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RESUMO

O rastreio pré-natal de aneuploidias tem o objetivo de avaliar qual o risco que uma
mulher gravida apresenta de ter um feto com anomalias cromossdémicas. O rastreio de
aneuploidias é amplamente oferecido as mulheres, existindo diferentes abordagens com
vantagens, desvantagens e diferentes capacidades de detegdo. Mais recentemente surgiu um
novo teste de rastreio (enfoque deste trabalho) que promete revolucionar o rastreio pré-natal
como até agora o conhecemos. O designado teste de rastreio pré-natal ndo invasivo (TPNNI)
usa 0 ADN fetal livre presente na circulacdo materna, tendo sido validado por diferentes
estudos e apresentando uma elevada taxa de detecdo, alta especificidade e baixo nimero de
falsos positivos e negativos. O TPNNI ndo é um teste diagnostico e, por isso, ndo deve
substituir os testes diagndsticos como a amniocentese ou a bidpsia das vilosidades coriénicas.
Em raros casos, e por questdes técnicas ou bioldgicas, ndo é capaz de reportar um resultado,
designados os "no calls", que constituem uma das lacunas deste teste. Atualmente ainda é um
teste dispendioso e que deve ser aplicado apenas na gravidez unifetal e numa abordagem
secundaria, acompanhado de um aconselhamento eficaz pré-teste e pds-teste. A aplicacdo do
ADN fetal livre no contexto do diagndéstico pré-natal teve inicio com a determinacdo do sexo
fetal e da determinagdo do fator Rh fetal, estendendo-se posteriormente ao rastreio de
aneuploidias e mais recentemente tém sido desenvolvidos esforcos para que possa ser
estendido a outras patologias com origem cromossémica, no entanto estas investigacdes

recentes carecem ainda de validag&o cientifica.
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ABSTRACT

The purpose of prenatal screening for aneuploidy is to provide an assessment of the
woman’s risk of carrying a fetus with chromosomal abnormalities. The screening for
aneuploidies is widely offered to women and there are a variety of screening test options, each
offering different levels of advantages, disadvantages and accuracy. More recently, a new
screening test (focus of this work) has emerged that promises to revolutionize prenatal
screening as we know it so far. The so-called noninvasive prenatal screening test (NIPT) uses
free fetal DNA present in the maternal circulation and has been validated by several studies
which report a high detection rate, high specificity and low false positive and negative rates.
NIPT is not a diagnostic test and, therefore, should not replace diagnostic tests as
amniocentesis or chorionic villus biopsy. In rare cases, and for technical or biological reasons,
NIPT is not able to report a result, called “no calls”, which are one of the gaps in this test.
Nowadays it is still an expensive test that should be applied only in singleton pregnancies as a
secondary approach and with an effective pre-test and post-test counseling. The
implementation of free fetal DNA in the context of prenatal diagnosis began with the
determination of fetal sex and determination of fetal Rh factor, being later extended to the
screening of aneuploidies. More recently efforts have been made so that it can be extended to
other disorders with chromosomal origin, however these recent investigations still need

validation.
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1. INTRODUCAO

O rastreio pré-natal de aneuploidia fetal é oferecido, atualmente e desde h& décadas, a
todas as mulheres gravidas (atraves do rastreio do primeiro trimestre em que se combinam os
marcadores ecograficos e bioquimicos do soro materno, e/ou com o rastreio do segundo
trimestre, recorrendo também neste caso a doseamentos hormonais no soro materno) que,
associado a idade materna, historia prévia de aneuploidias, entre outros marcadores, permitem
o célculo do risco individual de aneuploidia para cada gestacdo. Face a um rastreio positivo,
isto é, indicativo de um risco elevado de aneuploidia, é oferecido a mulher a possibilidade de
se submeter a um teste diagnostico, que por ser invasivo, acarreta risco de perda fetal (0,5-
1%). Entdo, desde h&a muito tempo que existe 0 desejo e a necessidade de encontrar métodos

alternativos, ndo invasivos, capazes de responder as necessidades das gestantes e dos casais.

O teste pré-natal ndo invasivo (TPNNI) é o desenvolvimento mais recente e
revolucionario que, usando ADN fetal livre em circulagdo no sangue materno, promete
modificar a abordagem do rastreio como até agora o conhecemos. A pesquisa de ADN fetal
livre no sangue materno é acessivel através de uma simples venopuncdo, apresentando
elevadas taxas de detecdo de aneuploidia fetal, com taxas de falsos positivos francamente

inferiores aos métodos atualmente implementados.

Assim, o objetivo deste trabalho é desenvolver uma revisdo bibliografica nesta &rea,
analisar o contexto historico e conhecer o que foi desenvolvido até a data. Saber como se usa
esta nova metodologia, reconhecer quais as suas falhas e fatores de confundimento e, mais
importante, avaliar a sua aplicabilidade no rastreio de aneuploidias de forma sistematica no

Sistema Nacional de Saude.

Este estudo incide no rastreio das aneuploidias mais frequentes como as trissomias 21,

18 e 13, com maior incidéncia na trissomia 21 e em gestacdes unifetais.






2. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa da literatura foi realizada através da base de dados PubMed, com restricéo
a publicagdes escritas em inglés. O periodo de pesquisa foi desde 1969 a 2016, tendo sido
excluidas publicacfes realizadas entre 2000 e 2012 para que o numero de referéncias
bibliograficas fosse o exigido pelas normas deste trabalho. A lista de publicacBes foi gerada
através da pesquisa dos termos: "screening”, "aneuploidies”, "non-invasive", "fetal DNA" e
"maternal blood". A escolha das publica¢fes foi obtida através da analise dos resumos, para

que fossem identificados os artigos mais relevantes.






3. DiscussAo

3.1 Rastreio de Aneuploidias

O rastreio pré-natal de aneuploidias deve ser oferecido a todas as gravidas com o
objetivo de determinar qual o risco que cada uma tem de ser portadora de um feto com
anomalias cromossémicas. Existe uma variedade de opg¢des possiveis, cada uma com
diferentes niveis de eficcia, vantagens e desvantagens que devem ser explicadas & mulher e
ao casal, de tal modo, que estes possam realizar uma escolha informada e que va de encontro

as suas circunstancias e interesses.!

Um teste de rastreio pré-natal tem como objetivo avaliar se a gestante tem um risco
aumentado de ter um feto com uma determinada anomalia, que difere de um teste diagnostico
que pretende determinar, com a maxima certeza possivel, se o feto apresenta a anomalia

g - 1 Z - - , -
especificamente pesquisada.” E recomendado que testes de rastreio e diagndstico de
aneuploidias devam ser oferecidos a todas as gravidas precocemente na gravidez, e

idealmente, no primeiro trimestre.

Uma aneuploidia é definida como a existéncia de um numero alterado de
cromossomas, levando a um desequilibrio de ADN nas células e, consequentemente
anomalias funcionais e estruturais no feto. As anomalias cromossémicas ocorrem,
aproximadamente em 1 em cada 150 fetos vivos.! As trissomias dos autossomas sio as
anomalias mais frequentes, e destas a mais prevalente & o Sindrome de Down (trissomia 21),
ocorrendo 1 em cada 500-1000 fetos vivos; a trissomia 18 e a trissomia 13 séo a segunda e

terceira aneuploidias mais frequentes, respectivamente.?



3.2 Métodos de Rastreio

Os testes de rastreio, em geral, estratificam as mulheres em grupos individuais: (1)
aquelas que apresentam um teste de rastreio positivo (ou seja com risco elevado, superior ao
ponto de corte previamente estabelecido), e portanto, com um risco aumentado de possuir um
feto aneuploide e (2) aquelas em que o teste de rastreio é negativo (risco menor ao ponto de
corte previamente estabelecido), e consequentemente com um risco de aneuploidias reduzido.
As mulheres com rastreio positivo deve ser oferecido a oportunidade de realizar um teste
diagnostico. As mulheres com rastreio negativo também deve ser oferecido aconselhamento
apesar do risco de aneuploidia ser menor, uma vez que o teste de rastreio negativo nao exclui
por completo a ocorréncia de um feto aneuploide. A estas mulheres (teste negativo) ndo deve
ser dada a oportunidade de realizar testes de rastreio adicionais porque tal aumenta o potencial
de falsos positivos. No entanto, esta situagdo ndo exclui, que com o avancar da gravidez, esta
possa ser alvo de testes diagndsticos, particularmente se dados adicionais se tornarem
evidentes (como a identificacdo de anomalias fetais ou marcadores de aneuploidia a

ecografia).’

Atualmente estdo disponiveis testes de rastreio de aneuploidias no 1° e 2° trimestres.
No primeiro trimestre (ecografico, bioguimico e combinado), bioquimico no segundo
trimestre (triplo, quadruplo, quintuplo) e rastreio ecogréafico. As diferentes opcdes
contempladas podem ser complementadas por uma abordagem através do TPNNI, método de

rastreio alvo de discussao neste trabalho.

1. Rastreio do Primeiro Trimestre
Realizado caracteristicamente entre as 8 semanas e as 13 semanas e 6 dias de gestacao,
inclui a medicdo ecogréfica da translucéncia da nuca (11 semanas-13 semanas e 6 dias), e 0

doseamento sérico da gonadotrofina coridénica humana (hCG) -fra¢ao livre B ou total-, e a



proteina plasmaética associada a gravidez (PAPP-A). O risco estimado de aneuploidia é
calculado atraves destes dados e de fatores maternos como a idade materna, histéria prévia de
aneuploidia, peso, raca e nimero de fetos.

A translucéncia da nuca (TN) é avaliada ecograficamente e corresponde ao espaco
preenchido por fluido na regido dorsal do pescogo fetal. Um aumento da TN (acima do
percentil 95 (P95) relativamente ao comprimento céfalo-caudal) esta associado, de forma
independente, a um risco de aneuploidia fetal e anomalias estruturais, e quanto maior a TN
maior o risco de coexistir uma gravidez afetada (relacdo proporcional).

Esta abordagem de rastreio tem uma taxa de detecdo de Trissomia 21 de 82-87%, com
cerca de 5% de falsos positivos. Tem como vantagens o fato de ser um rastreio realizado
precocemente na gravidez, Unico, e com recurso a marcadores bioquimicos (hCG e PAPP-A)
e ecograficos (TN, osso nasal, ducto venoso, tricuspide), capazes de rastrear outros resultados
adversos da gravidez. A principal desvantagem que apresenta esta relacionada com o fato de
ter taxas de detecdo inferiores as dos testes combinados do 1° e 2° trimestres, como mais a
frente se demonstrara.

