POLITECNICO
DO PORTO

Capacidade Diagnostica dos Biomarcadores de
Rastreio Pré-natal

Maria Fernanda Duarte Silva

Vila Nova de Gaia
2013



O presente trabalho destina-se a instruir 0 processo para
admissdo as provas publicas para obtengdo do Titulo de
Especialista em Analises Clinicas e Saude Publica, pelo
Instituto Politécnico do Porto, segundo emanado no Decreto-
lei n.° 206/2009 de 31 de agosto e Despacho n.° 14093/11 de
18 de outubro.



Siglas e Abreviaturas

RPN- Rastreio Pré- Natal

DPN- Diagnostico Pre- Natal

AFP- Alfa-fetoproteina

ME3- Estriol ndo conjugado

BHCG- Fragdo  da hormona gonadotrofina coriénica humana
PAPP-A- Proteina plasmatica A associada a gravidez

TN- Translucéncia da nuca

DTN- Defeito do tubi neural

MoM- multiplos da mediana



Indice

Lo INEFOAUGED ..ttt bbbt 6
2. Principais Malformag0es GENELICAS ..........c.cceveeiierie e eee e 9
2.1, SINArome de DOWN .....oouiiiiieie et 9
2.2.  SINArome de EAWArAS ...........cceiveieiiiieieie e 10
2.3.  Defeitos do TubO NEUFal .......cc.ooiiiieiiie e 10

3. Testes de rastreio Pré-NAtal ... 12
3.1.  Testes bioquimicos de rastreio pré-natal ............ccccccevvveveiieiieie s 13
3.1.1. Alfa-TetOproteing ........ccecveiieiiiie e e 13

3.1.2. Hormona Gonadotrofina Coridnica HUMana ..........ccccceeeeevenennsivernennn, 13

3.1.3. EStriol N80 CONJUJAAOD ......ueiviiiiiiieiieieieriese e 14

3. LA, INIDING-A Lo 14

3.1.5. Proteina plasmatica associada a gravidez .............ccceeeveveieeieeiecieeseennens 15

4. DeterminaGio d0 RISCO .....ccuoiiiiiiiiiiiiiiesee e 16
5. ODJELIVOS ...t 17
6. Material € MELOUOS ........ccviiiiiieie e e 17
6.1,  TiIPO de ESUAO ...cveeeeiiicie et 17
6.2.  POPUIAGAD EM ESTUAOD ....oviiiiiiiiiie st 17
6.3.  AmOStra e Critérios de eXCIUSED ........cccereieiiiieieiee e 17
6.4.  VariQveis €M STUD ......cceiveiiiiiiieieie et 17
6.5,  QUESLDES BLICAS ...vveeveeieiiiite ettt ettt b e e sre e st e et e e re e saeeebeeanees 18
6.6.  Andlise e tratamento de dados .........cccceveriiiiiii e 18

7. RESUITAUOS ...ttt enteeneeeneenne e 19
8. DIiSCUSSAD € CONCIUSAD ....eovveuiiiiiieiiisieeiee e 23
9. Referéncias BiblIOgrafiCas ..........ccccovieiiiiiiice e 25
10. BIBDIOGIAia ... 28



Indice de Tabelas e Graficos

Tabela 1. AlteracBes da concentracdo dos marcadores bioquimicos nas principais

anOMAlias CrOMOSSOMICAS .....ccuviviirierieieieiesiesiesieseste et e et e be e e e e se e e e eestestessesseeseeneeneenees 15
Tabela 2. Caracterizagdo da amostra em fungédo da idade ............ccccoeveiiiininiiiiinnne 19
Tabela 3. Caracterizacdo da amostra em funcdo do critério para a realizacdo da
amNioCeNtese € da ClaSSE BLAITA .......vvviieieie et 20

Tabela 4. Caracterizacdo da amostra em funcdo do critério de realizacdo da
amniocentese e dos resultados da amMNIOCENTESE ........ccccvvveriierieriereere e e se e 21

Tabela 5. Caracterizacdo da amostra com resultados positivos de rastreio biogquimico,
em funcdo do grupo etario e do resultado da amnioCENtESE .........cccvevvveveereereeieee e 21

Tabela 6. Caracterizacdo da amostra com resultados positivos de rastreio bioquimico ou
no rastreio ecografico, em funcdo do grupo etdrio e do resultado da amniocentese

Indice de Gréficos

Gréaficol.  Caracterizacdo da amostra em funcdo do critério para a realizacdo da
AIMNIOCENTESE ...veiuvieitie ettt ettt st e e e s te e s e e sae e st e e ateeasseeabeeaate e beeareeesbeessteeabeesaseessseanseesseeenreesns 19

Gréafico 2.  Caracterizacdo da amostra em funcdo do critério para a realizacdo da
amniocentese € da Classe BLANA 1 .........cceiveiieiiiie et 20

Grafico 3.  Caracterizacdo da amostra em funcédo do critério para a realizacdo da
amniocentese € da ClassSe EANTA 2 .......vcveieieeie e e 20

Grafico4.  Caracterizagdo da amostra com resultados positivos de rastreio bioquimico,
em funcéo do grupo etario 1 e do resultado da amnioCENtESE ........ccevevveriveieesieereeiecee e, 22

Gréfico5.  Caracterizagdo da amostra com resultados positivos de rastreio bioquimico,
em funcdo do grupo etério 2 e do resultado da amnioCentese ...........cevveeevereieseneeieieen, 22



Resumo

Introducdo: Algumas anomalias fetais podem colocar sérios riscos para a salde materna ou
estar associadas a uma diminuicdo acentuada da qualidade de vida do novo ser em formacéo, ou
ainda, ser incompativeis com a vida do mesmo. O Rastreio Pré-natal (RPN) é um teste que se destina
a seleccionar gravidezes com um risco aumentado de apresentarem um feto com malformacgdes.

O desenvolvimento de métodos de rastreio pré-natal de anomalias cromossdmicas teve grande
impacto no diagndstico pré-natal (DPN).

