar outras complicacdes, embora raras, tais como:
hemorragia vaginal, perda de liquido amnidtico, corioamniotite, infecao e lesao fetal. Apesar disto, este
método é considerado o gold standard, uma vez que apresenta uma elevada taxa de sensibilidade e

especificidade e uma taxa de erro minima, sendo as complicacdes associadas muito raras'.
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1.5.2 Cordocentese

A cordocentese é um procedimento que permite a recolha de sangue fetal através de uma pungao do
cordao umbilical. Esta técnica é guiada por ecografia, e € indicado a partir das 18 semanas de gestacao. A
taxa de perda fetal associada é superior a da amniocentese, sendo entre 1-2%, pelo que este método
apenas é utilizado em casos selecionados como por exemplo para a avaliagdo de mosaicismo
cromossémico previamente identificado por amniocentese. Outros riscos associados incluem o
sangramento do corddo umbilical, bradicardia fetal e infecao vertical®®. Contudo, esta técnica apresenta
como vantagem a obtencao cariétipo em 24-48horas, enquanto as restantes necessitam de 7 a 10 dias
devido anecessidade de cultura celular. Assim, este procedimento é muitas vezes utilizado quando aidade

gestacional é avancada®><®.

1.5.3 Bidpsia das vilosidades coridnicas

A hidpsia das vilosidades coridnicas (BVC), foi considerada um avanco na obstetricia, no inicio da
década de 80, passando a ser utilizada como método no diagndstico pré-natal. Esta técnica pode realizar-
se entre as 10 e as 14 semanas de gestacao, e consiste na obtencao de uma amostra placentdria por via
transabdominal ou transcervical, ambas guiadas por ecografia®.

A BVCapresentaa vantagem de poder serrealizada numafase precoce dagravidez, permitindo reduzir
o periodo de ansiedade dos pais e, caso seja necessario, de efetuar uma IVG mais precoce e segura. No
entanto, a taxa de erro associada a BVC é superior a da amniocentese, e atribui-se normalmente ao
mosaicismo confinado a placenta®. A taxa de perda fetal é inferior a 2% e raramente surgem outras

complicacdes tais como sangramento vaginal, perda de liquido amnidtico e infecao®.

1.6.  Citogenética convencional

A citogenética convencional consiste na analise dos cromossomas de acordo com o seu tamanho,
posicao do centrémero e padrao caracteristico de bandas. Esta andlise exige células em divisao celular
ativa que podem ser provenientes de diversos tecidos, nomeadamente células do sangue periférico,
células do liquido amnidtico e células de bidpsias de tecidos. Amostras de sangue periférico sao as mais
utilizadas para a realizacao de estudos pds-natais sendo as amostras de liquido amniético as mais
utilizadas para a realizacao de estudos pré-natais. Apds a obtencao da amostra, o estudo citogenético
compreende vdrias fases: a cultura celular,amanipulagao, o espalhamento, abandagem e por fim a andlise

ao microscopio®.
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1.6.1. Culturacelular

Para se obterem células em divisao celular, estas sao colocadas em meio de cultura apropriado. Os
meios de cultura utilizados sao geralmente meios aquosos com uma mistura de sais e glicose, podendo
também conter outros aditivos como vitaminas, aminodcidos, fatores de crescimento, antibidticos e
fungicidas de modo a garantir todas as condicoes ideais ao crescimento e divisao celular. A escolha do
método de cultura é normalmente feita de acordo com o tipo de amostra. Normalmente para amostras de
sangue periférico sao realizadas culturas em suspensao enquanto para amostras de tecidos e liquidos
amnidticos realizam-se culturas em monocamada, feitas em caixas de cultura, uma vez que este tipo de
células tém a necessidade de se fixar a uma superficie para crescerem. Apds colocadas em cultura, é
necessario manter as condicdes dtimas de temperatura, humidade e pH para que se obtenha um nimero
suficiente de células. O tempo de cultura varia com o tipo de células, sendo o tempo de cultura para as
células de sangue periférico entre 72 a 96 horas, muito inferior ao tempo de cultura das células do liquido

amnidtico e amostras de tecidos, que pode ser até duas semanas?.

1.6.2. Manipulacao celular

Apds se obter um nimero suficiente de células em divisao celular, seque-se a fase da manipulagao
que consiste em varias etapas. A primeira etapa consiste em interromper o ciclo celular em metafase
utilizando para tal uminibidor mitético, sendo o mais usado nos laboratdrios o colcemide. A sequnda etapa
consiste em provocar um choque hipotdnico, através da adicao de uma solucao hipotdnica que vai
promover a turgescéncia das células, sendo este passo essencial para que ocorrer espalhamento dos
cromossomas na lamina. De sequida € realizada a fixacao celular com uma solucao de metanol e acido
acético, que vai parar a acao da solucao hipotdnica. A ultima etapa é o espalhamento que consiste em
promover a rutura das células, o que vai permitir espalhar os cromossomas nalamina. Estes deverao ficar
espalhados de forma a que nao fiqguem demasiado dispersos nalamina, nem demasiado sobrepostos, para
que se obtenha uma boa visualizacao dos mesmos. Assim, as condic6es de humidade e temperatura
devem ser as ideais bem como o angulo e altura de espalhamento. Apds o espalhamento as laminas sao
normalmente observadas em contraste de fase para avaliar o nimero de metdfases e a qualidade do

espalhamento®’.

1.6.3. Coloracao e bandagem

Apds o espalhamento e a avaliagao das laminas em contraste de fase, é realizada uma técnica de

bandagem. As diferentes técnicas de bandagem que existem, permitem distinguir no cromossoma bandas
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com coloracao mais clara ou mais escura. A distincao de coloracao entre as bandas deve-se a fatores
como a composicao de bases nucleotidicas, ao tempo do ciclo em que ocorre a replicacao, a conformacao
da cromatina e ao nimero de genes e de sequéncias repetitivas'. Apés uma técnica de bandagem, cada

par de cromossomas apresenta um padrao Unico que permite distingui-los e agrupa-los'®.

1.6.4. Analise microscépica

Apds a bandagem, as laminas sao observadas ao microscépio 6tico com o objetivo de identificar
células em metdfase. As células encontradas em metdfase com qualidade sao analisadas
individualmente, contando-se o ndmero de cromossomas. Atualmente existem softwares especificos
que permitem captar as imagens das metdfases para posterior organizacao dos cromossomas e
montagem do cariétipo. O objetivo da andlise € a detecdo de anomalias numéricas e/ou estruturais nos

cromossomas?’.

Apesar da citogenética convencional ser considerada o método padrao e permitir uma andlise muito
precisa e completa dos cromossomas, apresenta algumas limitacoes como por exemplo o baixo poder de
automatizacdo (tanto os procedimentos praticos, como a analise dos cromossomas, requerem bhastante
experiéncia por parte de técnicos especializados), o tempo para a obtencao de resultados (8 a 14 dias,
dependendo do crescimento celular), o risco de insucesso da cultura por contaminacao ou inexisténcia de
crescimento celular e um poder de resolucao limitado, sendo ainda uma analise sujeita a variabilidade
inter-observador’.

Estas limitacdes tornam-se especialmente problematicas nos casos em que existe um elevado risco
da presenca de uma anomalia cromoss6mica, como por exemplo nos casos em que o rastreio ecografico
e/ou bioquimico foi positivo. Além disso, o tempo para a obtencao de resultados é problematico nos casos
em que o tempo de gestacao é avancgado, encontrando-se préximo do limite para que se possa proceder

alVG.

17. Genética molecular

1.71.  Fluorescence in situ hybridization - FISH

A técnica de FISH consiste na utilizacao de uma sonda oligonucleotidica marcada com um

fluorocromo, complementar a uma sequéncia do DNA alvo. Posteriormente, o sinal emitido pelo
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fluorocromo é visualizado por microscopia de fluorescéncia, sendo o nimero de sinais fluorescentes em
cada nucleo representa o nimero de cdpias do segmento alvo. Esta técnica é simples, rapida e econdmica,
tendo a vantagem de nao ser obrigatdrio cultivar e isolar as células, como acontece na citogenética

convencional®®®®, Os principais passos em que esta técnica decorre estao esquematizados na Figura 7.

DNA alvo

Desnaturacdo e
hibridacao do DNA
alvo e da sonda

Sonda de DNA
DNA 1a;lvc» marcado marcada com um
com fluorocromo fluorocromo

Figura 7 - Etapas da técnica de FISH. Adaptado de (29).

Para efeitos de DPN, a técnica de FISH é utilizada para o rastreio rdpido das principais aneuploidias,
utilizando-se normalmente para a realizacao desta metodologia um painel de sondas comerciais para 0s
cromossomas 13, 18, 21, X e Y. Esta metodologia tem a desvantagem de ser necessdrio haver uma

suspeita especifica, facto que limita o seu poder de diagndstico®.

1.7.2.  Quantitative fluorescence polymerase chain reaction — QF-PCR

A QF-PCR é uma técnica que se baseia na amplificacao de sequéncias de DNA repetitivas e
altamente polimdrficas que podem variar de comprimento entre individuos, denominadas de short
tandem repeats (STRs). Os STRs sao frequentemente utilizados para detetar anomalias cromossémicas
especificas, devido a sua variabilidade, estabilidade no tempo de vida de um individuo e sua adequacao a
ensaios multiplex. Assim, apds a amplificacao, os produtos sao separados por eletroforese capilar e
analisados recorrendo a um sequenciador automatico. A analise dos resultados baseia-se no nimero de
picos de fluorescéncia e no calculo da rdcio entre esses picos, sendo feita da sequinte forma: para um
determinado marcador num determinado loci, amostras de individuos normais apresentam dois picos,
com uma drea na proporcao de 1:1. Amostras de individuos com trissomia apresentam trés picos, com

areas na proporcao de 1:1:1 ou dois picos com areas na proporg¢ao de 2:12%.
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Esta metodologia requer pouca quantidade de ADN e permite numa unica reacao de PCR
detetar/excluir as aneuploidias mais comuns, existindo atualmente kits comerciais que permitem obter
resultados em 24 horas e a custo reduzido. Além disso, permite a detecao de contaminagao materna e de
triploidias em casos do sexo feminino. Porém, a QF-PCR apenas permite detetar alteracdes nos

cromossomas onde se encontram os STRs utilizados®"28.