2. Rastreio Quéadruplo

O rastreio quadruplo pode ser efetuado entre as 15 semanas e as 22 semanas e 6 dias,
ou seja, durante o segundo trimestre. Ndo faz uso da medicdo da TN e por isso ndo é
necessaria a ecografia fetal. E um rastreio que também fornece informagio sobre o risco para
outros defeitos fetais além do risco de aneuploidias, como as doencas do tubo neural. A
melhor janela de oportunidade para ser realizado é entre a 162 e a 182 semanas, periodo que
otimiza o rastreio dos defeitos do tubo neural.

Os quatro analitos maternos mensurados sdo a hCG, a alfa fetoproteina (AFP), a
inibina-A dimérica e o estriol ndo conjugado (UE3) combinados com fatores maternos como a

idade, raca, presenca de Diabetes e 0 nimero fetos, para alcancar um risco estimado.



Esta abordagem de rastreio tem uma taxa de detecdo inferior ao rastreio do primeiro
trimestre, com cerca de 81%, com taxas de falsos positivos em cerca de 5%. As vantagens
estdo relacionadas com o facto de ser um teste Unico, independente de um técnico
especializado em ecografia, avaliando também os defeitos do tubo neural, sendo os analitos
doseados capazes de avaliar outros defeitos fetais. A sua grande desvantagem é a mesma do
rastreio anterior: taxas de detecdo inferiores as das abordagens combinadas.

Quer no rastreio do primeiro trimestre quer no agora abordado é importante que a
datacdo da gravidez esteja bem estabelecida aquando a colheita das amostras sanguineas para
analise, isto porque uma datacao incorreta diminui a precisao dos testes.

3. Rastreio Quintuplo

O rastreio quintuplo ndo é nada mais do que o rastreio quadruplo com mais um
marcador plasmatico: a hCG hiperglicosilada (também conhecida como antigénio
trofoblastico invasivo), realizando-se também no mesmo periodo de tempo. Existe um ensaio
retrospetivo que afirma uma ligeira melhoria na performance do rastreio do segundo trimestre,
com esta metodologia, no entanto esta abordagem é pouco usada e ndo ha ensaios
comparativos desta metodologia com as outras vigentes.

4. Rastreio Triplo

Os trés marcadores avaliados para determinar o risco de aneuploidias sdo a hCG, a
AFP e o0 estriol ndo conjugado. E de todos os tipos de rastreio apresentados o que possui
menor taxa de dete¢do do Sindrome de Down com apenas 69%.

5. Rastreio Combinado do 1° e 2° trimestres

O rastreio combinado do primeiro e segundo trimestres é o protocolo que apresenta

melhores taxas de detecdo comparativamente aos rastreios Unicos. Inclui trés abordagens

combinadas: integrada, sequencial e por fim o contingente. Dependendo da abordagem



escolhida o resultado do teste de rastreio pode estar disponivel ainda no primeiro trimestre ou
apenas no segundo.

Integrado: ao realizar o rastreio integrado a utente realiza a medicdo da TN, o0s
analitos e ainda o rastreio quadruplo do 2° trimestre, culminando num s6 resultado disponivel
apenas no segundo trimestre. Caso os dados ecograficos ndo estejam disponiveis quer por
questdes técnicas quer fetais, pode-se oferecer a gravida um teste integrado apenas analitico,
excluindo a TN. Esta abordagem integrada exclusivamente analitica apresenta taxas de
detecdes inferiores ao rastreio integrado (88% vs 96%). A grande desvantagem deste rastreio
é a necessidade de duas amostras temporalmente distantes e dependentes uma da outra para a
obtencdo de um resultado final.

Sequencial: O rastreio sequencial foi desenvolvido na tentativa de colmatar a
desvantagem da abordagem integrada mantendo a alta taxa de dete¢cdo do mesmo. Assim, 0
rastreio sequencial aborda de forma combinada o rastreio do 1° e 2° trimestres mas € capaz de
reportar um resultado, ou seja, uma estratificacdo do risco no primeiro trimestre. Esta
diferenca permite a gravida tomar decisGes mais precocemente caso o teste preliminar do
primeiro trimestre revele um alto risco para aneuploidia. Caso tal aconteca é oferecido a
mulher a possibilidade de realizar um teste diagnostico ou até mesmo a pesquisa de ADN
fetal livre no sangue materno (o enfoque deste trabalho), sendo o protocolo do segundo
trimestre automaticamente descontinuado. Se o risco de aneuploidia for negativo no 1°
trimestre, proceder-se-a ao rastreio do segundo trimestre como contemplado no protocolo. As
taxas de detecdo do rastreio sequencial séo de 91-93%.

Contingente: Este modelo estratifica o risco da gravida de apresentar aneuploidias em
3 niveis: alto, intermedio e baixo com base no resultado do rastreio do primeiro trimestre. As
mulheres classificadas como sendo de alto risco tém a oportunidade de realizar o rastreio de

ADN fetal livre ou proceder a um teste invasivo - biopsia das vilosidades coriénicas (BVC) -,



aquelas que apresentam um risco baixo ndo € recomendado qualquer tipo de teste ou rastreio
adicional. Por fim, apenas as mulheres que possuem um risco intermedio é oferecida a
possibilidade de realizar um rastreio do segundo trimestre, deste modo um menor nimero de
mulheres necessitam de se sujeitar ao rastreio do 2° trimestre. Teoricamente este protocolo
permite manter as altas taxas de detecdo (88-94%) com baixo numero de falsos positivos
enguanto reduz o numero de rastreios do 2° trimestre.

O uso de multiplos rastreios de forma independente ndo é aconselhado porque
resultaria num elevado numero de testes de rastreio positivos, resultando em riscos estimados
confusos para as gravidas.

6. Rastreio Ecografico no 2° trimestre

Embora os fetos afetados com trissomia 13 ou 18 apresentem habitualmente anomalias
estruturais major facilmente evidenciadas pela ecografia, a identificacdo ecografica do
Sindrome de Down é mais desafiante. No entanto, existem marcadores ecograficos, major e
minor, associados a trissomia 21, sdo considerados marcadores major, entre outros os defeitos
cardiacos (anomalias do septo, tetralogia de Fallot e defeito do canal auriculoventricular), a
atrésia duodenal, osso nasal hipoplasico ou prega da nuca aumentada, tipicamente
identificados no segundo e terceiro trimestres. Os marcadores minor sdo menos especificos
mas mais comuns nos fetos portadores de Sindrome de Down, podendo fazer suspeitar de
anomalias fetais, sdo exemplos a prega da nuca aumentada, a dilatacdo da pélvis renal, o
intestino hiperecogénico, 0ssos longos curtos. Dada a inespecificidade destes ultimos
marcadores, estes podem estar presentes em fetos ditos normais (sem anomalia
cromossomica) o que dificulta a distingdo entre gravidezes afetadas e normais. Gravidas
portadoras de fetos com as anomalias referidas beneficiam de seguimento com indicacdo para
realizacdo detalhada da ecografia e correcdo do risco inerente ao marcador/marcadores

identificados.
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3.3 Contexto Histoérico

Em 1969, foi reportado (Walknowska et al.)®, pela primeira vez, a capacidade de
recuperar e identificar células fetais provenientes do sangue materno. Recorrendo a detecao de
metafases do cromossoma Y, em mulheres gravidas de fetos do sexo masculino, foi possivel
comprovar a existéncia de células de origem fetal na circulagdo materna, constituindo uma
potencial fonte para o rastreio de aneuploidias, através de uma abordagem nao invasiva e
possivel logo durante o primeiro trimestre. Apesar das grandes expectativas, era unanime a
consciéncia de que essas descobertas constituiam apenas o primeiro passo na revolucdo do
rastreio pré-natal e que eram necessarias mais investigaces de forma a aumentar as taxas de
detecdo dessas células, uma vez que era evidente a escassez das mesmas. A proporcao de
celulas fetais existentes em relacdo com as células totais na amostra sanguinea era de apenas

0,14-1,5%.*°

Apesar da grande expectativa inicial relacionada com as descobertas de Walknowska
et al., apenas dez anos depois, em 1979, com um estudo liderado por Herzenberg et al.® é que
foi reportado o enriquecimento das células portadoras do cromossoma Y através de técnicas

capazes de aumentar a detecdo celular fetal (Figura 1).

Figura 1. Interfase celular fetal isolada por fluorescéncia com origem no sangue materno. Seta indica
cromatina Y. Adaptado de Herzenber LA, et al. Fetal cells in the blood of pregnant women: detection and enrichment by
fluorescence-activated cell sorting (1979).°
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Ao longo dos anos seguintes foram muitos os estudos que se revelaram dececionantes
na obtencdo do caridtipo fetal por este método e, apés um periodo de inatividade, Bianchi et
al.”, em 1990, identificou e recuperou eritrcitos nucleados fetais. E, com sucesso, detetou o
sexo fetal (em 75% dos casos), através do estudo genético, demonstrando assim que era
possivel isolar sequéncias de genes a partir de uma amostra de sangue materno. Provou-se que

1 em cada 10’ células no sangue materno eram de origem fetal.”®

Com o objetivo de aprimorar a técnica, foram estudadas diferentes células capazes de
atravessar a placenta e alcancar a circulagdo materna. De entre trofoblastos, linfdcitos e
granuldcitos, as que revelaram maior potencial foram os eritroblastos (glébulos vermelhos
nucleados). Os eritroblastos existem em elevada frequéncia na circulacdo materna e desde um
estadio precoce da gravidez, sdo bem diferenciados e apresentam um tempo de semivida
relativamente curto®, para além de, ndo ser expectavel que estejam presentes no sangue

periférico de um adulto’, reunindo assim condices que permitem ser a célula eleita.

1014 sopre

Em termos tecnoldgicos, também se realizaram inUmeras investigacoes
como detetar, enriquecer e amplificar o material genético das células. Posteriormente a estas,
surgiram estudos com taxas de detecdo de trissomia 21 bastante apelativas: com sensibilidade

de 97% e uma taxa de falsos positivos de 13%.°

No entanto, e apesar do esforco em aprimorar a metodologia, que se revelou
demorada, dispendiosa, com rendimentos baixos e inconsistentes na obtencdo das células
fetais, esta acabou por ser, progressivamente, abandonada. Assim sendo, sucessivos estudos
surgiram com o0 intuito de obter material genético fetal de um modo alternativo mas

igualmente ndo invasivo.**®
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A mudanca de estratégia ocorreu ap6s os trabalhos de Lo et al.'®, em 1997, terem
descrito a existéncia de ADN fetal livre (cfDNA) no plasma materno. Desde entdo, tem sido

este o0 alvo revolucionario para o rastreio pré-natal ndo invasivo de aneuploidias.