Tradicionalmente, a idade materna era vista como o principal teste de rastreio, pelo que todas
as mulheres com idade igual ou superior a 35 anos sdo aconselhadas a realizar amniocentese.
Actualmente maioria das amniocenteses ja ndo sdo realizadas exclusivamente com base na idade
materna, mas com base nos resultados dos teste de rastreio actualmente recomendados, devem-se
oferecer a todas as gravidas a possibilidade de efectuarem os testes de rastreio pré-natal uma vez que
estes sdo universais, pois aconselhar a amniocentese a todas as mulheres com idade igual ou superior
a 35 anos, apresenta baixa capacidade diagnéstica, uma vez que quer neste estudo, quer noutros
estudos publicados, apresentam evidéncia de malformagdes fetais em mulheres com idade inferior
aos 35 anos.

Novos testes de rastreio pré-natal, assim a sua combinacao, possibilita a determinag&o do risco
de desenvolver um feto com estas anomalias com elevada probabilidade. As malformagdes genéticas
estdo associadas a elevada morbilidade e mortalidade. Os testes de rastreio pré-natal assumem
especial importancia, uma vez que, permitem a sua deteccdo, ainda numa fase precoce.

O objectivo deste estudo foi avaliar a capacidade diagnéstica dos marcadores bioquimicos
analisando os resultados dos diferentes métodos de rastreio pré-natal numa amostra de gravidas que
realizaram amniocentese. A populacdo deste estudo foi os registos das amniocenteses, das mulheres
gravidas do Servico de Obstetricia do Hospital de Santo Anténio -CHP.

Resultados: Foram recolhidos 722 registos de amniocenteses, 540 foram realizadas com base
na idade materna, 144 no resultado positivo do rastreio bioquimico e 38 com base nos dados
ecograficos. No total, 697 (96,5%) das amniocenteses foram negativas e 25 (3,5%) positivas.
Relativamente aos testes bioquimicos de rastreio, verificamos que existe uma propor¢do de 7,64%
(n=11) de verdadeiros positivos, e 92,36% (n=133) de falsos positivos.

Conclusao: Nao existem evidéncias para afirmar que os marcadores bioquimicos de rastreio
pré-natal tenham capacidade diagnéstica, mas tem grande utilidade clinica na deteccdo do risco de
malformacGes fetais, e por isso mesmo, segundo as ultimas recomendacdes de consenso, 0 RPN e 0
DPN devem estar disponiveis para todas as mulheres que iniciem a sua rotina pré-natal antes das 20

semanas de gestacdo, independentemente da sua idade.



Palavras-chave: Anomalias genéticas; Rastreio pré-natal; Diagnostico pré-natal: marcadores

biogquimicos de rastreio pré-natal; Amniocentese.

1. Introducao

O Rastreio Pré-natal (RPN) é um teste que se destina a seleccionar gravidezes com um
risco aumentado de apresentarem um feto com malformacdes.

Os testes de rastreio identificam grupos de risco aumentado, com indicagdo para
realizacdo de testes adicionais.

Ao longo das ultimas décadas tém-se verificado avancos consideraveis no diagnostico
pré-natal (DPN). Por consenso, os testes de DPN existentes, amniocentese biopsia das
vilosidades coridnicas, cordocentese obtencdo de uma amostra de sangue fetal retirada
directamente do corddo umbilical, tém sido oferecidos as mulheres com idade igual ou
superior a 35 anos na data do parto. Outro critério tradicionalmente utilizado para oferecer o
DPN é o risco aumentado de aneuploidia fetal, que se baseia na existéncia de aneuploidias
cromossémicas em gravidezes anteriores, defeitos estruturais major do feto detectados por
ecografia na gestacdo, e alteragbes cromossémicas numéricas ou estruturais dos
progenitores.

No final da década de 80, foi introduzido um novo método de rastreamento que leva
em consideragdo ndo somente a idade materna, mas também a concentracdo de vérias
substancias fetoplacentarios na circulacdo da mae (marcadores bioquimicos).

No segundo trimestre de gravidez, na 16. semana de gestacdo, a concentracao sérica
média materna de alfa-fetoproteina (AFP), estriol ndo-conjugado (UE3), B-hCG (total e
fraccéo livre) e Inibina-A, em gestagGes com trissomia 21 é significativamente diferente do
normal para permitir o uso de combinagdes ou de todas as substancias para seleccionar um
grupo de alto risco.

Esse método de rastreio € mais eficaz do que considerar a idade materna isoladamente,
como tem sido evidenciado em varios estudos quer nacionais, quer internacionais
(Fundacéo Medicina Materno Fetal; American College of Obstetricians)

Nos anos 90, introduziu-se o rastreio da sindrome de Down pela combinacédo da idade
materna, com a medida da translucéncia da nuca (TN) entre 11-13 semanas de gestacao.
Esse método tem-se mostrado eficaz na identificacdo de cerca de 75% dos fetos acometidos,

para uma taxa de resultados falsos positivos de aproximadamente 5%.



Subsequentemente, a idade materna e a medida da TN foram associadas a marcadores
bioquimicos em soro materno (fraccdo livre da B-hCG e PAPP-A) no primeiro trimestre,
identificando-se 85% a 90% dos fetos acometidos. Ademais, o desenvolvimento de novos
métodos laboratoriais, que permitem a dosagem desses marcadores no intervalo de 30
minutos a partir da colheita de sangue, tornou possivel a introducdo da clinica OSCAR
(One-Stop Clinic for Assessment of Risk). Isto €, a avaliacdo do risco para a trissomia 21,
baseada na idade materna, na medida da TN e marcadores bioguimicos, pode ser feita em
uma unica visita ao consultorio médico.

Mais recentemente foi proposto um segundo “marcador” ecografico a adoptar no
rastreio da sindrome de Down, que consiste na presenca ou auséncia dos 0ssos do nariz
numa ecografia efectuada entre as 11-13,6 semanas de gravidez.