1.7.3.  Multiplex ligation-dependent probe amplification - MLPA

A técnica de MLPA consiste na utilizagcao de duas sondas oligonucleotidicas, complementares a
regioes adjacentes na sequéncia de DNA alvo. Paratal, é utilizado apenas um par de primers, que é idéntico
em todas as sondas. Apds a hibridagao das sondas, estas ligam-se enzimaticamente, através da acao de
uma ligase termoestdvel. Apenas as sondas que sao eficientemente ligadas sao amplificadas. Todas as
restantes que nao se ligarem, ndao sao amplificadas, pelo que nao ha necessidade de remocao dos
produtos nao ligados. A separacao dos fragmentos resultantes é feita por eletroforese capilar num
sequenciador automatico, de acordo com o seu tamanho e intensidade de fluorescéncia®. Os resultados
sao analisados através da leitura dos picos de fluorescéncia obtidos, e comparacao com um padrao de
referéncia. Assim, 0 aumento ou diminui¢ao da drea do pico do produto de amplificacao, em relacao ao
padrao de referéncia, traduz a existéncia de um niimero anormal de cépias®. As etapas da técnica de

MLPA estao esquematizadas na Figura 8.

(a)Desnaturagdo e Hibridagdo
Sequéncia alve A Zona 3 Sequéncia alve B
I a0 prmer
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do primer

Zona & Sequéncia Zona § A
da primer stuffer do primer Sequéncia
— - T
(b)Ligagdo

[ AEEEREAN

| H (N |
- I " ||| 1R |
Figura 8 - Representacdo esquemdtica das etapas da técnica de MLPA: (a) desnaturacdo da amostra e
hibridacao das sondas, (b) ligacao enzimética das sondas, (c) amplificacao por PCR e (d) separacao dos produtos
de amplificacao por eletroforese capilar. Adaptado de (30)
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Esta técnica é facil de executar, barata e rapida, necessitando apenas de 20 ng de DNA. Permite a
andlise de diversas sequéncias numa unica reagao, e poder ser usada em varias aplicacoes, exigindo
equipamento bdsico, normalmente disponivel num laboratério de biologia molecular. Contudo, nao
permite a detecao de contaminacdo materna, nem de anomalias estruturais equilibradas, nem triploidias

em casos do sexo feminino3°.

1.7.4. Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH)

A técnica de aCGH é uma técnica que permite analisar todo o genoma com uma grande resolucao,
permitindo detetar alteracées submicroscdpicas no material cromossémico como microdelecdes e
microduplicacoes. Baseia-se no principio da hibridacao genédmica comparativa e consiste namarcagao do
DNA gendémico do individuo e do controlo com fluorocromos distintos, co-hibridizando posteriormente as
amostras com um conjunto de fragmentos gendmicos dispostos em diferentes spots ao longo de placas
de array®. O DNA do individuo a testar e 0 DNA controlo vao hibridar competitivamente com as sondas
representativas do genoma humano presentes no array. Apos a hibridacao, aintensidade de fluorescéncia
emitida pelos fluorocromos é medida por um scanner e analisada por um software (Figura 9)*. A analise
dos picos de fluorescéncia permite inferir se em determinada posi¢ao gendmica houve perda ou ganho de
material genético. Relativamente a técnica tradicional de citogenética, a aCGH apresenta a desvantagem
de nao permitir detetar alterac6es equilibradas, nem poliploidias ou mosaicismos de baixa expressao. No
entanto, permite detetar alteracdes submicroscdpicas nao detetadas pela andlise do cariétipo nem pela
técnica de FISH. Esta técnica é muitas vezes utilizada para diagndstico em amostras pré e pds-natais,

contudo, alteracdes detetadas por aCGH necessitam geralmente de validacao por outras técnicas como

MLPA3,
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Figura 9 - Esquema das etapas da técnica de aCGH. Adaptado de (32)

1.8.  Objetivos

As metodologias convencionais utilizadas para o diagndstico pré-natal tém a desvantagem de
necessitar da recolha direta de material fetal, que s6 pode ser realizada por meio de procedimentos
invasivos, que acarretam o risco de perda fetal. Os métodos de rastreio pré-natal como o rastreio
bioquimico no soro materno, embora nao sejam invasivos e portanto nao acarretem este risco, nao sao
suficientemente sensiveis nem especificos. A descoberta de DNA fetal livre em circulagao no plasma
materno, veio permitir o desenvolvimento de um teste pré-natal nao invasivo que se expecta poder ser a
solucao para estas limitacoes.

Assim, os objetivos desta revisao consistem em explicar em que consiste o NIPT e quais as
metodologias disponiveis atualmente; comparar as vantagens, desvantagens e relacao custo-efetividade
do NIPT, definir a luz do conhecimento atual qual o impacto real do uso do NIPT no DPN e avaliar as

possiveis aplicacoes futuras no DPN.

24



2. Métodos

Para a realizacao deste trabalho de revisao foi feita uma pesquisa bibliografica na base de dados

o u

PubMed, utilizando as seguintes palavras chave: “prenatal diagnosis’, "maternal serum screening

o

methods’, “noninvasive prenatal testing, aneuploidy’ e "“cell-free nucleic acids”. De modo a obter apenas o
conhecimento mais atualizado, foram pesquisados artigos publicados entre 2017 e junho de 2021. Os
resultados desta pesquisa foram analisados tendo sido selecionados apenas os artigos de interesse.

De modo a complementar a informacao encontrada, foram também consultadas algumas das
referéncias bibliograficas dos artigos selecionados, bem como algumas guidelines e documentos do
American College of Obstetricians and Gynecologists e de algumas instituicdes portuguesas.

A partir desta pesquisa foi elaborada a presente revisao literdria acerca do Teste pré-natal nao invasivo.
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3. Resultados

3.1. Teste pré-natal ndo invasivo

Nas dltimas décadas, tendo em conta as limitacdes no ambito dos métodos de rastreio e dos métodos
de diagndstico pré-natal convencionais, ainvestigacao tem sido no sentido de desenvolver métodos mais
seguros, que nao acarretemrisco de aborto e sejam sensiveis e especificos.

Assim, o primeiro passo no desenvolvimento de um teste nao invasivo e que permitisse o rastreio do
feto foi aidentificacao e recuperacao de células fetais do sangue materno, reportada pela primeira vez em
1969, por Walknowska®. A descoberta de metdfases com a presenca do cromossoma Y, em sangue de
mulheres grdvidas de fetos do sexo masculino, permitiu comprovar a existéncia de células fetais em
circulacao materna®. No entanto, e apesar desta descoberta ter sido um grande avanco, a escassez das
células fetais encontradas impulsionou varios estudos focados na identificacao e enriquecimento de
células fetais na circulacdo materna e analise das mesmas*3. Estes estudos revelaram a presenca de
vdrios tipos de células fetais no sangue materno, incluindo trofoblastos, linfdcitos, eritroblastos e
plaquetas. Todos estes tipos celulares foram alvo de estudos, exceto as plaquetas por nao possuirem
DNA.

As investigacoes seguiram no sentido de se perceber, de entre os diferentes tipos de célula capazes de
atravessar a placenta, qual seria o que tem maior potencial para ser utilizado em estudos genéticos. Varios
estudos identificaram os eritroblastos como sendo as células com maior potencial, devido a sua elevada
concentracao no sangue materno, aparecerem num estadio precoce da gravidez, e por serem células nao
expectdveis de serem encontradas no sangue materno®. Em 1990, Bianchi et al. conseguiu identificar e
isolar eritroblastos fetais do sangue materno, e identificar o sexo fetal**. Apds este avanco, vdrios
esforcos foram realizados no sentido de desenvolver uma metodologia sélida que permitisse detetar,
enriquecer e amplificar o material genético fetal presente nestas células, no entanto, o que se conseguiu
foi uma metodologia inconsistente, demorada, dispendiosa e com baixo rendimento, que acabou por
desmotivar os investigadores®*34,

Em 1997, Lo et al. identificaram ADN fetal livre (cffDNA) na circulacdo materna, o que impulsionou o

desenvolvimento de um teste pré-natal ndo invasivo®.

3.1.1. ADN fetallivre

0 DNA livre consiste em pequenos fragmentos de DNA (<200pb) que circulam no plasma materno em
consequéncia do turnover celular fisiolégico. Na mulher gravida, parte deste DNA livre é fetal, e pensa-se

ter origem na apoptose das células sinciotrofobldsticas e citotrofobldsticas da placenta. Apds o parto, o
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cffDNA (doinglés cell free fetal DNA) é abundante, estavel, e rapidamente eliminado da circulacao materna
apdos o parto, o que demonstra que é especifico do feto da ultima gestacao. Esta descoberta impulsionou
o desenvolvimento de uma abordagem nao invasiva, utilizando o DNA fetal presente no sangue materno

para fins de rastreio e diagndstico de anomalias fetais>® (figura 10).
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Figura 10- llustracdo de sangue materno com elementos fetais em circulagdo. Adaptado de (36)
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A percentagem de DNA fetal em relacao ao DNA total no plasma materno denomina-se por fracao fetal
(FF). O uso da FF permitiu o desenvolvimento de uma metodologia mais fécil, rapida e produtiva®. Estudos
prévios demonstraram que a FF corresponde em média a 10% do DNA livre total no sangue periférico, e
vai aumentando com o tempo de gestacao, podendo ser detetada a partir das 4 semanas de gestacao®. A
quantidade de FF obtida influencia a performance do teste. Se a FF for demasiado pequena, a anomalia
presente poderd ser camuflada pelo DNA livre materno. Assim, para uma andlise confidvel é necessdria
uma FF minima de 4%, embora este limite possa variar de acordo com a tecnologia e abordagem
utilizadas, pelo que atualmente, cada laboratdrio define o seu valor cut-off*2.