3.4 ADN fetal livre

O ADN livre (cfDNA) consiste em pequenos fragmentos (<200 pares de bases)'’ de
ADN extracelular que circula livremente no plasma materno.'® Na gravidez, estes fragmentos
de ADN tém origem materna e fetal, podendo ser detetados a partir das 4 semanas de
gestacdo.'® Devido & sua origem fetoplacentar, acredita-se que o cfDNA fetal provém da
apoptose das células sincio e citotroflobasticas da placenta.> A percentagem de cfDNA de
origem fetal no plasma materno é conhecida como a fracdo fetal (FF).*!° Os primeiros
estudos sugeriam que a FF era de apenas 3,4 a 6,2%,%° mas estudos mais recentes afirmam
que a concentracdo de ADN fetal ¢, em média de 10%, podendo variar entre 5-15%.%° Para

que o teste seja valido é frequentemente exigido uma fragdo fetal >4%>+??

uma vez que a
eficacia de detecdo de aneuploidias depende muito da FF existente na amostra. No entanto,
estudos mais recentes referem que o nivel de fracdo fetal minima ndo deve ser fixa nos 4%,
que a capacidade de determinar com eficiéncia casos de aneuploidia deve estar relacionado
com os limites de detecdo para cada abordagem TPNNI. Estes novos dados exigem que cada
laboratdrio determine qual o seu valor cut-off apropriado para que a FF seja determinada com
eficacia. De fato, ha protocolos, que através do uso de sequenciacdo de nova geracdo - MPS
(massively parallel sequencing), reportam a capacidade de determinar anomalias

cromossémicas com fracGes fetais de apenas 2%, sem que a performance global do teste tenha

sido alterada.”

Sabe-se que h& uma correlacdo negativa entre a FF e a obesidade materna, isto é, o

aumento do peso materno representa um aumento do cfDNA materno (com origem no tecido
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adiposo) e uma diminuicio do ADN fetal atribuida a um efeito dilucional.’**** Pelo
contrario, a correlacdo com a idade gestacional é positiva, na medida em que a FF aumenta
com o avancar da gestacdo (Figura 2).** No entanto, um feto aneuploide pode apresentar
diferentes fracOes fetais consoante a trissomia que apresenta; uma FF elevada deve suspeitar
da existéncia de uma trissomia 21, e FF baixas devem alertar para a possibilidade de estarmos
perante um feto com trissomia 13 ou 18, estes resultados podem estar relacionados com o

facto do volume placentério estar diminuido, fator que sera abordado posteriormente.?*

O cfDNA tem um répido turnover, com um tempo de semivida médio de 16,3 minutos
(4-30), e assim, a vantagem de ndo ser detetado na circulagido materna depois do parto,*

evitando fatores de confundimento em gestacdes futuras.?
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Figura 2. Efeito da idade gestacional na fragdo fetal.

Adaptado de Dar P. et al. Clinical experience and follow-up with large scale single-nucleotide polymorphism-based
noninvasive prenatal aneuploidy testing (2014).2*
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3.5 Testes pré-natais ndo invasivos

O Sindrome de Down tem uma incidéncia de 1 em cada 700-750 nados vivos, sendo
esta a razdo mais comum para que um teste invasivo de diagndstico seja oferecido as
gravidas. Os testes de rastreio desta e outras aneuploidias estdo largamente difundidos por
todo o mundo. Em média, de todas as mulheres rastreadas, 3 a 5% séo identificadas como de
alto risco e, por isso, sujeitas a testes invasivos. Ou seja, ha mais mulheres sujeitas a exames
invasivos de diagnéstico do que a propria incidéncia e risco da doenca, e por isso, houve a
necessidade de desenvolver testes de rastreio com taxas de falsos positivos inferiores, e assim,
diminuir o nimero de mulheres que se submetem desnecessariamente a técnicas invasivas

com riscos para o feto.?®?’

Os testes pré-natais ndo invasivos surgiram do desejo de evitar o contacto direto com o
material fetal e com a placenta e, concomitantemente, do risco de leséo ou perda fetal. TPNNI
(teste pré-natal ndo invasivo) refere-se entdo as técnicas que avaliam o ADN fetal livre no

sangue materno ou células fetais provenientes de amostras sanguineas maternas.*

O uso de ADN fetal livre como método de rastreio foi possivel devido a dois grandes
avancgos: primariamente, pela descoberta da existéncia de ADN fetal (com origem sobretudo
placentaria) na circulacdo materna, acessivel através de uma simples puncdo venosa e,
finalmente, pela sequenciacdo de nova geracdo, em que todo o genoma humano foi
identificado e catalogado, permitindo a identificacdo de determinadas sequéncias especificas

pertencentes a um determinado cromossoma.*’

Em 95% dos casos o Sindrome de Down resulta da presenca de uma copia adicional
do cromossoma 21, totalizando 3 copias (trissomia 21) no genoma do individuo afetado, ou

seja possui mais 50% de material genético. O objetivo dos investigadores devotos ao TPNNI
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foi desenvolver uma abordagem que detetasse no genoma do feto, atraves dos fragmentos de

ADN livre, 0 aumento da carga genética pertencente ao cromossoma 21.%

3.5.1 Tecnologias vigentes

Atualmente, existem 3 principais métodos (plataformas) de abordagem ao genoma
através do cfDNA: shotgun (genome-wide) massively parallel sequencing (s-MPS), targeted
massively parallel sequencing (t-MPS) que incide em cromossomas especificos e uma técnica
designada SNPs (single nucleotide polymorphism) que faz uso de polimorfismos de

nucleétidos.

Massively parallel sequencing (MPS), também referida como sequenciagdo de nova
geragdo, assenta na identificacdo e comparacdo de um elevado nimero de fragmentos de
ADN, e é utilizado para sequenciar, de um modo rapido e simultaneo, milhdes de sequéncias
do genoma quer fetal quer materno.?® Cada porcéo mapeada corresponde a um discreto locus
que é reconhecido como pertencente a determinado cromossoma.?! Pequenas sequéncias de
ADN, chamadas de reads, pertencentes aos cromossomas de interesse sdo comparadas com
reads de uma ou mais amostras euploides de referéncia. Se a quantidade de sequéncias lidas
exceder o limiar representativo do cromossoma normal (dissémico), o resultado € considerado
como positivo para trissomia do cromossoma em estudo (Figura 3). A avaliagdo é quantitativa

e ndo qualitativa.’

Como o ADN materno representa a maior percentagem da amostra de ADN livre, a
diferenga devida & trissomia fetal € minima quando as amostras maternas e fetais sdo
guantificadas em conjunto. Isto leva a que a capacidade de detetar um incremento da copia
cromossémica resultante do feto aneuploide esta diretamente relacionada com a fragdo de
ADN livre fetal.™ Dado que o cromossoma 21 representa 1,5% de todo o cariétipo, uma copia

extra de ADN resulta num aumento de 1,5% para 2,25% (1,5% x 1,5). Se a fracdo fetal na
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circulacdo materna é de apenas 10%, aproximadamente, a diferenca relativa do incremento
sera de 1,5% para 1,575% ([1,5% x 0,9] (cromossoma 21 da amostra materna) + [2,25% X
0,1] (3 cépias do cromossoma 21 da amostra fetal) = 1,575%). Fracdes fetais inferiores
originam diferencas ainda menores, dai a necessidade de fracbes fetais adequadas para

aumentar a capacidade de detegdo.™

A.

ADN
fetal

matemo

B. Sequenciacac dos reads

Trssomia

C. Contagem de reads por cromossoma detetada
cr13I...I..II.........I..

cr18......'......'......'.
crzl--..-'.-'..-..-'.--..-'.-

Limite

Figura 3. Massively parallel shotgun (MPS) na detecdo pré-natal ndo invasiva de aneuploidia fetal.
(A) ADN fetal (verde) circula no plasma materno numa pequena percentagem entre uma elevada
quantidade de ADN materno (azul). A amostra de plasma materna é obtida. Pequenos fragmentos de
ADN livre sdo sequenciados. (B) A origem cromossémica de cada sequéncia é identificada por
mapeamento dos reads com o genoma humano de referéncia. (C) O nimero de sequéncias Unicas
mapeadas para cada cromossoma sdo depois contadas e 0 nimero de sequéncias de interesse sao
subsequentemente analisadas. A aneuploidia é detetada por técnicas estatisticas baseadas no nimero
de reads representativas dos cromossomas de interesse e comparadas com outros cromossomas. Os
circulos azuis e verdes representam os reads mapeados para cada cromossoma das fragdes de ADN
materno e fetal, respetivamente. Nao é possivel distinguir a origem de reads individuais; apenas a
diferenca do namero total de reads é que é detetada. Se os reads excedem o expetado, o feto é

trissomico para aquele cromossoma (representado no cromossoma 21 acima).
Adaptado de Norwitz ER, Levy B. Noninvasive prenatal testing: the future is now (2013).%

Targeted massively parallel sequencing (t-MPS) é uma abordagem semelhante a
descrita anteriormente, mas ao invés de sequenciar fragmentos da totalidade de cromossomas,

amplifica apenas sequéncias alvo especificas de regides de interesse, e depois |1é e compara as
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mesmas com amostras euploides de referéncia. Esta estratégia permite reduzir grandemente o

nGmero de &reas analisadas e, consequentemente, o tempo despendido e os custos.**??

A abordagem SNP (single nucleotide polymorphism) faz uso das diferencas
polimérficas do ADN entre a mae e o feto ao comparar o sangue materno e o plasma materno
(materno e fetal). A inclusdo de uma amostra paterna (de sangue ou saliva) € benéfica mas
ndo essencial. Apresenta a vantagem de proporcionar a origem parental de recombinagdes
genéticas ou mutacdes.”® E capaz de identificar a origem de pequenas alteracdes genéticas
(fetais ou maternas) e quando estas tém origem materna evita que seja erradamente reportada
como uma anomalia fetal. Outra vantagem é que ndo necessita de dados de referéncia
externos.?® No entanto, os polimorfismos de nucle6tidos (SNP's) existem apenas em 1,6% do
genoma humano, o que pode exigir um enriquecimento, sequenciagdo e amplificacdo do ADN

fetal mais exaustivos.?

3.5.2 Performance no rastreio de aneuploidias

Os rastreios sdo implementados com o objetivo de identificar um risco aumentado para
uma determinada doenca ou defeito presumivel ndo reconhecido anteriormente. Os testes
utilizados devem ser facilmente aplicados, de um modo reprodutivel, ndo tendo como objetivo
o0 diagnobstico mas sim a identificacdo de individuos com um risco superior de determinada
patologia, de modo a proceder ao seu posterior encaminhamento para exames de

diagnostico.*

Assim, um teste de rastreio deve ter alta sensibilidade (identificar os verdadeiros

doentes) e alta especificidade (excluir os individuos verdadeiramente ndo afetados, normais).