De acordo com esta evolucdo, as recomendacfes de consenso de 2007 do American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e da Society for Maternal-Fetal
Medicine, 0 RPN e o DPN devem estar disponiveis para todas as mulheres que iniciem a sua
rotina pré-natal antes das 20 semanas de gestacdo, independentemente da sua idade.

As mulheres deverdo ser aconselhadas tendo em conta as caracteristicas e as
diferencas entre 0 RPN e o DPN. A idade materna de 35 anos ndo devera ser, por si s0,
utilizada como limite para determinar a quem é proposto o RPN ou o DPN.

O desenvolvimento de métodos de rastreio pré-natal de anomalias cromossémicas teve
grande impacto no diagndstico pré-natal. O DPN permite identificar as pessoas que tém uma
probabilidade aumentada de uma determinada afeccdo, abrange o rastreio, a prevencdo, o
diagndstico, o progndstico, a terapéutica e o seguimento.

A aplicagdo dos protocolos de DPN a gravidas consideradas de alto risco pelos
padrdes habituais (idade materna/ histéria familiar) possui varias limitaces ndo detecta os
cerca de 80% de recém-nascidos com trissomia 21, que nascem de mulheres com menos de
35 anos, e 0s 95% com defeitos do tubo neural (DTN) e que constituem o primeiro caso na
familia, segundo dados da American College of Obstetricians and Gynaecologists.

O DPN possui actualmente um maior alcance, abrangendo familias com reconhecido
risco e indicagdes classicas, assim como a populagdo geral. Considera-se rastreio quando 0s
testes sdo aplicados a populacdo geral, devendo as familias ser informadas de que néo
existem testes que permitam garantir que o feto esta isento de qualquer malformacéo.

Neste contexto, o Laboratorio Clinico tem um papel importante no seguimento da
gravidez, no diagndstico precoce de complicagdes, de modo a permitir intervencdo adequada

e deste modo aumentar as expectativas de uma gravidez com sucesso para a mée e para o
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feto. Algumas anomalias fetais podem colocar sérios riscos para a saude materna ou estarem
associadas a uma diminuicdo acentuada da qualidade de vida do novo ser em formacéo, ou
ainda, ser incompativeis com a vida do mesmo.

Nestes casos, um diagnostico precoce é essencial, de modo a poder tornar acessivel a
interrupcdo de gravidez o mais cedo possivel e desta forma minimizar o risco de
complicagBes que dai possam advir.

A imagiologia é hoje também uma ferramenta fundamental no seguimento do
desenvolvimento fetal. Algumas anomalias fetais evidenciam alteracGes ecograficas
importantes, de tal modo que, a ecografia pode, sé por si, constituir um meio de diagnostico,
como no caso de anencefalia.

Contudo, o diagnostico definitivo e precoce de varias anomalias fetais, s6 € possivel
recorrendo a procedimentos invasivos, nomeadamente aminiocentese e cordoncentese.
Estes, no entanto, envolvem riscos, nomeadamente de perda fetal. Como tal, ndo devem ser
realizados a toda a populacdo de mulheres gravidas, mas apenas aquelas que se considera
terem risco suficientemente elevado que justifique a realizacdo de um teste diagnostico
invasivo.

A determinacdo desse risco pode ser efectuada com base em determinacfes de
marcadores bioquimicos no soro materno e dados ecograficos. E neste contexto que se insere
0 objectivo deste trabalho.

Sendo os testes de rastreio um conjunto de analises (biomarcadores) e dados
ecogréaficos que permitem calcular o risco de ter um feto afetado com uma determinada
anomalia, nomeadamente trissomia 21 (Sindrome de Down), a trissomia 18 (Sindrome de

Edwards) e a trissomia 13 (sindroma de Patau), ou Defeitos Abertos do Tubo Neural.

Assim estes testes de rastreio pré-natal tém-se tornado objecto de discussdo nas
Sociedades Cientificas nos Gltimos anos®. Por um lado, os testes de diagnéstico, sendo testes
invasivos, acarretam riscos tanto para a mulher, como para o feto’. Por outro, as
malformacdes fetais estdo associadas a alta morbilidade e mortalidade?, e a sua prevaléncia é
bastante elevada.

Em Portugal, o Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC) encontrou entre 2002
e 2007, uma diminuicéo da prevaléncia destas anomalias, o que pode estar relacionado com

a oferta dos testes de Rastreio Pré- Natal a todas as gravidas.



2. Principais malformacdes geneticas

2.1 Sindrome de Down

A sindrome de Down ou trissomia 21 é uma doenca causada pela presenca de um
cromossoma 21 extra no cariétipo fetal* de forma que a sua contagem cromossémica é de
46+1 cromossomas. Esta associada a atrasos mentais, malformacbes cardiacas,
gastrointestinais, dos olhos, orelhas, entre outras.

Na auséncia de qualquer tipo de rastreio, cerca de 1 em cada 700 fetos nascem com
trissomia 21.* O Sindrome de Down é a doenca cromossémica mais comum e a principal
causa de atraso mental grave.

A idade materna possui grande influéncia na incidéncia de trissomia 21. Ela ocorre
uma vez em cada 1500 nascimentos vivos em mdes com 20 anos, uma em cada 25
nascimentos vivos para mades com mais de 45 anos.” A correlacdo com a idade materna
sugere que na maioria dos casos, a nao disjuncdo meidtica ocorre no Ovulo. Estudos
realizados revelam que em 95 % dos casos de trissomia 21, 0 cromossoma extra é de origem
materna.

Algumas caracteristicas fenotipicas do Sindrome de Down sdo em geral evidentes logo
ao nascimento e incluem perfil facial achatado, fissuras palpebrais obliquas, ponte nasal
baixa, distancia interocular ligeiramente aumentada, a face arredondada e os cantos da boca
sdo algumas vezes voltados para baixo. O pescogo é curto, com pele frouxa na nuca,
especialmente em recém-nascidos. Aproximadamente 50% dos individuos possui uma prega
transversal profunda nas palmas em flexdo. As maos e os pés tendem a ser largos e curtos. O
tonus muscular diminuido, hipotonia, € uma caracteristica marcante, que ajuda a fazer o
diagndstico.