Além da idade gestacional, outros fatores influenciam a FF, nomeadamente o peso, o indice de massa
corporal, e 0 volume sanguineo maternos®. Estes fatores relacionam-se de forma inversa com a FF, isto
é, quanto maior o peso, o IMC e o volume sanguineo da mae, por norma, menor FF3¢, Isto acontece devido
ao facto do aumento destes trés fatores provocar um aumento do turnover celular fisioldgico, o que faz
com que haja mais DNA materno livre em circulacao e como consequéncia menos DNA fetal. Um estudo
demonstrou que em determinadas alturas da gestacao, a FF tende a ser superior quando o feto é portador

de T21einferior quando este é portador de T18, ou T13. (figura 11).
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Figura 11— Variacao da fracao fetal ao longo da gestacao de um feto sauddvel, com T21, T18 e T13. Adaptado
de (37)

A FF pode ser calculada por diferentes métodos tais como métodos baseados no cromossoma Y,
métodos de quantificacao de Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) e métodos baseados na metilacao
diferencial entre 0 genoma materno e fetal®®. Todos estes métodos se baseiam nas diferencas entre o
DNA fetal e materno.

Os métodos baseados no cromossoma Y consistem na quantificacao de sequéncias especificas do
cromossoma Y&, Seria expectdvel que o nimero de fragmentos de DNA correspondentes a sequéncias
do cromossoma Y fosse diretamente proporcional a FF. No entanto, existe uma regido designada por
regiao pseudo-autossémica, que é 98% homdloga a regiao q13-g22 do cromossoma X e corresponde a
uma porgao significativa do cromossoma Y3°. Atendendo a este fator, foram desenvolvidas férmulas
matematicas que permitem calcular a fracao fetal excluindo o contributo da regiao pseudo-autossémica.
Este método é simples e preciso, mas apenas aplicavel a gestacoes de fetos do sexo masculino.

Um outro método baseia-se nas diferencas de metilacao do genoma fetal e genoma materno. Os
padroes de metilagcao sofrem alteracdes ao longo do tempo pelo que € natural que mae e feto apresentem
padrdes de metilacdo diferentes. Atualmente ja sao conhecidos alguns genes “marcadores” que se sabe
estarem diferencialmente metilados na mae e no feto. Por exemplo, o gene PDESA é hipermetilado no
genoma materno e hipometilado no genoma fetal®®. Também o gene SERPIN5SB se encontra hipometilado
no genoma fetal mas ndo no genoma materno®. A detecdo da presenca ou auséncia destes genes

marcadores é feita recorrendo a enzimas de restricao sensiveis a metilacao. Esta estratégia é utilizada no
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ensaio de quantidade fetal (FQA), descrito por Nygren et al*° Neste ensaio, sao utilizadas enzimas de
restricao para digerir o DNA materno nao metilado, deixando a regiao gendmica hipermetilada intacta,
bem como os genes marcadores. A quantificacdo da fracao fetal é feita recorrendo a métodos
quantitativos como PCR em tempo real?®4°.

Outro método de cdlculo da FF é o método de quantificacao de SNPs. Os SNPs consistem em
sequéncias alternativas de uma tinica base em determinada posi¢ao do DNA genémico®®. A identificagao
destes polimorfismos pode permitir diferenciar o DNA fetal do DNA materno. Para este efeito, o DNA livre
(que contém DNA materno e DNA fetal) é extraido do sangue materno e sequenciado por NGS®. As
leituras geradas sao alinhadas com um genoma de referéncia. Numa determinada posicao do genoma, o
feto ira apresentar um nucleotideo diferente do da mae e do genoma de referéncia, ou seja, uma variante
de um dnico nucleotideo, ou seja, um SNP. Esta diferenca vai permitir distinguir as sequéncias referentes
ao DNA fetal das sequéncias referentes ao DNA materno. Conhecendo-se o nimero de sequéncias
pertencentes a mae e ao feto é possivel através de diferentes abordagens com recurso a cdlculos

matematicos, estimar a FF4°.

3.1.2. Tecnologias do NIPT

Atualmente, as principais tecnologias utilizadas para analisar o genoma fetal através do cffDNA sao as

tecnologias baseadas na sequenciacao de nova geracao - Next Generation Sequencing (NGS).

3.1.2.1 Next Generation Sequencing (NGS)

A sequenciacao de dcidos nucleicos constitui uma das bases fundamentais a investigacao bioldgica. O
primeiro grande progresso na tecnologia de sequenciacao de DNA foi introduzido, em 1977, por Sanger, e
foi sofrendo melhorias ao longo do tempo*'. Atualmente, a sequenciacao cldssica de Sanger baseia-se em
terminacdes de cadeia especificas de base em quatro reacdes separadas, correspondentes aos quatro
nucleotideos que compde o DNA (A, G, C, T). Na presenca de todos os quatro desoxinucleotideos
trifosfatados (dNTPs), um didesoxinucleotideo trifosfatado (ddNTP) especifico acoplado a um
fluorocromo € adicionado a cada reagao. A extensao de uma cadeia de DNA recentemente sintetizada
termina cada vez que um ddNTP correspondente é incorporado. A razdao dNTP/ddNTP na reacao de
sequenciacao determina a frequéncia de terminacao da cadeia, e portanto, a distribuicao dos
comprimentos das cadeias terminadas. A sequéncia é determinada apds ser submetida a uma

eletroforese de alta resolucao em tubos capilares, onde os produtos sao separados segundo o tamanho.
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Apds a separacao, os fragmentos marcados passam pelo detetor, onde um laser excita os fluorocromos,
produzindo emissoes de fluorescéncia de quatro cores diferentes. A fluorescéncia emitida € lida num
software especializado que permite assim conhecer a sequéncia de DNA*2,

A facilidade e precisao do método de Sanger, levaram a que fosse a tecnologia de sequenciacao de
DNA mais utilizada ao longo de 30 anos. No entanto, e apesar da sua automatizacao, o método de Sanger
era ainda considerado caro e ineficiente para processos de sequenciacao em larga escala. Assim, no
sentido de tornar o processo de sequenciagao mais célere e econémico surgiram os métodos de
sequenciacao de nova geracdo. Estes métodos apresentam como principais diferencas
comparativamente ao método de Sanger o facto de permitirem gerar milhoes de sequéncias curtas em
paralelo, e nao necessitarem de eletroforese, sendo simultaneamente mais rapidos e apresentando
menor custo. Apesar de diferentes entre si, as plataformas de nova geracao tém em comum o facto de se
basearem na sequenciacao paralela massiva de fragmentos de DNA.

As primeiras tecnologias de sequenciacao de nova geracao a surgir foram denominadas de tecnologias
de sequenciacao de segunda geracao. O primeiro grande sucesso de sequenciacao de segunda geracao
foi o sistema de pirosequenciacao GS20, introduzido em 2005 pela 454 Life Sciences, em Branford,
Connecticut®. Anos mais tarde, esta empresa foi adquirida pela Roche*®. Esta metodologia baseia-se no
principio de sequenciacao por sintese e provou ser 100 vezes mais rapida do que a sequenciacao
convencional pelo método de Sanger, e com menor custo*. A técnica utilizada consiste em trés etapas:
preparacao da amostra, reacao de PCR em emulsao e por fim a sequenciacao. Na preparacao da amostra,
o DNA é fragmentado por nebulizacao e posteriormente os fragmentos obtidos ligam-se a adaptadores
especificos que vao estabelecer a ponte de ligacao entre os fragmentos e microesferas magnéticas
sintéticas denominadas “beads”. A segunda etapa consiste na reacao de PCR em emulsao, em que sao
realizadas PCRs em goticulas aquosas separadas por uma fase oleosa, que vao funcionar como micro
reatores. Cada bead com um tnico fragmento gendmico é individualmente incorporada em cada goticula
oleosa, juntamente com reagentes de PCR. A amplificacdao permite obter mudiltiplas copias de cada
fragmento por bead. Por fim na etapa de sequenciacao, as microesferas sao distribuidas numa placa com
pocos de maneira a que cada poco fique apenas com uma microesfera. De seguida sao adicionados todos
0s reagentes necessdrios para a reacao de sequenciacao. As bases sao depois adicionadas
sequencialmente a placa, sendo que a incorporacao de cada base na cadeia em sintese vai libertar um
grupo pirofosfato, que vai desencadear uma reacao quimica catalisada enzimaticamente que por sua vez
originara a emissao de luz. Assim sendo, ao conhecer a identidade do nucleétido adicionado, é possivel
saber qual a sequénciade bases da cadeia em sintese, através do sinal de luz emitido*'. Todas estas etapas

se encontram esquematizadas na Figura 12.
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Figura 12 - Esquema do processo de sequenciacao do sistema GS20 454. Adaptado de (39)

No mesmo ano em que surgiu o sistema de pirosequenciacdo GS20, surge tamhém o sistema Solid™,
desenvolvido pela empresa Applied Biosystems sediada em Waltham, Massachusetts. Para a construcao
dabiblioteca desta plataforma, os fragmentos de DNA sdo ligados a adaptadores universais, sendo depois
acoplados as beads através da ligacao de um dos adaptadores a uma sequéncia curta complementar
presente na superficie da bead”’. A uma determinada bead apenas se vai ligar um tipo de fragmento.
Posteriormente, as beads sao “capturadas” em goticulas onde ocorre a reagao de PCR em emulsao. Como
resultado sao produzidas milhares de cdpias do mesmo fragmento. A etapa de sequenciacao desta
plataforma difere de outras metodologias por utilizar uma DNA ligase em substituicao de uma DNA
polimerase. A sequenciacao ocorre através da ligacao de sondas fluorescentes, cada uma contendo oito
nucleotideos: os primeiros dois nucleotideos sao informativos, os trés seguintes podem ser qualquer um

dos quatro tipos de nucleotideos (organizados aleatoriamente em todas as combinagdes possiveis), e 0s
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trés dltimos sao universais, isto é, capazes de emparelhar com qualquer outro nucleotideo. Posto isto, a

sequenciacao ocorre em cinco etapas que se encontram esquematizadas na figura 13.
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Figura 13 - Etapas de sequenciacao do sistema Solid™. Adaptado de (39)

Na primeira etapa, ocorre a ligacao da primeira sonda ao complexo formado pelo DNA alvo, adaptador
e bead. O adaptador funciona como molde para a ligacao de um primer de tamanho n. Em sequida, ocorre
aligacao covalente do ultimo nucleotideo do primer com o primeiro nucleotideo informativo da sonda, por
acao da DNA ligase. Apds esta ligacao, ocorre a excitacao do fluorocromo que de acordo com o
dinucleotideo incorporado, emite uma fluorescéncia que € registada e convertida em cores por softwares
especificos. Depois, ocorre a clivagem num ponto especifico da sonda, e os trés nucleotideos universais e
o fluorocromo sao libertados. De seguida, uma nova sonda é adicionada e ocorre todo o processo ocorrido
com a adicao da sonda anterior. Este processo € repetido inimeras vezes, até que toda a extensao do DNA
molde esteja coberta por dinucleotideos*.