Enquanto que a sensibilidade e a especificidade sdo pardmetros importantes para a
decisdo clinica de implementagéo de rastreio, os valores preditivos positivos e negativos (VPP
e VPN) tém uma relevancia acrescida para o utente que recebe um resultado. O VPP reflete a
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probabilidade de um teste positivo ser realmente positivo, traduzindo uma situacdo de doenca,
e 0 VPN o inverso: um teste negativo ser verdadeiramente negativo, ou seja excluir a presenca

de doenga.

Enquanto que a sensibilidade e a especificidade ndo s&o influenciadas pela

prevaléncia, o VPP e 0 VPN sio influenciados significativamente pela prevaléncia.®

Diferentes estudos e meta-analises comprovam a elevada sensibilidade dos testes de
rastreio ndo invasivo (TPNNI), alertando apenas para ligeiras diferencas na taxa de detecdo
dependentes do tipo de trissomia sob avaliacdo.'” A maioria dos ensaios inclufram como
populacdo mulheres identificadas previamente como de alto risco para trissomia, no entanto
também ha ensaios em curso, mais abrangentes, avaliando a populacdo em geral, incluindo

portanto também as mulheres com baixo risco.

Os estudos sdo consistentes, revelando uma sensibilidade para o Sindrome de Down

de 99,3% (98,9% a 99,6%) com 0,09% de falsos positivos (0,05% a 0,14%).

No que diz respeito a trissomia 18, o Sindrome de Edwards, identificam-se
sensibilidades entre 96,3% e 97,4% com 0,13% de falsos positivos e, finalmente, para a
trissomia do cromossoma 13 (Sindrome de Patau), sensibilidades inferiores e oscilantes entre
91% e 97,4%, e taxas de falsos positivos sobreponiveis aos anteriores com 0,13%. A
especificidade mostrou-se semelhante para todas as trissomias, com 99,9% de taxa. Da analise
destes resultados, podemos inferir que a detecdo da trissomia 21 é superior as taxas de

trissomia 18 e 13.32%

Com a generaliza¢do do uso do TPNNI, houve necessidade de avaliar se a eficacia do
teste era semelhante em mulheres que ndo tivessem sido avaliadas como de alto risco, uma

vez que os resultados podiam nédo ser generaliziveis & populacdo em geral. Os estudos que
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tém vindo a ser publicados confirmam que o TPNNI é altamente preciso, e consistentemente,

melhor que os testes standard atualmente em vigor, também em mulheres com baixo risco.*

Os estudos iniciais foram executados exclusivamente em mulheres com alto risco para
aneuploidias, e dada a maior prevaléncia da doenca neste grupo, o VPP esperado seria
também maior (o VPP de um teste é influenciado pela prevaléncia da doenca na populacao).
No entanto, e lamentavelmente, estudos mais recentes ndo reportaram sistematicamente os
VPP do teste, possivelmente porque ao fazer uso de populacdes de risco médio, o VPP do
teste sofre um decréscimo, e possivelmente um impacto negativo na adesdo e vendas, numa

visdo puramente economicista por parte dos laboratorios.

Um estudo em particular (Dar P et al.)** afirma que da anélise da efic4cia do teste em
mulheres com baixo e alto risco, verificou que os valores preditivos positivos (VPP) eram
semelhantes em ambos 0s grupos, algo que ndo seria de todo expectavel. Em mulheres com
um risco de aneuploidia inferior é esperado um VPP menor porque o nimero de gravidezes
afetadas serd menor e o nimero de falsos positivos (FP) previsiveis constantes. Dado que 0s
VPP sdo similares nos diferentes grupos em estudo, podera indicar que os FP, assim como, as
gravidezes afetadas sdo proporcionalmente mais comuns em mulheres mais velhas (>35
anos), considerado um risco maior. Apesar desta constatacdo, este facto carece investigacdo

complementar.?*

N&o parecem existir diferencas significativas nos varios tipos de metodologia (s-MPS,
t-MPS e SNP).* No entanto, estudos que avaliam as taxas de falha na obtencdo de um
resultado relacionadas com a metodologia usada referem que métodos com base na massively
parallel sequencing (MPS) obtém taxas de falha menores (1,58%). A abordagem baseada em

SNP (single nucleotide polymorphism) apresenta a maior taxa de 6,39%.% Estas diferencas
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estdo relacionadas com o efeito de resultados ndo reportaveis ("no calls") que sera abordado

posteriormente.

Apesar deste teste de rastreio ser mais preciso do que qualquer teste realizado até ao
momento, ndo é suficientemente sensivel ou especifico para ser considerado um teste

diagndstico, como se infere dos dados previamente referidos.**

3.5.3 Falsos positivos, falsos negativos e resultados discordantes

Quando um resultado de rastreio tido como positivo é diferente do desfecho clinico
(feto sem doenca), este é referido como um falso positivo, existindo na maioria dos casos uma
razdo bioldgica para a sua ocorréncia. E quando tal sucede é preferivel designa-lo como um
resultado discordante e ndo um falso positivo.*> Um falso negativo ocorre quando o resultado
do teste de rastreio € negativo mas os testes de diagnostico identificaram o feto como portador

da anomalia.

Apesar do cfDNA estar associado a altas taxas de detecdo e a baixa taxa de falsos
positivos, € preciso estar alerta para algumas situacdes em que fetos normais séo identificados
como potencialmente aneuploides, consequentemente obrigando a decisdes com base num
falso resultado. As possiveis causas de erro sdo a obtencdo de amostras numa idade
gestacional precoce, a obesidade materna, a gravidez multipla, o mosaicismo confinado a
placenta, o fendmeno de gémeo evanescente - doravante designado por vanishing twin - ou

um tumor materno oculto.
1. ldade gestacional precoce

A porcédo de ADN fetal livre aumenta a medida que a gestacdo avanca. Demonstrou-se
que a FF aumenta 0,1% por semana entre as 10 e 21 semanas, a partir das quais, 0 aumento

atinge 1% por semana.?® Se as amostras forem obtidas muito precocemente, um falso negativo
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torna-se mais provavel de ocorrer por escassez de material fetal que ndo permita identificar o
discreto aumento relativo a presenca de uma coépia adicional do cromossoma. Muitos
protocolos de rastreio de aneuploidias aplicam um valor minimo de 4% de fracdo fetal para
permitirem a detecdo de resultados. Os testes que atualmente se encontram no mercado tém a
indicacdo para serem aplicados apenas ap0s as 10 semanas de idade gestacional, sendo por

isso, a determinag&o rigorosa da idade gestacional imperiosa.*®
2. Obesidade materna

O indice de massa corporal é a varidvel materna que mais influencia a fracéo fetal.
Multiplos estudos que avaliaram esta variavel demonstram, consistentemente, a influéncia do
peso corporal materno. Gravidas com indice de massa corporal (IMC) mais elevado
apresentam fracdes fetais menores devido a um efeito dilucional, consequente a um volume
circulatério materno maior e devido a remodelacdo do tecido adiposo, que origina fracdes
maternas superiores. O valor absoluto de ADN fetal ndo é afetado, mas devido ao aumento da
guantidade de ADN materno a fracdo fetal sofre uma diminuicdo. Assim, a obesidade

predispde a resultados de TPNNI menos precisos.?**®

3. Gravidez multipla

Quando uma gravidez maltipla é monocorionica, e por isso monozigo6tica, os fetos
serdo, a partida, portadores do mesmo cari6tipo. Neste tipo de gravidez gemelar, como 0s
gémeos tém o mesmo gendtipo podemos encard-la como sendo Unica, e como o ADN fetal
sera, aproximadamente, o dobro da gravidez Unica, o teste de rastreio de aneuploidias é
possivel. A dificuldade surge quando a gravidez gemelar é dicorionica, e 0S gémeos
potencialmente discordantes em gendtipo, uma vez que, apesar da fracdo fetal estar
aumentada, a fracéo fetal por feto estd reduzida, quando comparada com a gravidez de feto

unico, e as fracdes fetais fornecidas por cada feto poderem ser significativamente diferentes.
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Um dos potenciais problemas da gravidez maltipla, e que ja foi descrito, € um dos fetos ser
normal e outro aneuploide, com o normal diluindo o resultado proveniente do que apresenta

as anomalias cromossémicas.”*>*

Outra problemética que dificulta o rastreio em gémeos é a taxa de aneuploidias ser

superior em gestacdes maltiplas comparando com gestages Unicas.*®®

Portanto, a aplicacdo da metodologia TPNNI na gravidez multipla deve ser realizada

com precaucdo, havendo ainda alguma reserva a sua utilizagdo universal.»*>*"%

Apesar deste tema ser um problema comum e suscetivel de discussdo, ndo sera alvo de
enfoque deste trabalho, uma vez que nos objetivos se definiu que se abordaria apenas a

utilizacdo na gravidez unifetal.
4. Mosaicismo confinado a placenta

O mosaicismo é um fendmeno bioldgico ja conhecido em que, no mesmo individuo,

coexistem dois tipos celulares com genotipos diferentes.

A experiéncia com analises de bidpsias das vilosidades corionicas demonstra a
existéncia de linhas celulares anormais na placenta que ndo se encontram representadas no
feto. Cerca de 0,8-2% das gravidezes sdo afetadas por este fendmeno. A camada
citotrofoblastica da placenta contém uma linha celular aneuploide resultante de uma néo
disjuncdo. Como a fracdo fetal de ADN provém sobretudo do trofoblasto da placenta, esta

pode resultar num falso positivo, discordante, do cariétipo fetal 282%3>%

Deste modo é necessaria alguma precaucdo ao interpretar os resultados do rastreio
porque a detecdo das diferentes linhas celulares pode ser mais ou menos sensivel. Nestas
situacdes, um estudo ecografico e um cariétipo por amniocentese podem ser 0 passo mais

apropriado a realizar. Amostras das vilosidades coridnicas podem fornecer um cariétipo do
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citotrofoblasto, que pode ser semelhante aos resultados anteriores de TPNNI e nédo do
cariotipo fetal, e por isso, ndo ser benéfica a sua abordagem, dado que provém do mesmo

fenémeno, o mosaicismo placentario.”®®

5. Vanishing Twin

Vanishing twin é um fenémeno de reabsorcéo fetal, isto €, numa gravidez inicialmente
multipla ocorre a morte e reabsor¢do de um ou mais fetos. O fendmeno de perda espontanea
de um embrido numa gravidez multipla ocorre em cerca de 30-40% das gestagdes multiplas
no primeiro trimestre.*> O desaparecimento daquele embri&o est4 frequentemente associado a
anomalias cromossémicas. Como o tecido placentario permanece apos a inviabilizagcdo do

feto, este pode ser fonte de falsos positivos do rastreio.2*

6. Tumor oculto materno

Resultados anormais de testes de rastreio podem ter como fonte uma anomalia
cromossomica materna. Estudos mostraram que mulheres gravidas assintomaticas que
apresentavam testes de rastreio de aneuploidias positivos durante a gravidez eram portadoras
afinal de tumores ocultos. Cancros ocultos apresentam-se, frequentemente, associados a raros
resultados de TPNNI com uma ou mais aneuploidias. Presume-se que o0s resultados

discordantes sejam devidos & apoptose de células malignas para o plasma materno.®

Quando mudltiplas aneuploidias sdo detetadas nos testes de rastreio, € importante

proceder & pesquisa de tumores ocultos na gestante, que possam ser fonte deste raro evento.”