Aproximadamente 40 % dos pacientes possuem doenca cardiaca congénita. Os
problemas cardiacos sdo responsaveis pela maioria das mortes na infancia. Cerca de 3%
destas criancas desenvolvem atrésias (encerramento ou auséncia) do eséfago, duodeno ou
anus. Assim sendo, estas criangas requerem cuidados médicos especiais, nomeadamente
ecocardiograma neonatal, com correccdo cirdrgica no primeiro ano de vida se necessario,
exame oftalmoldgico regular a partir dos 4 anos em criangas assintomaticas, medicdo dos
niveis das hormonas tiroideias anualmente, entre outros.®

Apesar de todos estes problemas, a melhoria dos tratamentos médicos (cirurgia

correctiva, antibioterapia etc.) tem aumentado a longevidade dos pacientes com trissomia



21.% Actualmente, a esperanca média de vida é de cerca de 47 anos de idade, podendo muitas
vezes chegar aos 60, enquanto que em 1983 era de 25 anos.

Como ja foi referido o Sindrome de Down é a principal causa de atraso mental severo.
Aproximadamente 80% possuem QI de 25 a 50%. Um em cada 25 pacientes aprende a ler e
1 em 50 a escrever. Existe forte evidéncia de que ambientes culturais enriquecidos podem
produzir melhoria significativa na funcdo intelectual. ®

Estes pacientes apresentam habitualmente estatura pequena e atingem a puberdade
tardiamente. Os homens com Sindrome de Down sdo quase sempre estéreis e as mulheres
com esta doenca podem ter filhos, embora aproximadamente 40% n&o ovulem.®

Quase todos os doentes com trissomia 21 com mais de 40 anos, desenvolvem
alteracBes neuropatolégicas, caracteristicas da doenca de Alzheimer.”®

Ainda que o cariotipo e as caracteristicas clinicas da trissomia 21 sejam conhecidas ha

décadas, pouco se sabe a respeito da base molecular do Sindrome de Down.’

2.2 Sindrome de Edwards

A sindrome de Edwards ou trissomia 18 é uma sindrome genética resultante de
trissomia do cromossoma 18.

A sindrome de Edwards é uma doenca rara, causada pela presenca extra de um
cromossoma 18, afecta 1 em cada 8000 nascimentos®.

As principais caracteristicas da sindrome sdo: atraso mental, atraso do crescimento e,
por vezes, malformacdo grave do coracdo. O cranio é excessivamente alongado na regido
occipital e o pavilhdo das orelhas apresenta poucos sulcos. A boca é pequena € 0 pescogo
geralmente muito curto. Esta associada a atrasos mentais, malformacdes cranianas, cardiacas
e renais. A maioria das criancas afectadas por esta trissomia morre durante o primeiro ano de

vida®.

2.3 Defeitos do Tubo Neural
Defeitos abertos do Tubo Neural (DTN) sdo um grupo de malformac6es do cerebro e
espinal medula. Na auséncia do Rastreio Pré-natal, cerca de 1 em cada 2000 bebés nasce
com DTN.
Sdo0 uma das malformagcbes genéticas mais severas, ocorrem no inicio do
desenvolvimento embrionario, pelo 19° dia apds a fertilizacdo, a area que se destina a

formacéo do sistema nervoso central, cérebro e espinal medula.
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A formacdo do tubo neural normalmente estd completa quatro semanas apos a
fertilizacdo. Uma falha na fusdo do tubo neural leva a defeitos permanentes de
desenvolvimento do cérebro ou da espinal medula ou ambos. Estes defeitos englobam desde
anecefalia, mielomeningocelo, espinha bifida e encefalocelo ™

A anencefalia ¢ uma malformacdo da extremidade anterior do tubo neural, com
auséncia de cérebro, mais comummente observada no sexo feminino.

O encefalocelo é um diverticulo de tecido do SNC malformado através de um defeito
no cranio, que ocorre mais frequentemente na regido occipital ou na fossa posterior.

As formas mais comuns de DTN nos recém nascidos sdo causadas por uma
insuficiéncia no encerramento ou reabertura das porgdes caudais do tubo neural.

A espinha bifida**, pode ser um defeito 6sseo assintomatico, espinha bifida oculta ou
uma malformacdo grave com desorganizacdo e compressdo de um segmento medular,
associado a uma protusao suprajacente da meninge.

O mielomeningocelo refere-se & extensdo do tecido do SNC através de um defeito da
coluna vertebral. O termo meningocelo aplica-se quando houver apenas uma extrusao
meningea. A disfuncdo neuroldgica clinica estd mais frequentemente associada com a
anomalia estrutural da propria medula e a infeccdo sobreposta que se estende da pele fina
suprajacente. Os mielomeningocelos ocorrem mais comummente na regido lombo-sagrada e
0 paciente apresenta manifestacfes clinicas referentes a funcdo motora e sensitiva nas
extremidades inferiores, como também distdrbios no controlo do intestino e da bexiga.”’

Existem diversas causas para a origem de DTN, cerca de 90% enquadram-se na
classificacdo de heranga multifactorial. A deficiéncia de &cido fdlico esta claramente
associada com o aumento de DTN. A causa nestes casos podera ser um disturbio no
metabolismo da homocisteina causado pela deficiéncia de folato. Estudos atribuem a
deficiéncia de folato 70% ou mais dos defeitos do tubo neural.

O aumento da concentracdo de AFP no liquido amniético conduz a um aumento na
circulacdo materna. Apenas os casos de defeitos do tubo neural abertos sdo detectados por
screening no soro materno e aproximadamente 90% destes podem ser detectados

determinando a AFP no soro materno.}
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3. Testes de rastreio pré-natal

Devido as complicacdes descritas anteriormente, torna-se importante fornecer as
mulheres testes de diagndstico e de rastreio eficazes.