Na segunda etapa, a sequéncia de DNA de cadeia dupla é desnaturada e inicia-se novamente a
sequenciacao, mas desta vez com um primer de tamanho n - 1. Este processo repete-se para as etapas
trés, quatro e cinco em que sdo utilizados, respetivamente, primers de tamanho (n- 2), (n- 3) e (n- 4). Apds
estas cinco etapas, o resultado é um sistema de cores que representa a informacao contida ao longo da
extensao do DNA alvo®'.

Em 2007 o trabalho conjunto de quatro empresas: Solexa, Lynx Therapeutics, Manteia Predictive
Medicine culminou no desenvolvimento do sequenciador /llumina Genome Analyser”. Atualmente

comercializada pela empresa lllumina, sediada em San Diego, California, esta tecnologia utiliza a
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semelhanca da sequenciacao de Sanger, nucleétidos terminadores acoplados com um fluorocromo
diferente para cada uma das quatro bases. O processo inicia-se com afragmentacao do DNA de interesse,
através de processos de sonicacao, nebulizacao, ou também por métodos quimicos e enzimaticos. No
final, os fragmentos de DNA resultantes devem possuir um nucleotideo com um grupo fosfato livre que
vai permitir a ligacao dos adaptadores especificos. Através da complementaridade destes adaptadores,
os fragmentos a serem sequenciados ligam-se a pequenos primers que se encontram imobilizados numa
célula de fluxo. De sequida, ocorre a amplificacao em ponte, que resulta na formacao de clusters de
sequéncias de DNA, utilizando diversos primers adjacentes aos fragmentos imobilizados. Este processo
resulta num fragmento de DNA de cadeia dupla que é posteriormente desnaturado, podendo ligar-se
novamente a outros primers adjacentes, tamhém imobilizados na célula de fluxo, para um novo ciclo de
amplificacao. Apds a geracao destes clusters densos de sequéncias idénticas, a sequéncia “antisense” de
cada cadeia de DNA molde é clivada e o adaptador complementar é bloqueado, de forma a que apenas as
cadeias “sense” permanecam na célula de fluxo. Posteriormente € realizada a sequenciagao com recurso
a uma DNA polimerase que vai incorporar, nas cadeias recém sintetizadas, nucleotideos terminadores
com fluorescéncia e reversivelmente bloqueados na extremidade 3'. De cada vez que um nucleotideo é
incorporado, o sinal de fluorescéncia especifico de cada cluster é detetado pelo equipamento e o
bloqueador na extremidade 3' do nucleotideo terminador é removido, para que o préximo nucleotideo
possa serincorporado.

A tecnologia de sequenciacao da lllumina é a mais amplamente utilizada em todo o mundo.
Atualmente, a empresa comercializa seis diferentes equipamentos que permitem diferentes aplicacoes
de acordo com o que é pretendido pelo consumidor. Os equipamentos iSeq100, MiniSeq e MiSeq Series
sao considerados “sequenciadores de bancada” por serem de tamanho pequeno e por gerarem uma
menor quantidade de leituras por corrida. Ja os equipamentos NextSeq555 Series, NextSeq 1000 & 2000
eoNovaSeq6000 sao sequenciadores de larga escala, que permitem obter milhdes de leituras por corrida

num curto espaco de tempo.

Em 2010 surge a metodologia lonTorrent comercializada pela Life Technologies que converte
diretamente a sequéncia de nucleotideos em informacoes digitais, num chip semicondutor®. O principio
desta tecnologia baseia-se na detecao de diferentes picos de voltagem de cada vez que um nucleotideo é
incorporado. Nesta tecnologia a amplificacao é também feita por PCR de emulsao, mas as beads sao
colocadas num chip iénico de silicio semicondutor, que consiste num sequenciador acoplado a um sensor
iénico que deteta variacoes de pH dentro dos pocos individuais onde ocorre areacao. Na reacao de sintese
de DNA, sempre que cada nucleotideo é incorporado na cadeia recém-sintetizada, ocorre a libertacao de
um protao H+, o que origina uma alteracao no pH que é detetada como uma variacao de voltagem pelo

detetor de silicio. Assim, cada evento de incorporacao é traduzido por um pico de voltagem, sendo que os
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nucleotideos nao tém nada que os identifique pelo que tém de ser adicionados por uma sequéncia

definida®#2,

Apesar de representarem um enorme avanco, 0s sequenciadores de segunda geracao apresentaram
algumas limitagdes tais como a ocorréncia de erros na formacao das bibliotecas gendmicas, a
amplificacao preferencial de certos fragmentos da biblioteca, entre outras. Estas limitacdes conduzirama
necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias, designadas de tecnologias de terceira geracao,
onde nao ha necessidade de amplificacao, sendo a sequenciagao feitaem moléculas tinicas. Estainovacao
permitiu aumentar a rapidez, rendimento e sensibilidade do processo, a um baixo custo e com pequenas
quantidades de amostra.

0 primeiro sistema de sequenciacao de terceira geracao introduzido foi o Helicos, desenvolvido pela
empresa agora denominada por Helicos Biosciencies, que se situa em Cambridge, Massachusetts. Neste
sistema, os fragmentos de DNA a analisar sao hibridados com os primers e fixados numa placa de vidro,
numa célula de fluxo, em posicoes pré-definidas. Os reagentes necessarios a sequenciacdao sao entao
adicionados a placa de vidro. Cada base adicionada a cadeia em sintese é determinada pela fluorescéncia
emitida“*.

Outro sistema de terceira geracao é da Pacific Biosciences, sediada em Menlo Park, California, e que
utiliza uma tecnologia de sequenciacao chamada Single Molecule Real Time (SMRT), que como o préprio
nome indica, se baseia na sequenciacao em tempo real de uma tnica molécula. Esta sequenciacao é
consequida através da utilizacao de Zero-Mode Waveguides (ZMW) para detetar a incorporacao de
nucledtidos numa cadeia em formacao. Assim, a reacao de sequenciacao € realizada por uma DNA
polimerase ligada covalentemente na base de cada ZMW. Durante a sequenciacao, o DNA alvo é elongado
pela DNA polimerase com nucledtidos terminadores marcados na terminacao fosfato com diferentes
fluorocromos. O facto de a marcacao ser feita no grupo fosfato permite que a enzima clive a fluorescéncia
como parte do processo de incorporacao do nucleétido na cadeia nova de DNA. A sequéncia é determinada
através da leitura simultanea e continua da fluorescéncia em cada uma das milhares de camaras ZMW*,

A tecnologia mais recente é a Oxford Nanonopore technology, comercializada pela empresa
Nanopore Sequencing, sediada em Oxfordno Reino Unido. Nesta tecnologia é utilizada uma sequenciacao
por nanoporos, sendo apontada como potencial tecnologia de quarta geragao. O principio desta tecnologia
baseia-se nas variacoes de correntes elétricas que resultam da translocacao das moléculas de DNA
através de nanoporos. Este sistema envolve o uso de uma membrana fina, com elevada resisténcia
elétrica, contendo poros com aproximadamente 1.5 — 2 nm de diametro, imersa huma solu¢ao salina. Cada
nanoporo possuilocalmente a cadeia de DNA enrolada que permite que os nucleétidos sejam transferidos
sequencialmente através do poro. Uma vez que a molécula de translocacao bloqueia parcialmente a

corrente de ides através do nanoporo, as alteragdes da corrente sao utilizadas para deduzir a sequéncia
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dos nucledtidos da cadeia de acido nucleicos. Moléculas de diferentes tamanhos vao bloquear o poro de
forma diferente, ou durante espacos de tempo diferentes, possibilitando a discriminacao entre as quatro
bases de DNA e assim a identificacao da sequéncia.

Apesar das mais recentes tecnologias serem bastante promissoras, sao ainda escassos os estudos
que reportam a sua utilizacao no NIPT, sendo que neste ambito, as tecnologias de sequenciacao de

segunda geragao sao as que se encontram mais estudadas e validadas até ao momento.

Andlise bioinformatica do genoma humano

As técnicas de NGS vieram diminuir drasticamente o custo de sequenciacao, aumentando em
simultaneo o seu rendimento, o que resultou num enorme volume de dados de sequenciacao. Este facto
veio originar um novo problema: como organizar, gerir e analisar todos os dados? Para solucionar este
novo desafio, comecaram a desenvolver varias ferramentas bioinformaticas que vieram permitir a andlise
dos dados de sequenciacdo de modo a que estes tivessem uma traducao com significado bioldgico*>.