3.5.4 "No calls"
Os diversos estudos realizados até a data mostram resultados de extrema qualidade na
detecdo de trissomia 21 e 18 quando a sequenciacdo ¢ bem sucedida. No entanto, existe uma

pequena percentagem de casos em que ndo se obtém um resultado, chamados de "no calls".
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Esta falha na obtencdo de um resultado inclui os resultados néo reportados, indeterminados ou
ndo interpretaveis. As trés principais razdes que levam a que hajam falhas na obtencédo de um
resultado s@o as baixas fragcOes fetais (<4%), problemas técnicos na obtencéo, identificacéo e
transporte da amostra ou falhas na analise: desde a extracdo de ADN, amplificacdo ou

36,39

sequenciacao. Dependendo do prestador do servico, os "no calls" ocorrem,

aproximadamente, em 1-10%.%

Numa meta-anélise recente (Gil et al.)®, foram analisadas as taxas de falha na
obtencdo de resultados. As causas laboratoriais variam entre 0% e 8,8%, fragOes fetais
inferiores a 4% resultam em 0,5-5,9% de “no calls” e falhas do método laboratorial foram

responsaveis por 0,2-9,2%.

Outros estudos reportam 6,6% de amostras falhadas devido a baixa qualidade da
amostra. Mas, de maior preocupacao, foram os 1,9% resultados néo reportados devido a ADN

fetal insuficiente e razdes técnicas, em que metade foi devido a baixa FF.?®

Como ja foi anteriormente referido, a sensibilidade define a proporcéo de verdadeiros
doentes entre os que tém o rastreio positivo e fornece a potencialidade do teste em identificar
corretamente os fetos doentes. De acordo com a pratica recente, o Colégio Americano de
Obstetricia e Ginecologia (ACOG) alertou para o facto de que os testes que ndo originam
resultados sdo tipicamente excluidos das estatisticas das empresas, e assim, estas enfatizam a
performance dos testes, nomeadamente a sensibilidade.*® Um bom exemplo desta pratica é o
estudo que reportou uma sensibilidade de 100% nas amostras sujeitas ao teste depois de
assegurado o controlo de qualidade e a existéncia de uma fracdo fetal suficiente. Ainda assim,
0 teste apenas identificou 58 dos 67 casos de trissomia do grupo em estudo. A sensibilidade
com estes dados seria de 86,5% e ndo os 100% reportados. Os nove casos de trissomia que

ndo foram detetados pelo teste de rastreio foram falsos negativos do teste ou obtiveram
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resultados inconclusivos, ininterpretaveis ou insuficientes, ou seja, “no calls”, exames sem

resultado.

A ACOG refere que, o0 modo como os exames sem resultado (“no calls”) sé&o
integrados influencia fortemente as taxas de detegdo do teste em causa, em que o numero de
fetos afetados pode ser maior do que os descritos, assim como a taxa de falsos positivos. Dado
que novas evidéncias afirmam que o grupo de “no calls” apresenta um risco maior de
aneuploidia, é fortemente recomendado, pela ACOG, que seja oferecido a oportunidade de
repetir o teste ou, inclusivamente, avancar para um teste diagnostico. A Sociedade de
Medicina Materno-Fetal (SMFM) recomenda, igualmente, que mulheres que apresentem
resultados ndo reportados, indeterminados ou nédo interpretaveis, de testes de rastreio com
cfDNA, recebam aconselhamento genético e seja oferecida uma avaliacdo ecografica precoce

e um teste diagndstico. 3"

Apesar de uma das recomendacOes face a falha na obtencdo de um resultado seja
proceder a repeticdo do teste com uma nova amostra, demonstrou-se que, na pratica clinica,
menos de 30% das segundas amostras sdo eficazes. Para além disso, o atraso na obtencdo de
um novo resultado podera ter impacto na satisfacdo da mulher, além de limitar o periodo de
tempo que a gravida tem para decidir. No entanto, optar por um teste invasivo ird aumentar as
taxas de falsos positivos e diminuir o valor preditivo positivo deste teste, além de aumentar a
taxa de perda fetal (inerente a técnica invasiva), mas apresenta a vantagem de originar um

resultado valido mais cedo, permitindo & mulher alargar o tempo de decis&o.*

3.5.5 Metodos para implementacéo clinica
A investigacdo medica sugere 2 métodos para implementar a estratégia do ADN fetal
livre (cFDNA): (1) uso primario como teste rastreio universal, oferecido a todas as mulheres,

substituindo os métodos de rastreio convencionais, (2) e uso secundario, sendo oferecido
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apenas a mulheres com testes de rastreio prévios positivos, que € divido em dois tipos: o

modelo contingente e o0 modelo reflexivo.*
1. cfDNA primario

O uso desta estratégia como rastreio primario implica que a qualquer mulher que
deseje um rastreio de aneuploidia seja oferecido como primeira linha de abordagem a
possibilidade de realizar o estudo do ADN fetal livre. No entanto este método apresenta-se
ainda bastante dispendioso, para além de se perderem as vantagens que o rastreio combinado
oferece a gravida, nomeadamente a realizacdo precoce de uma avaliacdo ecogréafica, que

permite a pesquisa e identificacdo de outras anomalias além das aneuploidias fetais.

A aplicacdo do método como primeira linha também exigira as autoridades de saude o
delineamento de normas para aplicar este novo método, nomeadamente 0 momento ideal para
que ocorra a colheita (maioria sugere que seja depois das 10 semanas de gestacdo, dado que
existem melhores taxas de detecdo com o avancar da idade gestacional), e qual a metodologia

e encaminhamento a aplicar apds um teste positivo.?®*®

2. cfDNA secundario

Por definigdo, o rastreio secundario consiste na possibilidade de realizar um novo teste
de rastreio alternativo apds ter sido obtido um resultado positivo num teste de rastreio
preliminar, previamente realizado. Para o Sindrome de Down, por exemplo, o teste de rastreio
preliminar inclui a idade materna >35 anos aquando o parto, anomalias ecogréficas indicativas
de risco aumentado (aumento da translucéncia da nuca), teste de rastreio bioquimico alterado
(teste combinado do primeiro trimestre), historia familiar de aneuploidia positiva, ou
translocagdo Robertsoniana relevante nos progenitores.

O objetivo do rastreio secundario é usufruir da alta sensibilidade e especificidade do

cfDNA. A alta especificidade permite que ocorra uma reducao significativa do numero de

27



testes diagnosticos invasivos desnecessarios nas mulheres em que € improvavel que sejam
portadoras de um feto aneuploide, apesar dos testes previamente realizados, com menor
sensibilidade e especificidade, as tenham classificado como de alto risco. A elevada
sensibilidade assegura que as poucas mulheres com uma gravidez afetada ndo sejam
reclassificadas, incorretamente, como de baixo risco. Uma vez que a maiorias das mulheres
obtém um resultado de cfDNA com um baixo risco antes de se submeterem a um exame
diagnostico, como a amniocentese, permitindo assim a evic¢do de um teste invasivo. O alto
custo do teste de rastreio através de cfDNA pode ser justificado pela poupanca num teste
invasivo desnecessario evitado. Ainda que o cfDNA possa falhar e ndo originar um resultado
(numa pequena percentagem de casos), as mulheres previamente classificadas como de alto
risco deve ser oferecido um teste diagndstico.

Existem dois modelos para aplicar o rastreio secundario na populacdo em geral: o
modelo contingente e 0 modelo reflexivo. Os objetivos dos mesmos sdo aumentar a detecao,
diminuir a taxa de falsos positivos e manter os custos relativamente constantes.

No modelo contingente, é oferecido primariamente as mulheres um teste de rastreio
combinado com dois pontos de corte (1:150 e 1:1000), classificando-as em alto risco (risco
>1:150) identificando um grupo que pode optar por realizar diretamente um teste invasivo ou
realizar um segundo teste de rastreio, o cfDNA; o grupo de baixo risco (risco <1:1000) que
recebe um acompanhamento pré-natal convencional sem que se realizem outros testes
adicionais € um novo grupo definido como de risco intermédio (1:151 a 1:1000)
representando 8-10% da populacdo rastreada e englobando 10 a 12% dos casos de Sindrome
de Down. As mulheres devem ser informadas do seu risco intermédio e oferecido a
possibilidade de realizar TPNNI ap6s aconselhamento. Se o resultado for positivo €

obrigatdria a realizagéo do teste invasivo.
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E interessante a perspetiva de que as mulheres com risco intermédio possam ser
acompanhadas e aconselhadas para testes adicionais. Este modelo permitird que a taxa de
detecdo aumente devido aos 10 a 12% de populacéo a quem é oferecido este segundo rastreio.
Por outro lado, o uso de um segundo teste de rastreio resulta num acréscimo de falsos
positivos (0,1-0,2%) e em testes invasivos desnecessarios.