Devido aos riscos associados aos testes de diagnostico®®, os testes de rastreio
tornaram-se num primeiro passo importante, e ndo invasivo, na determinacdo do risco de
desenvolver estas anomalias’.

Os testes de rastreio pré-natal, podem ser definidos como um conjunto de marcadores
bioguimicos e/ou ecogréaficos que permitem calcular o risco de uma mulher ter um feto com
determinada anomalia, nomeadamente as malformacdes genéticas anteriormente referidas®.
Existem varios tipos de testes, sendo os mais usados a ultrassonografia, a determinacéo da
translucéncia da nuca e os marcadores bioquimicos*

O Rastreio Pré-Natal pode ser efectuado no 1° Trimestre de gravidez (entre as 11 e
13,6 semanas), no 2° Trimestre (entre as 14 e 20 semanas - idealmente nas 15 semanas) ou
Integrado (1° e 2° Trimestres).

A avaliacdo dos testes bioquimicos do 1° trimestre, inclui o doseamento no soro
materno da fraccdo livre da B-hCG e da proteina especifica associada a gravidez PAPP-A. O
rastreio ecografico do 1° trimestre, inclui a medicdo ecografica do comprimento cranio-
caudal (CCC) e da translucéncia da nuca (TN). Esta traduz a quantidade de liquido
acumulado na face posterior do pescoco nesse periodo de gravidez. Com base na idade
materna, nos resultados da ecografia e/ou do marcadores bioquimicos serd determinado o
Seu risco.

O rastreio combinado do 1° trimestre inclui os testes bioquimicos e os dados
ecograficos.

O rastreio bioquimico do 2° trimestre, inclui o doseamento sérico da hormona B-hCG,
da alfa-fetoproteina (AFP), inibina-A e do estriol ndo conjugado (UE3).

O rastreio integrado inclui os testes e exames do 1° trimestre com o0s do 2° trimestre.

O nivel sérico materno da fracgdo livre da B-hCG normalmente diminui com a idade
gestacional. Em gestacOes acometidas pela trissomia, esse nivel aumenta.

O nivel de PAPP-A no sangue materno geralmente aumenta com o decorrer da
gravidez e, em gestacbes com trissomia 21, diminui. Para uma determinada idade
gestacional, cada nivel da fracgdo livre do B-hCG e PAPP-A representa um factor de

correccao que € multiplicado pelo risco a priori para se calcular o novo risco.
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Quanto mais alto o nivel da fraccéo livre do B-hCG e mais baixo o nivel de PAPP-A,

mais alto o risco de trissomia.

3.1 Testes bioquimicos de rastreio pré-natal
De facto, sabe-se que 0s niveis de determinadas substancias (marcadores bioquimicos)
no sangue de gravidas de fetos normais sdo, em geral, ligeiramente diferentes do verificado
em gestacdes de fetos com anomalias®*.
Apesar de haver vérias possibilidades’, geralmente utiliza-se a combinagéo de apenas
quatro dos marcadores descritos a seguir.

3.1.1 Alfa-fetoproteina

A alfa-fetoproteina (AFP) é uma proteina produzida no feto pelo saco vitelino, trato
gastrointestinal e figado, ap6s 29 dias de concepcao®. Na circulaco fetal, os niveis maximos
de AFP sdo observados entre a 10% e 132 semana de gestacdo, e diminuem progressivamente
até ao final da gravidez®®. Na circulacdo materna, observa-se um aumento de AFP a partir
da 7% semana de gestacdo, com as concentragdes maximas entre as 28 e 32 semanas, em
funcdo da maior permeabilidade placentéria®®.

A AFP foi o primeiro marcador sérico associado a sindrome de Down. Para além
disto, é o Gnico marcador incluido no teste triplo (hCG+AFP+uE®) que se revela Gtil na
deteccéio de DTN, Se esta patologia estiver presente, os niveis de AFP estdo marcadamente
aumentados®.

Em gestacbes com trissomia 21, os niveis de AFP sdo em médias inferiores
relativamente a gestacfes ndo afectadas. A diferenca entre os niveis observados em
gestacBes com trissomia 21 e gestacbes normais aumenta com a idade gestacional. As 11
semanas a mediana de AFP em gestacGes com trissomia 21 corresponde a 0,86 MoM sendo
portanto muito semelhantes aos de gestacdes normais (1,0 MoM). No segundo trimestre o
seu poder discriminatorio melhora, afastando-se mais de 1,0 MoM. Entre as 14-20 semanas
a mediana de AFP no soro materno para gestacdes afectadas € de 0,74 MoM.

3.1.2 Hormona Gonadotrofina Coridonica Humana

Esta hormona (hCG) é produzida em concentragfes muito elevadas pelas células

trofoblésticas da placenta. A sua concentracdo aumenta exponencialmente nas primeiras 8
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semanas de gestacéo, atingindo um pico na 10 semana ap6s o Gltimo periodo menstrual*®*,

Passado este periodo, os niveis diminuem gradualmente até ao final da gravidez'**".

O aumento desta hormona aparenta ser um dos marcadores mais sensiveis na detec¢do
da trissomia 21'%. Niveis baixos de hCG estdo associados & presenca de trissomia 18,
enguanto na DTN os seus valores estdo normais®.

Contudo, a diferenca entre os niveis de hCG total em gestacGes afectadas e nédo
afectadas aumenta com a idade gestacional de tal modo que o seu poder discriminatério €
significativamente mais favoravel no segundo trimestre de gravidez do que no primeiro. A
mediana de hCG total as 11 semanas é de 1,27 MoM enquanto que entre as 14-20 semanas
aumenta para 2,05. A utilizacdo do doseamento de hCG total no primeiro trimestre ndo esta

indicada. A hCG total é assim um marcador do segundo trimestre.