Assim, para se comecar a analisar qualquer sequéncia gendmica, é necessdrio primeiramente definir
qual ainformacao que se pretende obter para se selecionar quais as ferramentas a utilizar, criando assim
uma pipeline analitica. Esta pipeline deverad ser estabelecida, respeitando determinadas etapas. A primeira
etapa devera ser a etapa de controlo de qualidade das leituras obtidas na sequenciacao. A etapa sequinte
consiste no alinhamento do genoma através do alinhamento das leituras tendo em conta um genoma de
referéncia. Por fim seque-se a identificacao e anotacao de variantes e respetiva analise do interesse e

relevancia das mesmas*.

Controlo de gualidade das leituras

A avaliacao da qualidade dos produtos de sequenciacao é uma etapa essencial que deve preceder a
andlise dos mesmos. Esta etapa tem como objetivo remover, cortar e/ou corrigir as leituras de ma
qualidade que ocorrem normalmente devido a erros de leituras de bases ou contaminacao com
adaptadores entre outros problemas que podem ocorrer ao longo do processo de sequenciacao.
Atualmente, os sequenciadores avaliam a qualidade dos produtos de sequenciacao através do indice
probabilistico do algoritmo Phread, que permite definir uma estimativa da probabilidade de erro para cada

base identificada*®.

Montagem do genoma

A maioriadas técnicas de sequenciacao geram milhares de fragmentos de pequeno tamanho. Surge entao
o problema de como colocar os milhares de fragmentos obtidos apds a sequenciacao na ordem correta. A

ordenacao dos fragmentos € feita através do seu alinhamento tendo em conta um genoma de referéncia
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gue pode ser consultado, por exemplo, no site da University of California Santa Cruz (UCSC) ouno Genome
Reference Consortium (GRC) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Atualmente
existem programas de montagem (assemblers) que executam eficientemente a montagem dos
fragmentos, organizando posteriormente a informacao em ficheiros com o formato sequence alignment

map (SAM),

Anotacao do genoma

A etapa que se segue a montagem é a etapa da anotacao. Esta etapa consiste em identificar variantes no
genomaem analise, discriminando o local, o tipo e o contetido dessas mesmas variantes. Existem diversas
ferramentas bioinformaticas destinadas a esta tarefa, que se distinguem pelo tipo de variantes que
detetam, nomeadamente single nucleotide polymorphisms (SNPs), small insertions and delecions
INDELS, structural variants (SVs) e copy-number variants (CNVs). Apés a identificacdo das variantes, sao
utilizadas ferramentas de anotacao que vao permitir obter todo o tipo de informacdes sobre as variantes:
frequéncias alélicas, alteracdes na sequéncia de proteinas, posicao cromossomica etc. Estas informacoes
vao permitir perceber qual o efeito e alteracoes causadas pelas variantes detetadas e se estas se irao
expressar no fenétipo. Um dos programas mais utilizados para anotacao é o ANNOVAR. Esta ferramenta
tem diversas funcionalidades: anotar SNPs e INDELSs, encontrar variantes em regides conservadas,
determinar a consequéncia funcional das variacoes encontradas, avaliar e filtrar subconjuntos de
variantes desconhecidas, entre muitas outras. Finalizada a anotacao é feita a visualizacao e validacao dos

resultados obtidos°.

3.1.2.2 Estratégias de NGS para a realizacao do NIPT

As estratégias de NGS mais amplamente utilizadas no ambito do NIPT sao a shotgun massively
parallel sequencing (s-MPS), a targeted massively parallel sequencing (t-MPS), e a pesquisa de single
nucleotid polymorphisms (SNP).

A s-MPS é uma abordagem na qual se sequenciam todas as regioes informativas dos cromossomas.
A t-MPS é uma abordagem semelhante alternativa, em que apenas se sequenciam cromossomas
especificos, tendo como vantagem a diminuicao do tempo e custos despendidos. Em ambas as

abordagens nao € possivel distinguir o DNA materno do fetal*>#4 (Figura 14).
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Figura 14 - Esquema ilustrativo da comparacao das abordagens s-MPS e t-MPS.
Adaptado de (42)

A abordagem por s-MPS permite, através da sequenciacao paralela massiva, que milhdes de
fragmentos de DNA possam ser simultaneamente sequenciados, e tendo como referéncia toda a
sequéncia do genomahumano, é possivelidentificar a origem cromossémica de cada fragmento*. Seuma
aneuploidia fetal estiver presente, devera existir um excesso ou défice relativo ao cromossoma em
guestao (Figura 14). Por exemplo, se estivermos perante uma trissomia 21, havera um aumento relativo
no niimero de cdpias do cromossoma 21, em comparacao com as de um feto euploide*’. Uma vez que o
DNA fetal estd presente em pequena percentagem no plasma materno, o excesso ou défice relativo,
encontrados nos casos de aneuploidias, nao sao muito significativos. Assim, para que se consigam detetar
estas variacoes de forma confidvel, a FF deve ser calculada, e é necessario um grande nimero de

contagens, que deverdo ser comparadas com as esperadas para casos euploides***>.
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Figura 15 - Shotgun massively parallel sequencing para a detecao prenatal nao
invasiva de aneuploidias fetais. Adaptado de (35)

Na abordagem por t-MPS, como jd referido anteriormente, amplificam-se seletivamente apenas as
regides cromossémicas de interesse (ex: cromossomas 21,18 e 13) e, de sequida, avalia-se se existe um
desvio da euploidia, com base no nimero relativo de contagens de fragmentos de DNA para o subconjunto
de cromossomas selecionado®“. O principal fornecedor comercial desta abordagem inclui um ajuste para
compensar a variabilidade na percentagem de DNA fetal, e combina os resultados do teste laboratorial
com aidade materna, para fornecer o risco especifico do feto para as aneuploidias analisadas.

Quanto a abordagem SNP, esta baseia-se em variacoes estdveis na sequéncia de DNA, em que um par
de bases é substituido por outro — single nucleotide polymorphism. Um SNP distingue-se de umamutacao
pontual por ter uma frequéncia igual ou superior a 1%*’. No genoma humano existem aproximadamente
10 a 30 milhoes de SNPs, que constituem a principal fonte de diversidade, uma vez que cada individuo
possui um vasto nimero de polimorfismos que fazem do seu patriménio genético unico. Assim, a
aplicacao desta metodologia ao rastreio pré-natal, baseia-se nas diferencas de SNPs entre o DNA
materno e fetal. Através da amplificacao direcionada para cromossomas de interesse e a andlise de varios
SNPs, é possivel determinar o risco do feto ser portador de uma aneuploidia®“®.

E possivel também incluir uma amostra paterna, permitindo assim perceber qual a origem parental da
alteracao genética. Esta metodologia tem como vantagem o facto de permitir detetar triploidias. No
entanto, devido ao facto de ser necessario comparar os gendtipos materno e fetal, tem a desvantagem de

nao poder ser aplicada a gestacoes muiltiplas, gestacoes com recurso a dadora de 6vulos e ainda em
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gestacoes em mulheres que ja foram submetidas a transplante de 6rgaos. Como desvantagens apresenta
o facto de ser por vezes necessario um exaustivo enriquecimento, sequenciacao e amplificacao do ADN
fetal®.

Na figura 15 encontra-se um esquema comparativo das trés estratégias de NGS descritas.

Whole Genome MPS Approach | Chromosome-Selective MPS Approach SNP-based Approach
Cell-free DNA in maternal plasma Cell-free DNA in maternal plasma Cell-free DNA in Cell-free DNA in
‘ ‘ maternal plasma buffy coat
(fetal + maternal) (maternal only)
CCCTTAGGGA PCR-blased enrichment process for sequences
AATTAAGGTT unique to chromosomes 21, 18, 13, X, Y ‘
CCCAATTCCC ‘

Selection of SNPs specific to chromosomes
CCCTTAGGGA 21,18,13, XY

AATTAAGGTT
‘ CCCAATTCCC ‘ ‘
Massive Parallel Sequencing CCCTTTGGGA CCCTTAGGGA }

Massive Parallel Sequencing

‘ Massive Parallel Massive Parallel
| | I I | | I | I | I I | I Sequencing Sequencing
Map DNA fragments to ‘ ‘
chromosome of origin
| | | | Maternal + Fetal Maternal
‘ Genotype Genotype

Statistical analysis to determine ‘

p e Map DNA fragments to
if any extra or missing chromosome s
aiah targeted chromosome of origin
material is present

‘ Allele distribution at each SNP locus is
analyzed to deduce Fetal Genotype
Statistical analysis to determine to determine if any extra or missing fetal
if any extra or missing chromosome material chromosome material is present
is present

Figura 16 — Comparacdo das estratégias de NGS mais utilizadas no 4mbito do NIPT: shotgun massively parallel
sequencing (s-MPS), a targeted massively parallel sequencing (t-MPS), e a single nucleotid polymorphism (SNP).
Adaptado de (46)

Independentemente da estratégia utilizada, o relatdrio dos resultados deve sempre ser acompanhado
da taxa de detecao, especificidade e valores preditivos positivo e negativo referentes a técnica utilizada.
0 valor preditivo positivo consiste na probabilidade de o individuo avaliado com um resultado positivo ser
realmente afetado. O valor preditivo negativo consiste na probabilidade de um individuo avaliado com

resultado negativo ser realmente normal/sauddvel.