O segundo modelo (modelo reflexivo) utiliza os mesmos pontos de corte do modelo
contingente mas obtém uma amostra de plasma aquando a amostra de sangue para o teste
bioquimico do rastreio combinado do 1° trimestre. As mulheres designadas como de alto risco
é oferecida a possibilidade de realizar o cfDNA ou diretamente o teste invasivo; as mulheres
de baixo risco é oferecido o acompanhamento de rotina. Ao obter a amostra de plasma, as
mulheres com risco intermédio sdo imediatamente rastreadas com cfDNA, evitando a

necessidade de uma sesséo extra de aconselhamento e de puncao venosa.?®

3.5.6 Aconselhamento genético

O rastreio e diagndstico pré-natal devem ter sempre como base o principio da escolha
informada, o que implica que cada mulher gravida deve ter a oportunidade de receber toda a
informacdo necessaria e possivel, de modo a tomar decisdes informadas sobre a sua propria
gravidez. Este modelo maximiza a autonomia do utente nas decisdes reprodutivas e tem sido
adotado a nivel mundial pelos servigos de saide. Tem como objetivo informar sobre as
anomalias cromossémicas em rastreio (trissomias 21, 18 e 13), e aconselhar
independentemente do risco especifico que a mulher possa apresentar em ser portadora ou ndo
de um feto aneuploide, oferecendo e explicando todas as opg¢des disponiveis de rastreio, suas
vantagens e inconvenientes das diferentes opcOes de teste. Depois de revistas e analisadas

todas as alternativas, cada utente tem o direito de prosseguir ou negar a realizacdo dos testes.
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No caso especifico do TPNNI deve ser explicado que este € um teste de rastreio e ndo
de diagnostico e por isso nao substitui um teste confirmatorio quando o resultado é positivo.
Deve ser explicada que a fonte de informacdo ¢ o ADN fetal livre obtido através da
venopuncdo periférica da gestante. Que além de poderem ocorrer falsos positivos, que um
teste positivo ndo determina que o feto seja doente ou se a trissomia € livre ou devida a uma
translocacéo, e portanto se ha o risco de recorréncia numa futura gestacdo, bem como o grau
de incapacidade que a anomalia pode gerar. E importante informar que caso o rastreio seja
positivo, ou seja, haja um risco aumentado de aneuploidia o passo seguinte recomendado sera
a realizacdo de um teste confirmatério (de diagnostico). Devem ser explicados 0s riscos e 0s
beneficios de proceder ao diagnostico definitivo através da bidpsia das vilosidades coridnicas

ou amniocentese.

Se ja tiver sido detetada uma anomalia estrutural no exame ecogréfico deve ser
oferecido um teste diagndstico ao invés do teste de rastreio adicional, de modo a ter uma
janela temporal mais oportuna para tomar decisées. Além disso, a mulher deve ser informada
de que o teste ndo avalia todas as doencas genéticas ou anomalias cromossémicas. Por
exemplo aberra¢cdes subcromossémicas ou doencas monogénicas nao sao alvo de detecdo. No
entanto, o TPNNI pode indicar outras anomalias fetais e até maternas além das aneuploidias

para o qual foi desenhado, tal como ja foi anteriormente explicitado.

Dados estatisticos como a sensibilidade, especificidade ou valores preditivos (positivo

e negativo) devem ser fornecidos e esclarecidos os significados dos mesmos.

O aconselhamento devera incluir educagédo e preparacdo para a familia, assim como
opcoes sobre adogdo, aborto ou referenciacdo para um centro especializado para o parto, se

necessario. Os pais que possuem filhos com anomalias cromossomicas, frequentemente,
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beneficiam da referéncia para profissionais, nomeadamente geneticistas, para aconselhamento

mais detalhado.

A informacdo deve ser fornecida de um modo compreensivel e de facil entendimento,
ajustada ao nivel de instrugdo, e acompanhada de momentos oportunos para fazer questdes.
Assim e respeitando os valores éticos e culturais da gravida, a sociedade em que esta se insere
e 0s seus desejos esta deve ter a informacdo necesséria para tomar decisdes informadas sobre

0s testes de rastreio e diagndstico pré-natais.?34%

3.5.7 Resultado TPNNI positivo - e depois?
Os laboratorios apresentam diferencas no modo como o0s testes de rastreio sdo
considerados positivos. O risco de aneuploidia é geralmente reportado como "positivo",

"detetado™ ou como uma probabilidade >99% em como a mulher tem um risco aumentado.

Independentemente do modo como o risco € reportado, é importante informar que o
teste realizado é um teste de rastreio e ndo diagndstico, e por isso, ndo devem ser tomadas

medidas definitivas com base apenas naquele resultado.

Apb6s um TPNNI positivo, as mulheres consideradas com alto risco de aneuploidia
devem ter a oportunidade de serem referenciadas a aconselhamento genético pds-teste com
médicos especialistas na area do diagnostico pré-natal. A discussdo deve incluir o valor
preditivo positivo do cfDNA, incluindo a possibilidade de o teste ser um falso positivo.
Depois do aconselhamento deve ser oferecido a mulher a oportunidade de se sujeitar a um
teste diagndstico, atraves da amniocentese ou da biopsia das vilosidades coridnicas, para que
um resultado definitivo seja alcangado, particularmente aquelas que pretendem interromper a

gravidez caso o resultado positivo se venha a confirmar.**’
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3.5.8 Custo-efetividade

Os custos em saude e as prioridades variam consideravelmente entre paises. Em
determinados paises a salde é maioritariamente baseada em servico publico - servi¢o nacional
de salde e na seguranca social, enquanto que noutros se baseia em seguros de saude privados

e escolhidos segundo as possibilidades monetéarias individuais.

Atualmente, e independentemente do sistema de saide, o cfDNA é mais dispendioso

do que os testes de rastreio convencionais.

Num sistema publico de saude sdo importantes duas medidas de custo: o custo médio
por nascimento afetado evitado pelos diferentes testes de rastreio e o custo marginal por
nascimento evitado pelo novo teste em relacdo aos ja existentes. Estes custos dependem do

preco individual dos testes de rastreio convencional, teste cfDNA e dos testes diagndsticos.

Para comparar 0s custos entre os diferentes testes foi realizado um estudo em que 0s
precos se baseiam em unidades de custo de um teste combinado (uC). A unidade de custo
admitida para o cfDNA foi de 4*uC, e de um teste diagndstico foi de 8*uC, assumindo que a
adesdo aos testes de rastreio, aos testes invasivos e a interrupcdo médica da gravidez eram de
100%. No modelo usado, previu-se que o0 custo médio por um nascimento com trissomia 21
evitado com o teste combinado era de 1300*uC e com o uso primario de cfDNA era de
3100*uC. O custo marginal demonstrou-se muito mais dispendioso em 13000*uC. No
entanto, ao usar o cfDNA numa abordagem contingente o custo marginal era de 3400*uC.
Para que 0 uso primario tivesse 0 mesmo custo marginal da abordagem contingente era
necessario que o custo individual do cfDNA se reduzisse a 2*uC. Estes calculos revelam que
0 uso de cfDNA implica elevados custos na sua implementacdo. No entanto, quando o0 TPNNI
¢ usado numa abordagem contingente 0s seus custos podem ser francamente mais

acessiveis.?®
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A medida que a tecnologia se torna mais acessivel, o custo de sequenciagio ira
inevitavelmente diminuir. No entanto, podem surgir custos adicionais relacionados com a

reivindicacdo dos custos de propriedade intelectual.*

Para melhor avaliar o custo efetividade sdo necessarios estudos que avaliem os efeitos
a curto e longo prazo da implementacdo do TPNNI. Sabe-se que o uso de TPNNI tem
influéncia no nimero e tipos de testes realizados, nomeadamente na reducdo do ndmero de
testes invasivos, e consequentemente, a reducdo do nimero de perdas fetais. Também é
necessario avaliar se os custos, a longo prazo, relacionados com o nascimento de um feto
aneuploide justificam a implementacdo do TPNNI. No entanto, esta medida de custo
relacionada com as despesas que uma crian¢a nascida com trissomia 21 acarreta para 0S

servicos publicos implica sérias questdes éticas.

3.5.9 Controvérsias

O rastreio pré-natal de aneuploidias e a consequente necessidade de aconselhamento
pré e pos-teste exige esforcos adicionais no acompanhamento das gestantes. A oportunidade
de oferecer TPNNI criou inimeras questdes relacionadas com a interrup¢do da gravidez nos
casos afetados, a equidade de acesso, a informacéo disponibilizada e a inexisténcia de normas

reguladoras.

O principal objetivo do rastreio pré-natal ndo é prevenir o nascimento de criangas com
anomalias fetais, mas sim ajudar a mulher gravida a tomar decisdes reprodutivas de forma
informada, a conhecer o seu risco individual de ser portadora de um feto aneuploide e decidir
se pretende técnicas de diagnostico que em caso de positividade motivam discussdo quanto a
continuar a gravidez, para a qual se deve preparar tendo em conta as circunstancias ou decidir
interromper aquela gestacdo. Todavia, a oferta generalizada do rastreio de aneuploidias pode

ter como consequéncia a diminuicdo do niimero de criancas nascidas com estas anomalias.?
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Com o uso de um teste de rastreio (TPNNI) mais facil, acessivel, preciso e fiavel o
numero de fetos diagnosticados, ndo s6 portadores de aneuploidias mas também de outras
condigdes genéticas, podera levar ao aumento do numero de interrup¢bes da gravidez. A
preocupacao reside no fato de que com o TPNNI as mulheres tenham acesso ao diagnéstico
de determinadas anomalias mais cedo e que tal faca com que a interrupcdo médica da
gravidez se torne mais comum. Adicionalmente, teme-se que possa ocorrer um efeito negativo
na populacdo portadora dessas mesmas anomalias, nos seus estatutos e num possivel menor
interesse da comunidade médica nesses individuos: quer em novas pesquisas, tratamentos ou
até mesmo cuidados.®® Ao enfatizar a prevencdo ao invés do suporte e comodidade para as
incapacidades, até mesmo ocorrer uma transformacdo de atitudes nos individuos com

trissomia 21 e até dos seus pais que optaram por nao rastrear ou terminar a gravidez.?

Atualmente, se a gravida optar por realizar o TPNNI, exige-se que 0s custos inerentes
ao teste fiquem a cargo da mesma, uma vez que, o TPNNI ainda ndo é suportado pelos
servicos publicos de satde. Devido ao elevado custo pode-se estar perante uma questdo ética
ao limitar a igualdade de acesso e equidade. Limita-se porque apenas os individuos com
possibilidades monetarias é que tém acesso ao teste de rastreio ndo invasivo e a um acesso
privilegiado e mais precoce do aconselhamento genético, o que origina também a
possibilidade de terminar a gestacdo mais precocemente. Num sistema de saude publico
disponibilizar TPNNI, como primeira linha de rastreio de aneuploidias, ainda € considerado

como muito dispendioso, e ndo custo-efetivo.