3.1.3 Estriol ndo conjugado
O estriol ndo conjugado (UE3) é produzido pela placenta. As suas concentragdes
aumentam rapidamente durante a gravidez. Contudo, 0s seus niveis estdo diminuidos nas
trissomias 18 e 211%,
Em gestacfes com trissomia 21, os niveis de UE3 sdo em médias inferiores
relativamente a gestacdes ndo afectadas. A diferenca entre os niveis observados em

gestacdes com trissomia 21 e gestacdes normais aumenta com a idade gestacional.

3.14 Inibina-A

A inibina-A é uma glicoproteina sintetizada pelas génadas, corpo lGteo e placenta,
sendo esta Gltima a sua principal fonte®**>*°. As concentragdes de inibina-A aumentam
progressivamente durante o desenrolar da gravidez, especialmente durante o terceiro
trimestre'**>*%!7 No entanto, pode estar anormalmente elevada em gestacdes de fetos com
sindrome de Down™*®*°_ Por isso, estudos sugerem que a inclusdo deste marcador nos testes
de rastreio é uma mais valia"'®?.

Em gestacfes com trissomia 21, os niveis de inibina-A sdo em média superiores
relativamente a gestacGes normais. A diferenga entre os niveis observados em gestacGes com
trissomia 21 e gestagBes normais aumenta com a idade gestacional. As 11 semanas a
mediana de inibina-A em gestacdes com trissomia 21 corresponde a 1,35 MoM enquanto
que entre as 14-20 semanas a mediana de inibina-A para gestacdes afectadas € de 2,54
MoM.
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3.1.5 Proteina plasmatica associada a gravidez

A proteina plasmatica associada a gravidez (PAPP-A) é uma glicoproteina produzida
especificamente pelo trofoblasto, pelo que, é encontrada apenas em mulheres gravidas®. As
concentracdes de PAPP-A sdo detectaveis a partir da oitava semana de gestacdo, e aumenta
progressivamente durante a gravidez?.

Nas gestacbes de fetos com sindrome de Down, o0s niveis desta proteina estdo
significativamente diminuidos®. Desta forma, a utilizacio da PAPP-A pode ser utilizada no
rastreio de trissomia 21, especialmente durante o primeiro trimestre®*. Quando comparada
com 0s outros marcadores isolados, a PAPP-A, oferece a mais elevada taxa de detec¢do no
rastreio precoce de trissomia 21%°.

A diferente combinacdo destes marcadores (tabela 1), permite obter uma sensibilidade
bastante elevada (cerca de 70%), com uma baixa taxa de falsos negativos (aproximadamente

5%) 12,13,26

Um resultado positivo nestes testes representa um risco aumentado, e por isso mesmo,

é uma indicacdo para a realizacdo de testes de diagndstico.

Tabela 1 - Alteragdes da concentracdo dos marcadores bioquimicos nas principais anomalias

cromossomicas™.

Anomalias
DTN Trissomia 21 Trissomia 18
AFP Aumentada  Diminuida Diminuida
hcG Normal Aumentada  Diminuida
Marcador 7] 34 Normal Diminuido Diminuido
Inibina-A Normal Aumentada  Diminuida
PAPP-A Normal Diminuida Diminuida

15



4. Determinacao do risco

Ainda que a idade materna pode ser vista como o primeiro “teste de rastreio”, uma vez

que, a incidéncia destas alteraces esta directamente relacionada com o seu aumento®, toda a
mulher corre o risco de que o seu feto tenha uma anomalia cromossomica.
Para se calcular esse risco individualmente, é necessario ter-se em consideracao o risco basal
ou risco a priori (background risk), o qual depende da idade materna e do tempo de gestacao
e multiplica-lo por uma série de factores, ou riscos relativos, que sdo resultados dos testes de
rastreio realizados durante a gestacdo, determinando-se, assim, o risco especifico para cada
gravida®?’,

O risco relativo (likelihood ratio) para uma certa medida ultrassonografica ou
bioquimica é calculado dividindo-se a percentagem de fetos acometidos pela percentagem
de fetos normais com as mesmas medidas®.

Sempre que um teste é realizado, o risco a priori é multiplicado pelo risco relativo, ou
factor de correccdo, do teste para se calcular um novo risco, o qual se torna, por sua vez, 0
risco basal para o proximo teste (Snijders e Nicolaides, 1996) 2 Para que se processe 0
resultado final do rastreio combinado € necesséria a utilizacdo de um software (programa de
computador) proprio que € facultado por uma entidade reguladora, como a Fetal Medicine
Foundation?.

O diagndstico definitivo de algumas malformacdes referidas s6 pode ser feito através
de exames invasivos, como a biépsia das vilosidades coriénicas ou a amniocentese?®. Ainda
que invasivo, a amniocentese é o teste que mais frequentemente se referencia para
determinar as anomalias cromossomicas.

Sé deverdo ser realizados este tipo de testes em gravidezes consideradas sob risco de
malformagBes cromossomicas. Assim, actualmente € recomendada a sua realizagdo as
mulheres consideradas de alto risco, ou seja, mulheres com um resultado positivo nos testes

de rastreio.

No entanto, esta pratica ndo tem em consideragédo alguns aspectos importantes. Por um
lado, o nimero de mulheres que atrasam a idade para a primeira gravidez tem aumentado
consideravelmente. Por outro lado, tem-se assistido a uma evolugdo nos testes de rastreio
pré-natal, tal como a inclusdo de varios outros marcadores em simultaneo, fazer os testes
durante o primeiro trimestre, e ainda exames ecograficos, tudo isto permitiu um aumento na

sensibilidade e especificidade destes testes*?°.
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5.0bjetivo

Com este trabalho pretende-se evidenciar a capacidade diagnostica dos testes
bioguimicos de rastreio pré-natal, no diagndstico precoce das referidas doencas,
diminuindo assim as técnicas invasivas.

A nossa hipdtese € se estes biomarcadores terdo maior sensibilidade e especificidade
na detecdo de malformacdes fetais.

Desta forma, o objectivo do estudo foi avaliar os resultados dos diferentes métodos de
rastreio pré-natal numa amostra de gravidas do Hospital Santo Antonio que realizaram

amniocentese.