Tao importante quanto a escolha da estratégia a utilizar, é a escolha da plataforma e ferramentas
bioinformaticas para o tratamento dos resultados. Atualmente existem vdrias abordagens para expressar
os resultados, nomeadamente o Z-score simples, 0 Z-score com correcao de GC, 0 Z-score com correcao

de GC utilizando um controlo interno, o valor normalizado do cromossoma (CNV) e a Parental Support.
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Na primeira abordagem que foi desenvolvida, os resultados sao expressos através de um z-score

simples que pode ser convertido na probabilidade de um cromossoma especifico ser diferente do normal
que é esperado. Apesar de ser possivel converter o z-score numa probabilidade de risco, a maioria dos
fornecedores comerciais deste teste apenas apresentam os resultados como sendo positivos ou
negativos consoante o z-score exceda ou nao os limites pré-definidos. Esta abordagem, nao tem em
consideracao a variacao do contetido em bases GC de cromossoma para cromossoma3844,
Outra das abordagens desenvolvidas foi 0 Z-score com correcao de GC. A conclusao de que o contetido
em bases GC de um determinado cromossoma influencia o quanto esse cromossoma € representado na
amostra amplificada, levou ao desenvolvimento de um algoritmo informatico que efetua uma contagem
corrigida, tendo em conta este fator. Estudos comprovaram uma melhoria nas taxas de detecao paraa T13
e T18, utilizando o z-score corrigido®®.

Uma abordagem mais recente, utiliza um cromossoma de referéncia interno especifico para cada
cromossoma analisado. O cromossoma de referéncia terd de ter idealmente um conteddo em bases GC o
mais semelhante possivel ao do cromossoma que se pretende analisar. Um estudo recente obteve 100%
de precisdo na detecao de T13, T18, e T21 utilizando esta abordagem?®,

0 CNV foi outra das abordagens desenvolvidas e consiste numa ferramenta que compara as leituras do
cromossoma de interesse, com o nimero de contagens de um conjunto de amostras de referéncia. Este
algoritmo permite diminuir aintra e inter-variabilidade entre as “corridas” de sequenciacao®.

Por fim, existe a ferramenta Parental Support™. Em contraste com os métodos quantitativos
anteriormente referidos, esta ferramenta foca-se namedicao dos SNPs. Através da analise de SNPs, esta
abordagem permite obter varias informacdes de cada sequéncia lida, nomeadamente o nimero e
identidade de cada alelo. A ferramenta incorpora a informacao alélica da mae e do pai (se disponivel) e
formula um conjunto de hipéteses (ex: trissomia, monossomia etc.) correspondente a diferentes padrdes
de heranca genética. De sequida é calculada uma probabilidade para cada hipétese e por fim, através de
outro teste estatistico, L, que é a razao da verosimilhanca logaritmica, é selecionada a hipdtese mais

provavel e é calculada a probabilidade dessa hipétese estar correta®844,

3.1.3. Aplicagdes na pratica clinica

O NIPT permite por meio da andlise do ADN fetal um vasto nimero de aplicacées, das quais algumas

serao descritas de seguida.

Rastreio de aneuploidias autossémicas e de aneuploidias dos cromossomas sexuais
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Uma vez que o risco de aneuploidias fetais constitui a principal razao pela qual se realiza um

diagndstico pré-natal, o rastreio das mesmas serd talvez a aplicacao clinica mais desejada e til do NIPT.

Segundo varios estudos, desde a sua introducao em 2011, que o NIPT tem revelado uma boa

performance®**'>, Estes estudos avaliaram a sensibilidade e especificidade do NIPT para o rastreio das

principais aneuploidias, T21, T18 E T13, estando os resultados obtidos descritos na tabela 3.

Tabela 3 — Avaliacao da performance do NIPT no rastreio das principais aneuploidias

Parametros de
avaliacao da Trissomia 21 | Trissomia18 | Trissomia13 | Referéncias | Metodologia

performance (%) utilizada

Sensibilidade 991 100 91.7 Palomaki et al. s-MPS

Especificidade 99.9 99.7 991

Sensibilidade 100 97.2 786 Bianchiet al. s-MPS

Especificidade 100 100 100

Sensibilidade 100 97.4 - Norton et al. t-MPS

Especificidade 99.97 99.93 -

Sensibilidade 100 100 100 Jiang et al. s-MPS

Especificidade 100 999 100

Especificidade 100 98 - Ashoor et al. t-MPS

Sensibilidade 100 100 -

Os resultados obtidos demonstraram que o NIPT é um método altamente eficaz para o rastreio das

principais aneuploidias, especialmente paraa T21.

No que diz respeito ao rastreio de aneuploidias dos cromossomas sexuais, um estudo de Gil et al.

revelou que a performance do NIPT é satisfatéria embora ndo tao fidedigna como nos casos de

aneuploidias autossémicas®. A taxa de detecao para a monossomia X é de 95,8%, sendo a taxa de falsos

positivos de 0,14%>". Para as restantes aneuploidias dos cromossomas sexuais, tais como a sindrome de

Klinefelter, ou a sindrome do triplo X, os dados existentes sao ainda escassos para que se possa fazeruma

correta avaliacao da performance do teste®.

Gravidez multipla
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0 aumento da idade materna que se tem vindo a denotar nos Ultimos anos, juntamente com o
aumento darecorréncia do uso de técnicas de reproducdo assistida, tém conduzido aumamaior incidéncia
de gestacdes multiplas. As gestacdes multiplas representam um enorme desafio no que diz respeito ao
rastreio pré-natal, uma vez que os fetos podem ser monozig6ticos ou dizigéticos, sendo que no caso de
serem dizigdticos, € necessario avaliar individualmente orisco que cada um tem de ter uma anomalia, uma
vez que um podera ter e o outro nao™. Este facto leva a que todos os métodos de rastreio tradicionais
sejam menos precisos em casos de gestacdes multiplas, em comparacao com gestacoes unifetais. O NIPT
nao é excecao, tendo em conta que nos casos de gestacoes multiplas, nao se sabe qual a contribuicao de
cada feto para a cffDNA, e esta pode ser muito varidvel, levando a falsos resultados®®. Contudo, apesar
desta limitacao, ja existem estudos encorajadores que obtiveram resultados semelhantes no rastreio de
T21 em gestacdes de gémeos e gestacoes unifetais. Contudo mais estudos sao necessarios para que se

possa comprovar que a aplicacao do NIPT em casos de gestacdes muiltiplas é vidvel®.

Determinacao do sexo fetal

Através da pesquisa de sequéncias especificas do cromossoma Y no plasma materno, é possivel a
determinacao do sexo fetal, de forma nao invasiva, a partir da sétima semana de gravidez. Esta aplicacao
é jdrealizadapor diversos laboratérios, comuma sensibilidade de 95.4% e uma especificidade de 98.6%>".
0 sexo fetal pode também ser determinado de forma nao invasiva por ecografia, no entanto, normalmente
apenas € possivel detetar com precisao a partir das 12 semanas de gravidez. A vantagem do NIPT reside
no facto de permitiruma determinacao precoce do sexo fetal, o que se traduz na oportunidade de antecipar
a toma de medidas terapéuticas, em situacoes em que o conhecimento antecipado do sexo fetal seja
relevante, como por exemplo, nos casos de hiperplasia suprarrenal congénita, em que a administracao de
dexametasona antes das nove semanas impede a virilizagao fetal*®. Além disso, a determinacao do sexo
fetal por meio do NIPT é também essencial nos casos em que o feto apresenta genitais externos

ambiguos, o que impossibilita o esclarecimento do sexo fetal por meio de ecografia®.

Determinacao do gendtipo RhD

Nos casos em que as gestantes sao RhD negativas e os fetos sao RhD positivos, existe uma grande
possibilidade de ocorrer a Doenca hemolitica do feto e do recém-nascido. Apesar de aimunizagao ocorrer
na maioria das vezes durante o parto, esta também pode ocorrer no inicio da gravidez, e levar a que haja
hemorragia materno-fetal. A resposta imunolégica pode levar a diversas consequéncias tais como
anemia, hiperbilirrubinemia ou eritroblastose fetal, sendo que no pior cendrio pode levar a morte fetal. Para

prevenir estes acontecimentos, desde a década de 1990 que se aplica a administracao profilatica de
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imunoglobulina anti-D a todas as grdvidas RhD negativas quando o progenitor é RhD positivo>*. Esta
medida permitiu diminuir drasticamente a taxa de imunizacao e consequentemente do aparecimento de
doenca hemolitica. No entanto, esta solucao nao é de todo ideal, uma vez que aimunoglobulina anti-D tem
um custo elevado, e acarreta risco bioldgico para agrdvida, pois é proveniente do sangue de dadores. Além
disso, estima-se que 40% das mulheres RhD negativas recebem profilaxia desnecessariamente>>. Assim,
a utilizacao do NIPT na pratica clinica, para genotipagem RhD fetal, permite que a imunoprofilaxia seja
realizada mais cedo e apenas nos casos em que é necessdria, sendo a sensibilidade do teste de 99,5-
99,8% e a especificidade de 94,0-99,5%>°. A metodologia aplicada passa por amplificar sequéncias do
gene RhD nas gravidas RhD negativas. A presenca de porcoes deste gene em circulacao de gravidas RhD
negativas, indica que o feto é RhD positivo. Esta aplicacao ja foi implementada no rastreio pré-natal de

rotina em varios paises como Canada, Dinamarca, Holanda, Suécia, Finlandia, Franca e Alemanha®.

O uso do NIPT para outras aplicac@es tais como a detecao de microdelecdes e microduplicacdes ou
o rastreio de doencas monogénicas encontra-se em desenvolvimento, mas para jd, nao é recomendado

pela ACOG, sendo necessarios mais estudos para que se possa validar e implementar a sua utilizagao>>*,

3.1.4. Vantagens, desvantagens e limitacoes

O NIPT apresenta como principais vantagens em relacao aos testes de diagndstico disponiveis, o
facto de ndo ser invasivo, e, portanto, nao acarretar risco de perda fetal aliado ao facto de poder ser
realizado numa fase precoce da gravidez (9-10 semanas)*'. Em comparacao com os testes de rastreio
bioquimico, o NIPT revelou ser um teste mais preciso, apresentando uma sensibilidade entre 90-99% e
uma especificidade entre 99-100% com uma taxa minima de falsos positivos (0,09-0,13%)". Além disso,
para a realizacao do NIPT apenas é necessaria uma unica colheita de sangue, ao contrario dos rastreios
bioquimicos que requerem mudiltiplas andlises sanguineas.