Atualmente, o TPNNI ja permite rastrear mais patologias além das aneuploidias mais
frequentes, inclusivamente sequenciar todo genoma, o0 que pressupde implicacdes éticas
enormes. Ao fornecer informacdo detalhada sobre o genoma (materno e fetal) pode-se ter
acesso a informagGes basicas como o tipo de sangue fetal mas também a informacdo mais

sensivel, como o risco de doengas como o cancro da mama, através da presenca do gene
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BRCAL/2, ou de patologias neurodegenerativas como a Doenca de Huntigton ou Alzheimer,
Usufruir desta informacédo poderd ndo sé trazer implicacfes para a mae como para o futuro
nascituro. Desta maneira podemos estar a fornecer informacdo sobre a predisposicdo para
determinados neoplasias ou outras doencas com base genética, sendo que ser portador desta
informacdo pode ter grande influéncia futura na forma de ser e de estar do feto/crianca
afetada. Com esta possibilidade surge também a questdo se toda esta informacdo deve ser
fornecida, se deve ser armazenada em bases de dados e inclusivamente que organizacdes ou

pessoas é que vao poder ter acesso a informacao com tantas implicacdes.*

Por fim, outra questdo que gera alguma polémica e preocupacéo ¢ o facto de ainda néo
existirem normas que assegurem a correta e universal implementacdo do rastreio. Além da
atual auséncia de diretrizes quanto a controlo de qualidade e de garantia de qualidade externas
por parte das empresas que disponibilizam o servico. A analise metodoldgica e computacional
é altamente complexa e as agéncias reguladoras dos laboratérios devem desenvolver e
implementar requisitos especificos para os procedimentos laboratoriais, das amostras,

relatérios e armazenamento dos dados.*®

3.5.10 Impacto real do uso de TPNNI

O rastreio pré-natal ndo invasivo (RPNNI) j& tem e terd cada vez mais influéncia na
area do diagndstico pré-natal. Como qualquer inovacgdo tecnoldgica a sua introducao inicial na
pratica clinica gerou incertezas nos utentes e nos prestadores de cuidados de saude.
Previamente a sua introducdo a grande apreensao relacionava-se com o custo relativamente
alto comparativamente com os testes de rastreio tradicionais em vigor, € 0 menor
conhecimento do mesmo, quer pela populacdo em geral, quer pelos préprios servigos de

Obstetricia que estdo ainda a organizar-se para implementar esta tecnologia.
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Apols a introducdo dos testes ndo invasivos e com a melhoria constante da sua
disponibilidade comercial, a apreensao inicial rapidamente foi dissipada dando lugar a um uso
crescente do rastreio em diferentes paises. No entanto, e de acordo com um estudo realizado
por Minear et al.?, existem diferencas substanciais no modo como o rastreio é implementado,
indicando a necessidade de serem criadas normas nacionais e internacionais para a
implementacdo do TPNNI. S&o exemplo destas diferencas protocolares o rastreio aplicado na
Holanda e no Reino Unido, em que o teste de rastreio é adequadamente oferecido a mulheres
com alto risco (baseado na histéria de gravidez prévia com feto aneuploide, translocactes
Robertsonianas parentais equilibradas, idade materna ou depois de elevado risco no teste
combinado do primeiro trimestre). No entanto a diferenca estd em como € definido o "alto
risco”, isto é, na Holanda as mulheres sdo elegiveis se apresentarem um risco >1 em 200 e no

sistema nacional de satide do Reino Unido esse risco é definido se >1 em 1000.2

E claro que 0 modo como o protocolo é implementado depende muito da tecnologia de
rastreio mas também da economia do pais em questdo. Apesar das questdes econdémicas ha
que ter limiares de rastreio definidos, de modo a permitirem ou impedirem escolhas

reprodutivas, para além de estarem de acordo com os proprios objetivos da sociedade.

A capacidade do TPNNI para realizar o rastreio de um modo ndo invasivo, sem riscos
para o feto e para a gestante e ser passivel de se realizar precocemente na gravidez, foram as

caracteristicas que levaram a tdo grande aceitacdo por parte das mulheres gravidas.

A introducdo do cfDNA na prética clinica teve um impacto sem precedentes devido a
sua elevada sensibilidade e especificidade. Estudos de impacto do teste realizados nos Estados
Unidos da América (EUA) revelam que, se dada a opcdo de escolha, o TPNNI é preferido
(69%) em detrimento do rastreio integrado (0,6%), do teste diagndstico (14,1%) ou da nao

realizacdo de rastreio (16,6%). Outros estudos revelam que durante o primeiro ano de
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implementacao do rastreio ndo invasivo o nimero de rastreios combinados diminuiu em cerca
de 50%. Apesar disso o numero total de rastreios nao se alterou significativamente, ou seja, 0
numero de mulheres consideradas como alto risco manteve-se. Mas dada a opcao de realizar
TPNNI, este é preferido, ao invés do teste combinado, provavelmente devido a maior

sensibilidade e menor taxa de falsos positivos do TPNNI.

Um dos efeitos mais importantes da introducdo clinica do TPNNI relaciona-se com o
decréscimo profundo do numero de procedimentos diagnésticos. Mesmo antes da sua
introducdo ja se previa uma diminuigdo acentuada do numero de testes diagndsticos.
Diferentes estudos retrospetivos compararam o ndmero anual de exames de diagndstico
invasivos antes e apos a introducdo do cfDNA. Como representado na Figura 4, ocorreu um
decréscimo no numero de amniocenteses (Figura 4A) e de bidpsia das vilosidades corionicas
(Figura 4B) de 76% e 54%, respetivamente. De notar que o nimero de amniocenteses ja
apresentava um decréscimo previamente a introducdo do TPNNI, tendo esta diminuigdo

comecado com a introdugo do rastreio combinado do primeiro trimestre.*?

Outros grupos de trabalho nos EUA reportaram reducdes similares dos testes
invasivos, valores variaveis entre 17 e 30%. Outros paises reportaram decréscimos também

sobreponiveis com 50-91% no Canada, 55-66% na Bélgica, 67% na Suica e 28% na China.*

E possivel que o TPNNI influencie o nimero de testes diagndsticos, dado que este
pode ser implementado a partir da décima semana de gestacdo. Mulheres que tenham sido
rastreadas como de risco acrescido por um meétodo convencional e, posteriormente sejam
submetidas a um TPNNI, perdem a janela de oportunidade de realizar o teste diagndstico com
BVC, logo ir4 ser sujeita em caso de necessidade a uma amniocentese. De um modo
semelhante, as mulheres que realizam apenas o rastreio do segundo trimestre e s&o

consideradas de alto risco frequentemente optam por um teste diagndstico em vez do TPNNI.
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Figura 4. Amniocentese (A) e BVC (B) antes da introducdo do rastreio combinado do primeiro
trimestre em 2006 e teste pré-natal ndo invasivo em 2012.

BVC. bidpsia das vilosidades corionicas; RC1T, rastreio combinado do primeiro trimestre; TPNNI,
teste pré-natal ndo invasivo.

Adaptado de Warsof SL, Larion S, Abuhamad AZ. Overview of the impact of noninvasive prenatal testing on diagnostic
procedures (2015).%2

Ao implementar o TPNNI reduz-se ndo s6 o numero de testes de diagnostico
realizados mas também o namero de perdas fetais provocados pelas técnicas invasivas. No
entanto, e consequentemente ao menor nimero de procedimentos executados, a capacidade de

execucdo dos mesmos pelos médicos, torna-se menos eficiente ou mesmo deficitaria, devido a
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falta de treino, o que podera aumentar o risco de complica¢des durante a sua execucdo. O que
leva assim a necessidade de alerta para o facto de que quantos mais testes diagnésticos forem
praticados por um técnico, maior sera a taxa de sucesso e menores as complicacdes
relacionadas com o procedimento, comparativamente com técnicos que executem um numero
menor de exames. Assim, a reducdo dramatica da técnica podera por em perigo a capacidade
do médico praticante em manter as habilidades operacionais necessarias para a técnica.
Portanto, os beneficios provenientes da diminuicdo dos exames diagndsticos, descritos
anteriormente, poderdo ser acompanhados por um aumento das falhas do teste e de perdas
fetais.**® Esta constatacdo exige uma avaliacdo cuidadosa das diretrizes de instrucdo dos
médicos para que seja assegurada um elevado nivel de qualidade dos cuidados prestados as
gravidas e a populacéo.

No que diz respeito ao nimero de crian¢as nascidas com trissomia 21 ndo se sabe se
a introducdo do TPNNI teve alguma influéncia. Sabe-se que a taxa de detecdo ndo sofreu
alteracdes, o que sugere que a introducdo do TPNNI ndo afetou (nem positivamente nem
negativamente) a capacidade de detetar fetos com trissomia 21. Quanto ao verdadeiro impacto
do rastreio nas criangas nascidas com trissomia 21, este ndo serd conhecido até que 0 mesmo
esteja disponivel a populacao obstétrica em geral.

Um estudo para avaliar a taxa de fetos nascidos afetados com trissomia 21 revelou
que apesar da idade materna média ter aumentado significativamente entre 1990 e 2009, e das
medidas de rastreio terem sido amplamente melhoradas a prevaléncia da doenca nédo sofreu
alteracdes.

Caso 0 TPNNI se torne um teste de rastreio primario, haverd uma diminuigédo do
interesse em manter a pratica corrente com o teste combinado do primeiro trimestre. No
entanto, o rastreio combinado ao usar a ecografia fetal realizada entre as 11-13 semanas tem o

beneficio de identificar outras anomalias alem das aneuploidias, além de que uma ecografia é
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de extrema importancia na determinacdo correta da idade gestacional, que é fulcral para a
correta implementacao do proprio TPNNI. O comprimento céfalo-caudal medido no primeiro
trimestre € considerado o método mais eficaz a estimar a idade gestacional. Outra vantagem
da ecografia é diagnosticar a gravidez multipla e nestas determinar atempadamente a
corionicidade. As normas internacionais também recomendam que concomitantemente sejam
avaliados os orgaos pelvicos maternos.

A ecografia € um exame que permite detetar inameras anomalias estruturais fetais,
sdo exemplos disso as anomalias cardiacas, a hidropsia, um higroma quistico ou até anomalias
do tubo neural como a espinha bifida. Um valor acima do percentil 95 da translucéncia da
nuca esta associado a um risco aumentado de defeitos pulmonares, gastrointestinais,
geniturinarios ou musculo-esqueléticos. Todas estas anomalias sdo passiveis de serem
identificadas atraves de uma simples ecografia de rotina, realizada no 1° trimestre.

A incidéncia de complicacGes materno-fetais € maior do que as aneuploidias e as
anomalias estruturais fetais combinadas. Muitos casos de pré-eclampsia e de restricdo do
crescimento intra-uterino podem ser prevenidos através da ecografia do primeiro trimestre
com avaliacdo Doppler das artérias uterinas, a medicdo da pressdo arterial e doseamento de
proteinas plasmaticas maternas (PAPP-A e PIGF).

Portanto o rastreio convencional, através da ecografia e dos testes bioquimicos
maternos, tem aplicacfes além do rastreio de aneuploidias e por isso a sua manutencao devera

ser ponderada tendo em conta o seu valor econémico e obstétrico.”®

3.5.11 Experiéncia europeia com TPNNI
A maioria dos estudos sobre o teste de rastreio ndo invasivo séo realizados nos Estados
Unidos, entdo, de modo a avaliar e analisar eventuais semelhancas com a populacdo

portuguesa, incluiu-se na pesquisa bibliografica dois estudos que avaliam o teste de rastreio
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em populacdes europeias da Holanda, Bélgica e Suica, ainda que estes paises em estudo

tenham um contexto econdmico-financeiro bastante distinto de Portugal.