6. Material e métodos
6.1 Tipo de estudo

Realizou-se um estudo observacional analitico transversal.

6.2 Populacéo em estudo

A populacéo deste estudo foi os registos das amniocenteses, das mulheres gravidas do
Servigo de Obstetricia do Hospital de Santo Antdnio- CHP.

6.3 Amostra e critérios de exclusao

Foi recolhida uma amostra referente aos anos 2008-2010. Para cada unidade amostral,
foram recolhidos os dados referentes as variaveis em estudo. Foram definidos como critérios

de exclusdo a inexisténcia de qualquer informacao relativamente as variaveis em estudo.

6.4Variaveis em estudo

Idade - variavel discreta, expressa em anos

Grupo Etario - Variavel dicotomica, obtida através da categorizacdo da variavel discreta
Classificada do seguinte modo:
e Grupo 1 (gravidas com idade inferior a 35 anos).

e Grupo 2 (gravidas com idade igual ou superior a 35 anos)
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Tempo de gestacdo - Varidvel discreta, expressa em semanas.

Diagnostico - Variavel qualitativa nominal
Idade materna avancada - Varidvel qualitativa nominal. (Gravidas com idade superior ou

igual que 35 anos)
Rastreio bioquimico - Variavel qualitativa nominal dicotomica, positivo ou negativo.
Rastreio ecogréfico - Variavel qualitativa nominal dicotdmica, positivo ou negativo.

Resultado da amniocentese - Varidvel qualitativa nominal dicotémica, positivo ou

negativo.

6.5 Questdes éticas

Cumpriram-se os pressupostos da declaracéo de Helsinquia®.

6.6 Analise e tratamento de dados

A anélise estatistica foi efectuada com o programa SPSS 16.0.® Os dados obtidos
foram registados numa folha de célculo criada especificamente para o efeito A amostra foi
dicotomizada, utilizando os resultados da amniocentese para a determinagao dos
Verdadeiros Positivos (VP) e Falsos Positivos (FP).

Foi utilizado o teste do qui-quadrado, com um nivel de significancia de 5%, para
determinar a associa¢ao ou independéncia entre o resultado da amniocentese e 0 grupo

etario.
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7. Resultados

Foram seleccionados 722 registos de amniocenteses realizadas entre Janeiro de 2005 e
Maio de 2008 no Hospital Geral de Santo Antonio.
Como se pode verificar na tabela 2, a média das idades das gravidas foi de 36 anos,

sendo o minimo 16 e 0 maximo 46 anos.

Tabela 2 - Caracterizacdo da amostra em funcédo da idade.

N Média Moda Minimo Maximo

722 36 36 16 46

Pertencem ao grupo 1 (idade inferior a 35 anos) 160 gravidas e ao grupo 2 (idade igual

ou superior a 35 anos) 562 gravidas.

Relativamente ao critério para a realizacdo da amniocentese, 540 amniocenteses foram
realizadas com base na idade materna avancada (IMA), 144 no resultado positivo do rastreio

bioquimico e 38 com base nos dados ecogréaficos (grafico 1).

Gréfico 1 — Caracterizacdo da amostra em funcéo do critério para a realizacdo da amniocentese.

® |dade Materna Avancgada Rastreio Bioquimico Positivo ™ Dados Ecograficos

No grupo 1, 124 das amniocenteses foram realizadas com base no rastreio bioquimico
positivo e 36 com base nos dados ecograficos. (tabela 3).
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No grupo 2, 540 das amniocenteses basearam-se na IMA, 20 no rastreio bioquimico
positivo e apenas 2 nos dados ecogréficos (tabela 3).

Tabela 3 — Caracterizacdo da amostra em funcdo do critério para a realizagdo da amniocentese e da classe

etéria.
Critério

n %
Grupo1 Rastreio Bioquimico Positivo 124 77,5
Dados Ecogréficos 36 22,5

Classe Total 160 100

Etdria Idade Materna Avancada 540 96

Grupo 2 Rastreio Bioquimico Positivo 20 3,6

Dados Ecogréficos 2 04

Total 562 100

Grafico 2 e 3 - Caracterizagdo da amostra em funcédo do critério para a realizacdo da amniocentese e da classe
etaria.

Grupo Etario 1 Grupo Etario 2

20 2
36% 04%

¥ [dade Materna Avancada

Rastreio Bioquimico
Positivo

B Dados Ecograficos

77,5% 540
96%

No total, 697 (96,5%) dos resultados das amniocenteses foram negativos e 25 (3,5%)

foram positivos (13 no grupo 1 e 12 no grupo 2). Em relacdo aos resultados positivos, 8
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efectuaram a amniocentese com base na idade, 11 no rastreio bioquimico positivo e 6 nos

dados ecograficos (tabela 4).

Tabela 4 — Caracterizagdo da amostra em funcéo do critério de realizagcdo da amniocentese e dos resultados

da amniocentese.

Critério
Ratreio BQ Dados
IMA Total
Positivo Ecograficos
n n n n %
Resultado da Positivo 8 11 6 25 3,5
Amniocentese  Negativo 532 133 32 697 96,5
Total 540 144 38 722 100

Passando a analise dos resultados positivos da amniocentese, € importante determinar
os valores dos Verdadeiros Positivos (VP) e Falsos Positivos (FP) de cada um dos critérios
para a sua realizacao.

Relativamente aos testes bioquimicos de rastreio pré-natal, verificamos que existe uma
propor¢do de 7,64% (n=11) de Verdadeiros Positivos (VP), uma vez que, 0s testes
bioquimicos apresentaram resultados positivos, assim como a amniocentese 92,36% (n=133)
sdo Falsos Positivos (FP), dado que os resultados do rastreio bioquimico foram positivos e a
amniocentese negativa (tabela 5). Se avaliarmos estes valores em funcdo do grupo etario,
podemos verificar que nas gravidas com mais de 35 anos, os valores de VP aumentam.

Assim, o valor de Verdadeiros Positivos no grupo 1 é de 5,64% e no grupo 2 é de 20%.