Outra das vantagens consiste nas inimeras aplicacoes do NIPT, que para além de possibilitar o
rastreio de diversas anomalias cromossémicas, permite ainda outras aplicacbes tais como: a
determinacao do sexo fetal, a determinacao do genétipo RhD fetal etc®.

Embora a partida pareca um teste largamente vantajoso, o NIPT apresenta, contudo, algumas
desvantagens. A sua principal desvantagem reside no facto de ndo ser preciso o suficiente para ser
considerado um teste de diagndstico, motivo pelo qual, atualmente, quase todas as diretrizes de pratica
clinicarecomendam que todos os testes nao invasivos com resultado positivo sejam confirmados por um
teste diagndstico invasivo. Além desta desvantagem, tém surgido também algumas questdes éticas. Uma
delas prende-se com a possibilidade de o NIPT ser utilizado para a determinacao de caracteristicas

fenotipicas ndo patoldgicas. No seio da comunidade médica, teme-se que futuramente se possa utilizar
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este teste para selecionar determinadas caracteristicas de interesse nos bebés>’. Outra das questoes
reside no facto de muitos paises nao terem um financiamento publico do teste, levando a que possa existir
iniquidade no seu acesso e consequentemente desigualdade de cuidados pré-natais entre as mulheres?®.

Outra das desvantagens prende-se das preocupacoes estd relacionada com a decisao da mulher
em fazer ou nao o teste. Ao lhe ser apresentado um teste simples, rapido e preciso, que nao apresenta
qualquer risco, a mulher podera ter a percecao de que nao ha qualquer desvantagem em fazé-lo,
considerando-o como apenas “mais uma analise ao sangue”. Isto podera levar a que varias mulheres
realizem o NIPT sem estarem devidamente conscientes da sua importancia ou implicacoes. Atualmente
considera-se que os sistemas de cuidados de salde nao estao ainda devidamente preparados para
informar e aconselhar adequadamente as mulheres em relacao ao NIPT, de forma que possam tomar

decisdes autonomamente e fazer uma escolha informada.

3.1.5. Limitacoes

Apesar de varios estudos terem ja confirmado que o NIPT apresenta elevada especificidade e
sensibilidade, existem também algumas limitac6es que conduzem por vezes aresultados falsos positivos,

falsos negativos ou até a resultados ininterpretdveis tais como:

- Fracao fetal insuficiente — uma baixa fragao fetal pode conduzir a resultados nulos ou a falsos
negativos. Como ja referido anteriormente, a fracao fetal aumenta com aidade gestacional e relaciona-se
inversamente com o peso da grdvida. Porém, tém surgido novas evidéncias de que existem outros fatores
influenciadores. Assim, a fracao fetal parece ser menor nos casos em que ha a presenca de anomalias
cromossomicas fetais, nomeadamente no caso das trissomias 13 e 18, da monossomia X e triploidias. H3,

portanto, umrisco aumentado de nestes casos o NIPT falhar, pela fracdo fetal disponivel ser insuficiente>*.

. Gravidez gemelar — num caso de gravidez de gémeos, um dos fetos podera ser afetado por uma
anomalia e 0 outro nao, o que condiciona os resultados. Podem também existir casos em que um dos fetos
seja aneuploide e nao sobreviva, mas a sua placenta ainda nao tenha sido totalmente absorvida no
momento do teste, continuando a libertar cffDNA para o plasma materno e conduzindo a um resultado

falso positivo®.

- Alteracdes maternas — a presenca de determinadas alteracdes na mae podem levar a resultados
falsos positivos, nomeadamente anomalias cromossémicas constitucionais em mosaico, a presenca de

medula ou tecido transplantado, e em casos mais raros, cancro>,

44



. Situacdes de mosaicismo — 0 mosaicismo confinado a placenta ou 0 mosaicismo fetal (discrepancia
de gendtipos entre o feto e a placenta) podem levar a resultados falsos positivos ou falsos negativos

respetivamente®”.

3.1.6. Modelos de implementacao na pratica clinica e relagao custo-efetividade

Desde a introducao do NIPT que ndo existe ainda uma norma consistente que defina a sua
aplicacao, no entanto, vdrios modelos ja foram propostos. Dentre eles, existem trés que sao os que
rednem um maior consenso e que se encontram esquematizados na figura 12.

Uma primeira abordagem propde a utilizacao do teste nao invasivo como rastreio de primeira
linha. Este é o chamado modelo universal, e sugere que o NIPT seja oferecido a todas as gravidas,
juntamente com a ultrassonografia, entre as 10-12 semanas de gestacao. Este modelo é o que
proporciona melhores taxas de detecao de anomalias fetais, contudo, é o modelo mais dispendioso. Além
disso, abandonar o tradicional rastreio sérico de marcadores bioquimicos faria com que se perdesse
informacao importante no que diz respeito a algumas complicacdes na gravidez como a pré-eclampsia,
fornecida pelo doseamento da PAPP-A>". Por estes motivos, este modelo nao foi até agora bem aceite™.

Uma segunda proposta, sugere que o NIPT seja implementado como teste de segunda linha de
rastreio, isto €, que apenas seja disponibilizado as gravidas consideradas de altorisco, ou seja, aquelas que
obtiveram um resultado positivo nos testes de rastreio tradicionais. Assim, as gestantes poderao optar
por realizar um segundo teste de rastreio nao invasivo antes de considerarem se avancam ou nao para um
teste diagndstico. Se optarem por o fazer, apenas as grdvidas com resultado positivo no NIPT sao
aconselhadas a prossequir para um teste diagndstico. Este modelo, conhecido como modelo avancado,
tem o objetivo de reduzir o nimero de procedimentos invasivos realizados, no entanto, a taxa de deteccao
de anomalias seria menor, uma vez que o rastreio bioquimico apenas deteta 80-90% das alteracdes®®>°.
Apesar disto, estima-se que neste modelo apenas 5% das gravidas realizariam NIPT, o que faz com que
este modelo apresente uma relagao custo-efetividade bastante razoavel®®. Por fim, foi também proposto
o modelo contingente. Este modelo propoe que a realizacao do NIPT seja condicionada ao resultado do
RCPT. Assim, ap6s a realizacao do RCTP as gestacoes sao estratificadas em trés categorias: baixo-risco,
risco intermédio e alto risco. O que se sugere é que as grdvidas de baixo risco ndao seja recomendado
qualquer outro teste, as gravidas de alto risco sejam oferecidos testes de diagndsticoinvasivos, ouo NIPT,
e as gravidas de risco intermédio seja oferecido apenas o NIPT. O objetivo é que através do NIPT se possa
reclassificar as gestacoes de risco intermédio como sendo de baixo ou alto risco, facilitando assim a
decisao de avancar ou nao para um teste diagndstico. Este modelo parece resultar de um equilibrio entre

os modelos anteriores, pois além de conservar as vantagens da ecografia e do rastreio hioquimico,
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traduzir-se-ia numa elevada taxa de deteccao de anomalias, numa baixa taxa de realizacao de
procedimentos invasivos e a um custo muito menor do que o do modelo universal>®>°,
Assim, o0 modelo contingente parece ser o que retine mais vantagens e menos desvantagens,
tendo sido o modelo adotado por todos os paises da Europa Nérdica, embora com diferentes critérios e
recomendacoes. Na Noruega, por exemplo, o RCPT apenas é realizado as gravidas acima dos 38 anos de
idade ou com histdria de complicacdes prévias, o que inclui aproximadamente 10% de todas as gestantes.
Destes 10% apenas 1% sao consideradas de alto risco, ou seja, apenas 1% realizam o NIPT®°,
Na Holanda e Bélgica, o NIPT foi implementado segundo o modelo universal, ou seja, como teste de
primeira linha, embora com algumas diferencas. Enquanto na Holanda, o NIPT é oferecido sem o RCPT, na
Bélgica, o NIPT é oferecido em conjunto com ecografia (com medicdo da TN), mas sem rastreio

bioquimico®®.

I First-line Testing Model I I Second-line Testing Model I I Contingent Testing Model ]
cfDNA and ultrasound | cFTSat10-12weeks | | cFTsat10-12weeks |
at 10-12 weeks
. . v Low High Low Intermediate  High
Low High Risk  “No Call” Risk Risk Risk Risk Risk
Risk or Result
Abnormal US v v
cfDNA cfDNA
screening screening
Low High Low High
Risk Risk Risk Risk
No further Diagnostic  cFTS No further Diagnostic No further Diagnostic
testing testing testing testing testing testing

Figura 17 - Diferentes modelos propostos para a implementacao do NIPT na pratica clinica. Adaptado
de (46)

Na América, a ACOG apenas recomenda o NIPT como teste de rastreio secunddrio, em gestacoes
com alto risco pré-teste, definidas pelos seguintes critérios: gravidas com idade igual ou superior a 35
anos, gravidez prévia com trissomia ou outras alteracoes, fetos com achados ecograficos sugestivos,
rastreio do 12 ou 29 trimestre positivos e um dos progenitores ser portador de translocacao
robertsoniana®~°. 0 uso do NIPT nos EUA nao é comparavel a Europa, uma vez que nos EUA depende
principalmente das companhias de seguros privadas e das politicas estaduais do Medicaid. Os programas
Medicaid cobrem o NIPT para as gestantes de alto risco, no entanto, mais de setenta milhdes de mulheres
sao asseguradas por companhias de sequros que nao cobrem o NIPT,

Na Austrdlia o NIPT pode ser usado como rastreio de primeira linha, em alternativa ao RCPT. No

entanto, encontram-se neste momento dois modelos propostos para revisao estatal: modelo universal
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com o NIPT como rastreio de primeira linha, e um modelo contingente com o NIPT condicionado ao
resultado RCPT®°,

Em Portugal, assim como em Espanha, Alemanha e Inglaterra, o NIPT nao faz parte ainda do plano
de rastreio pré-natal oferecido pelos sistemas publicos de salde, no entanto, o teste é atualmente
oferecido por vdrios laboratdrios privados, para as grdvidas que o desejarem realizar’’. Nestes paises,
uma correta informacao e orientacdo por parte dos ginecologistas/obstetras continua a ser a tnica
ferramenta ao dispor das gestantes para decidirem ou nao realizar este tipo de procedimento.

No que diz respeito a custos, o NIPT é ainda de um modo geral um teste dispendioso. O preco do teste
varia internacionalmente e depende muito da sua finalidade (que anomalias deteta etc.) e do modo como
é comercializado®'. Atualmente, o preco do teste no Canada varia entre 470-679€, nos Estados Unidos
varia entre 512-683€ e no Reino Unido varia entre 436-1746€. Nos paises europeus, o teste custa entre
260-770€°2 Em Portugal o preco do NIPT para o despiste apenas das principais trissomias (T21,718,T13)
ronda os 370€. Estes valores encontram-se acima dos valores exigidos para a realizacao do rastreio
bioquimico e até mesmo do cariétipo fetal. O rastreio bioguimico custa entre 30-40€, embora se as
gravidas o fizerem num hospital ptblico ou se forem remetidas por um auma das clinicas convencionadas,
nao pagam. O cariétipo fetal tem atualmente um custo que ronda 0s 164€%,

Das vdrias andlises realizadas até ao momento em diversos paises, que se debrucaram sobre o impacto
econdémico da introducao do NIPT na pratica clinica, as conclusdes obtidas foram semelhantes. Concluiu-
se que a utilizacao do NIPT como teste de primeira linha aumenta efetivamente o ndmero de anomalias
fetais detetadas e diminui o niimero de perdas fetais associada a realizacao de procedimentos invasivos,
no entanto, o custo em comparacao com os testes de rastreio pré-natal em vigor € muito alto. Quanto a
utilizacao do NIPT como teste contingente, revelou-se menos eficaz, com uma menor taxa de detecao de
anomalias fetais, no entanto, permitiu reduzir significativamente o nimero de procedimentos invasivos
realizados e como tal o nimero de perdas fetais associadas aos mesmos também, e a um custo muito
inferior. Claro estd que o custo do NIPT nao é estanque, sendo que, com o0 aumento da concorréncia e o
aprimoramento das tecnologias, este teste tenderd a ser menos dispendioso. Alguns autores defendem
também que os testes nao invasivos terao um custo menor para o sistema de satide publico do que aquele
que é anunciado pelos laboratdrios privados, que inclui naturalmente uma margem substancial de lucro.
Assim, considera-se atualmente que implementar o NIPT como teste contingente seria a alternativa com
melhor relagao custo-beneficio, no entanto, a expectavel diminuicao do custo do NIPT poderd levar a que

no futuro a sua implementacao como teste de primeira linha seja a melhor opgao®*®-.
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4. Discussao

O rastreio pré-natal visa a detecao precoce do risco de anomalias congénitas no feto, com o objetivo
de permitir aos progenitores decidir quanto a continuidade da gestacao e/ou quanto a eventuais atitudes
terapéuticas, quando aplicavel. Em 2007, foi introduzida a lei que permite a IVG por opcao da mulher,
embora ja fosse permitida, desde 1987, em casos de malformacao fetal. 0 RENAC divulgou no relatdrio
referente ao periodo de 2016/2017, que em 74,8% dos casos em que foram detetadas anomalias
cromossomicas no feto, os pais optaram pela IVG'. Isto demonstra que a maioria dos progenitores, tendo
atempadamente o conhecimento de que o seu feto é portador de uma anomalia cromossdmica, opta por
nao prosseguir com a gravidez. A IGV apenas é permitida, em casos de malformacao fetal, até as 24
semanas de gestao, pelo que, cada vez mais se exige que 0os métodos de rastreio e diagndstico pré-natal
permitam uma detecao cada vez mais precoce de anomalias fetais, de modo a fornecer uma janela
temporal confortavel para que os progenitores possam ponderar as suas decisdes. Outro dado
importante, revelado pelo RENAC de 2016/2017, foi de que a frequéncia da realizacdao de exames
invasivos foi de 4,1%, valor superior ao de anos anteriores. Além disso, 3% dos pais recusaram arealizacao
de um exame invasivo, perante a suspeita de uma malformacao fetal”. Estes factos vém reforcar a nogao
de que os métodos diagndsticos invasivos suscitam ainda duvidas e receio nos progenitores, mas
representam atualmente ainda o Unico meio de confirmacao diagndstica de uma anomalia fetal. A procura
por métodos menos invasivos e mais seguros e confidveis tem sido, nos ultimos anos, a maior aspiracao
na drea do DPN.

A descoberta de DNA fetal livre em circulacao materna, veio abrir portas ao desenvolvimento de um
método nao invasivo, o NIPT. A base deste método consiste em rastrear anomalias fetais através do
cffDNA existente no plasma materno. Para tal, sdo utilizadas atualmente as tecnologias de NGS através
de diferentes estratégias, sendo as mais utilizadas a s-MPS, a t-MPS e a SNP’s. Cada uma destas
estratégias apresenta vantagens e desvantagens. Atualmente a s-MPS é a estratégia que se encontra
mais amplamente validada no que diz respeito a sensibilidade e especificidade, no entanto, os custos e
trabalho inerentes a sequenciacdao de todo o genoma tém feito com que as abordagens direcionadas
ganhem cada vez mais destaque.

Nos dltimos anos, tém sido investigadas outras metodologias para a realizacao do NIPT. Um grupo
obteve bons resultados através da identificacao de regides diferencialmente hipermetiladas do
cromossoma 21 fetal em comparagao com o materno, recorrendo a imunoprecipitacao de DNA metilado
(MeDiP). Utilizando a MeDiP em combinacdo com a quantificacdo por PCR em tempo real, os
investigadores conseguiram identificar corretamente os casos de T21, com 100% de sensibilidade e

especificidade. As técnicas de MeDiP e PCR em tempo real sao significativamente menos dispendiosas

48



do que a MPS, constituindo uma abordagem promissora para o DPN nao invasivo de aneuploidias,
contudo, sao ainda necessdrios mais estudos em grande escala para que se possa introduzir esta
estratégia na prdtica clinica.

Em comparagao com os atuais métodos de DPN, o NIPT apresenta a grande vantagem de ser um
teste nao invasivo, e como tal, nao acarreta o risco de perda fetal. Além disso, pode ser realizado numa
fase muito precoce da gravidez (9-10 semanas). Em comparacao com os testes de rastreio bioguimico, o
NIPT revelou ser mais especifico e sensivel, acumulando ainda a vantagem de apenas ser necessariauma
tinica colheita de sangue para a sua realizacao. Apesar de todas estas vantagens, o NIPT apresenta
algumas limitacbes que podem conduzir a resultados falsos-positivos, falsos-negativos ou
ininterpretaveis. Por esta razao, o NIPT nao é considerado um teste diagndstico, sendo atualmente
classificado comoteste derastreio, e como tal, umresultado de NIPT positivo deve sempre ser confirmado
através de um método diagndstico invasivo antes de ser tomada qualquer decisao quanto a gestacao.

A evidéncia cumulativa de varios estudos, sugere que o NIPT pode ser introduzido com seguranca
nos algoritmos de rastreio pré-natal. Para a sua implementacao na pratica clinica, foram propostos trés
modelos: 0 modelo universal, o modelo avancado e o modelo contingente. Até agora, 0o modelo contingente
parece ser 0 mais adotado a nivel internacional, pelos paises que ja utilizam o NIPT na pratica clinica.
Contudo, dentro do mesmo modelo existem variacoes nas regras e critérios definidos por cada pais. Em
Portugal, o NIPT nao se encontra ainda implementado na prdtica clinica. Para que tal aconteca, é
necessdrio que se definam regras no que diz respeito a questdes como: em que circunstancias esta
modalidade de rastreio deve ser oferecida, de que modo deve ser feito 0 aconselhamento pré e pds teste,
como deve ser obtido o consentimento informado, que resultados devem ser reportados e de que forma
etc. Existem atualmente diretrizes definidas por algumas entidades internacionais, como a ACOG, que
podem ajudar a dar resposta a estas questoes e a regulamentar aimplementacao do NIPT em Portugal.

No quedizrespeitoacustos,o NIPT é umteste considerado dispendioso, sendo atualmente mais caro
do que o rastreio bioquimico e do que o cariétipo fetal. Contudo, com a constante evolucao da eficiéncia
das tecnologias prevé-se que o seu custo venha a diminuir, viabilizando ainda mais a sua ampla utilizacao.

Apesar de ter revelado vdrias potencialidades, existe ainda um longo caminho a percorrer para que o
NIPT possa vir a ser uma alternativa aos métodos de diagndstico convencionais. Contudo, tem se revelado
uma boa alternativa como método de rastreio.

O NIPT encontra-se atualmente em constante crescimento e expansao, a medida que sao publicados
mais estudos que confirmam a sua fiabilidade. Apesar de este teste, sé poder ainda ser aplicado, com alta
precisao, ao rastreio das principais aneuploidias, as tltimas pesquisas tém se desenvolvido no sentido de
averiguar a sua aplicabilidade no diagndstico de outras condi¢oes. Estudos recentes tém investigado a

viabilidade de aplicacao do NIPT no rastreio de doencas monogeénicas e na detecao de microdelecoes e
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microduplicacoes que estao na base de condicoes clinicas como a sindrome de Di-George e de Prader-
Willi®,

Ultimamente, tém também sido desenvolvidas pesquisas promissoras que apontam para o uso do
cfDNA como biomarcador para o diagndstico precoce de pré-eclampsia e outras complicacées na
gravidez. Esta investigacao advém da descoberta de que mudancas quantitativas no cffDNA no plasma
materno sao indicadores de pré-eclampsia iminente. Pensa-se que este fenédmeno ocorra devido a
isquemia placentar, que provoca a apoptose acelerada das células trofoblasticas e consequentemente o

aumento da libertacao de cffDNA.
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