Tabela 5 - Caracterizacdo da amostra com resultados positivos de rastreio bioquimico, em funcdo do grupo

etario e do resultado da amniocentese.

Amniocentese

Total
Positiva  Negativa
1 7 117 124
Rastreio Bioquimico Grupo Etério
2 4 16 20
Positivo
Total 11 133 144
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Gréfico 4 e 5 - Caracterizacdo da amostra com resultados positivos de rastreio bioquimico, em funcdo do

grupo etéario e do resultado da amniocentese.

Grupo Etério 1 Grupo Etario 2
4
7
20%

0,
6% r

Amniocente

Positiva

B Amniocente
Negativa

80%

94%

Se ao rastreio bioquimico adicionarmos 0s casos com resultados positivos no rastreio

ecografico, verificamos que o VP aumenta para 9,34% (tabela 6).

Tabela 6 - Caracterizacdo da amostra com resultados positivos de rastreio bioquimico ou no rastreio

ecografico, em funcéo do grupo etario e do resultado da amniocentese.

Amniocentese

Total
Positiva  Negativa
Rastreio Bioquimico Positivo 1 13 147 160
Grupo Etario
ou 2 4 18 22
Rastreio Ecografico Positivo  Total 17 165 182

A proporcdo dos VP das amniocenteses realizadas com base na IMA é de 1,48%
(n=8). No grupo 1 os VP representam 2,17%, e no grupo 2 verifica-se uma diminuigédo deste
valor (1,34%). Em relacdo aos FP o seu valor é de 98,5%.

Na tabela 7 podemos observar que a média de idades foi de 35 anos para as gravidas
com resultado positivo na amniocentese (com idade minima de 23 anos, maxima de 43) e 36
anos para as gravidas com resultados negativos na amniocentese (com a idade minima de 16

anos e a maxima de 46).
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Tabela 7 - Caracterizacdo da idade das gravidas em funcdo da amniocentese.

Amniocentese

Positiva  Negativa

Média 35 36
Moda 43 36
Minimo 23 16
Maximo 43 46

Assim, através da realizacdo do teste do qui-quadrado, e para um nivel de significancia
de 5 % (0=0,05), podemos afirmar que ndo existem evidéncias estatisticas significativas,

para afirmar que o grupo etario e o resultado da amniocentese estdo associados.

8.Discussao e Conclusao

Das 722 gravidas que realizaram amniocentese foram diagnosticados 25 casos de
anomalias cromossdmicas, 0 que representa uma incidéncia de 3,46%. No entanto, ndo
existem evidéncias estatisticas significativas para concluir que existe uma relacdo entre a
idade e o resultado da amniocentese, assim, uma mulher gravida independentemente da sua
idade, deve realizar os testes de rastreio pré-natal.

Actualmente maioria das amniocenteses ja ndo sdo realizadas exclusivamente com
base na idade materna, mas com base nos resultados dos testes de rastreio recomendados
pela sociedades de consenso, devem-se oferecer a todas as gravidas a possibilidade de
efectuarem os testes de rastreio pré-natal uma vez que estes sdo universais, pois aconselhar a
amniocentese a todas as mulheres com idade igual ou superior a 35 anos, apresenta baixa
capacidade diagndstica, uma vez que quer neste estudo, quer noutros estudos publicados,
apresentam evidéncia de malformagdes fetais em mulheres com idade inferior aos 35 anos.

Através da andlise dos resultados podemos concluir que a pratica de realizar a
amniocentese a todas as mulheres com idade igual ou superior a 35 anos, tem baixo poder
discriminativo entre doenca e gravidez normal, e por iSso mesmo apresenta baixa capacidade
diagnostica. Ou seja, das 540 amniocenteses realizadas exclusivamente com base na IMA,
apenas 8 foram Verdadeiros Positivos (1,48%), em relacdo aos Falsos Positivos verificamos

que se trata de um valor muito elevado (98,48%). Contudo, ndo podemos ignorar que a
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amniocentese permite detectar outras anomalias cromossoémicas, que nao as anteriormente
descritas e detectveis pelos testes de rastreio.

Em relacdo aos testes de rastreio marcadores bioquimicos podemos concluir que o valor de
VP ¢ de 7,64%, contudo, o valor dos FP € muito elevado (92,36%). Se adicionarmos 0s
testes ecograficos aos testes bioquimicos obtemos um valor de Verdadeiros Positivos de
9,34%. Podemos assim concluir que o rastreio combinado dentro deste tipo de testes € uma
mais-valia na deteccdo de malformacdes fetais. Porém este valor revela-se bastante inferior
ao esperado. Estes valores podem ser explicados por diferentes raz6es. Na pratica clinica sao
utilizados apenas quatro dos marcadores bioquimicos referidos (AFP, B-hCG, HE®, PAPP-A)
enquanto que os estudos que apresentam maior sensibilidade, utilizam todos os marcadores
(incluem a inibina-A).

Relativamente a este estudo, ndo foi possivel determinar indicadores como a
sensibilidade e especificidade dos marcadores bioquimicos de rastreio pré-natal, que seria
um aspecto muito importante para este trabalho, uma vez que, poderia diminuir o numero de
gravidas submetidas ao teste invasivo amniocentese. Esta limitacdo deveu-se aos dados
utilizados, dado que, ao utilizar os registos das amniocenteses realizadas, desde logo, 0s
resultados obtidos ndo abrangem os casos de mulheres gravidas em que ndo ha suspeitas da
existéncia de alguma malformacéo genética.

Os testes de Rastreio Pré-natal embora insuficientes, em conjunto com os marcadores
ecogréaficos nomeadamente a TN e ecografia aos 0ssos do nariz (ON), ductos venosos, entre
outros j& em elaboracdo, serdo uma mais-valia em termos de diagnostico de
cromossomapatia, e ainda como prognostico de outras patologias nomeadamente pré-

eclampsia, atraso de crescimento intra-uterino e risco de parto pré-termo, etc.
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