A prética de rastreio pré-natal na Bélgica e na Holanda* é feita através do teste de
rastreio combinado (idade materna, tranlucéncia da nuca, B-hCG e PAPP-A), em que se
oferece um teste invasivo (amniocentese ou bidpsia das vilosidades coridnicas) a todas as
gravidas com alto risco de aneuploidia no teste combinado (>1/200 na Holanda e >1/300 na
Bélgica). Enquanto que na Bélgica os testes de rastreio e de diagnostico sdo suportados pelo
Sistema de Seguranca Social para todas as mulheres, na Holanda estes apenas séo suportados
nas mulheres com idade igual ou superior a 36 anos durante a 182 semana de gravidez ou se
apresentarem outra indicacdo formal para a realizacdo de teste invasivo. No periodo de tempo
entre Marco e Dezembro de 2013 foram selecionadas os primeiros 3000 testes de rastreio ndo
invasivos com o teste Harmony® para estudo. Nas conclusdes do estudo foi afirmado o valor
clinico do novo teste de rastreio das trissomias 21,18 e 13. Foram detetadas 57 trissomias, 32
gravidezes ndo obtiveram resultado, os chamados "no calls”, e as restantes 2911 eram
normais. Nao foram obtidos testes com resultados falsos positivos, no entanto, foram obtidos
2 resultados falsos negativos (uma trissomia 18 e uma trissomia 21) sem que tenham sido
esclarecidos as causas para tais erros. A taxa de falha na obtencédo de resultados foi baixa, em
que em 1,83% dos casos foi devido a baixa percentagem de cfDNA (<4%) e em 0,90% a

fracdo fetal foi igualmente baixa numa segunda amostra.

Assim, o TPNNI foi considerado um teste de rastreio pré-natal fidedigno, com baixas
taxas de falsos positivos ou negativos. Inclusivamente, foi considerado que dada a sua alta
eficiéncia, podera substituir os testes de rastreio em vigor, nos anos vindouros, apesar do seu
alto custo. Este alto custo e o facto de ndo ser ainda subsidiado universalmente pelos servigos
publicos de salde sdo os fatores que ainda impedem muitas mulheres de ndo optarem pelo

teste como primeira linha.
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Na Suica®™ foi realizada uma anélise de dados retrospetivamente para avaliar o
impacto antes e depois da introducdo do TPNNI. O teste de rastreio ndo invasivo nao foi
aplicado como primeira linha em contexto de rastreio universal. O periodo de tempo em
avaliacdo foi de Outubro de 2011 a Marco de 2013. Durante o periodo observacional
constatou-se uma diminuicao significativa do nimero de ecografias do 1° trimestre depois da
introducdo do TPNNI, assim como a reducdo do numero de procedimentos invasivos para
diagnostico pré-natal (67,4%). Constatou-se que o TPNNI é um teste com alta fiabilidade e
gue o maior desafio que impde é um aconselhamento mais exigente e complexo. A limitagédo

do estudo esta relacionada com o pequeno nimero de testes realizados, apenas 40.

Conclui-se da analise dos estudos referidos que o atual desafio é desenvolver um
algoritmo capaz de integrar esta tecnologia nas diretrizes nacionais de rastreio pré-natal. E
assim, permitir um acesso através do sistema de saude e oferecé-lo a todas as mulheres que,

de uma perspetiva de salde publica, possam verdadeiramente beneficiar do TPNNI.

3.5.12 Pareceres e Opinides das distintas sociedades cientificas

As consideragdes clinicas e recomendacdes que se seguem resultam de pareceres e
opinides do Colégio Americano de Obstetricia e Ginecologia (ACOG), da Sociedade de
Medicina Materno Fetal (SMFM), da Sociedade de Obstetricia e Ginecologia do Canada

(SOGC) e do Colégio Inglés de Obstetras e Ginecologistas (RCOG).17:36-38:46

E do consenso comum que 0s recentes avancos tecnoldgicos criaram excelentes

oportunidades para melhorar as opcdes de teste genético disponiveis durante a gravidez.

A novidade e a promessa de elevadas taxas de sucesso desta nova tecnologia, e 0
interesse comercial por parte dos laboratorios trouxeram desafios aos médicos e aos utentes

que, por vezes, levaram a conclusdes precipitadas e a mal entendidos iniciais. De tal modo,
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que as sociedades internacionais tiveram a necessidade de elaborar pareceres e opinides sobre

a implementacéo do novo teste de rastreio na prética clinica diaria.

A opcéo de rastreio e diagnostico de aneuploidias deve ser oferecida a todas as
mulheres gravidas, independentemente do tipo de testes ou da idade materna. A escolha do
tipo de teste € afetada por diversos fatores, incluindo o préprio desejo de informacéo e a oferta
especifica disponivel em cada instituicdo. A escolha é determinada pelos fatores individuais
da gréavida e ap6s a mesma ter tido aconselhamento adequado. Deve ser explicito que nenhum
teste é superior em todas as caracteristicas, e que nem todos estdo disponiveis em todos 0s
centros. As vantagens e desvantagens dos testes devem ser discutidas com cada utente na

consulta de aconselhamento pré-teste.

Em relacdo ao teste de rastreio ndo invasivo através da pesquisa de ADN fetal livre é
reconhecido o seu valor clinico desde 2011, em que a ACOG recomendou 0 Seu Uso como
opcao de rastreio nas mulheres consideradas como de alto risco de aneuploidia fetal

(estratégia contingente).

O cfDNA é um teste com elevada sensibilidade e especificidade para a trissomia 21 e
18, independentemente da metodologia usada, enquanto que a sensibilidade na detecdo da
trissomia 13 é um pouco inferior, com taxas médias entre 80-90%, mas a especificidade
mantém-se elevada, com valores maiores ou iguais a 99%. Apesar das elevadas taxas de
sensibilidade e especificidade, o cfDNA é um teste de rastreio e como tal, tem potencial para
que ocorram falsos positivos e falsos negativos, assim, ndo deve ser usado como substituto a
um teste diagndstico. A existéncia de um teste positivo ndo assegura em 100% a existéncia de
um feto aneuploide, podendo, inclusivamente, existir outras causas além da aneuploidia, fetais
ou maternas, para um teste positivo. Por esta razdo, ndo devem ser tomadas quaisquer tipo de

atitudes definitivas com base apenas no teste de rastreio, nomeadamente a interrupcdo da
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gravidez. A ocorréncia de um teste de rastreio positivo pressupde aconselhamento pos-teste e
a oferta adicional de exames de diagndstico. As mulheres com um teste de rastreio
convencional positivo pode ser oferecido a possibilidade de realizar outro teste de rastreio,
como o TPNNI (com maior sensibilidade e maior especificidade), ou um teste diagnostico
como a BVC ou a amniocentese. No entanto, a abordagem com os dois testes de rastreio
podera induzir um atraso na obtencéo de um diagndstico definitivo e na sua conduta posterior.
Abordagens de rastreio paralelas ou multiplas ndo sdo custo-efetivas nem recomendadas, num

contexto de préatica generalizada.

A ocorréncia de testes sem resultados, indeterminados ou ininterpretaveis (um teste
"no call") deve originar esforcos para que seja proporcionado aconselhamento genético e
oferecida a possibilidade de realizacdo de outros testes como a ecografia ou exames de
diagnéstico. Os "no calls", frequentemente associados a baixas fragGes fetais, apresentam um

elevado risco de aneuploidia, logo devem ser orientados em conformidade.

O teste pode ser realizado a partir das dez semanas de gestacdo e até ao final da
mesma. Apesar da existéncia de sensibilidades e especificidades aparentemente semelhantes
entre a populacéo de alto risco e a populacdo em geral, ndo esta ainda recomendado o seu uso
generalizado, dado que em gravidezes de baixo risco a sua eficiéncia podera ndo ser a mesma
devido ao VPP, que é influenciado pela prevaléncia da doenca na populacéo (Figura 5), sendo
de esperar um VPP inferior na populacdo em geral. Nas populacBes de baixo risco, ocorre
uma proporcao de falsos positivos maior entre as mulheres que realizam o teste, e um menor
namero de mulheres vai apresentar um feto afetado apesar de possuir um teste positivo.
Portanto, 0 método de rastreio recomendado para a maioria das pessoas na populagdo geral
permanece o teste combinado convencional (com as vantagens adicionais inerentes a

realizacdo de uma ecografia detalhada no 1° trimestre).
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Populagido Obstétrica Geral Populagao Alto Risco

1/1 000 Prevaléncia de Trissomia 21 1/100 Prevaléncia de Trissomia 21
10.000 10.000
mulheres mulheres
10 9.990 100 9.900 ndo
Trissomia 21 ndo afetados Trissomia 21 afetados
10 testes 0 testes 20 testes 9.970 testes 99 testes 1 teste 20 testes 9.880 testes
positivos negativos positivos negativos positivos negativo positivos negativos

99 verdadeiros positivos

10 verdadeiros positivos
119 positivos totais

30 positivos totais

33% VPP 83% VPP
9.970 verdadeiros negativos 9.880 verdadeiros negativos
9.970 negativos totais 9.881 negativos totais
100% VPN 99,9% VPN

Figura 5. A importancia da prevaléncia populacional no valor preditivo de um teste de rastreio:

ilustracdo com ADN fetal livre. VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo.
Adaptado de ACOG.Committe Opinion No. 640. Cell-Free DNA Screening For Fetal Aneuploidy (2015).%

No que diz respeito as gravidezes multiplas, o risco de aneuploidia fetal depende do
namero de fetos e da corionicidade da gravidez e nenhum método de rastreio é tdo eficiente
nas gestacGes mdaltiplas como é na gestacdo unifetal. Apesar dos estudos preliminares
sugerirem que o TPNNI terd eficacia semelhante a gravidez Unica, existe a necessidade de
estudos mais abrangentes e prospetivos, e por isso, 0 uso de ADN fetal livre na pesquisa de

aneuploidias nas gestacGes maltiplas ndo é ainda recomendado, rotineiramente.

A anélise do ADN fetal livre ndo deteta anomalias do tubo neural ou da parede
abdominal, logo o rastreio das mesmas deve ser realizado através da ecografia e das proteinas

doseadas no soro materno.

Alguns laboratérios disponibilizam rotineiramente a detecdo de outras anomalias além

das aneuploidias mais comuns, como microdele¢6es ou trissomias mais raras (trissomia 16 ou
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22). Essas anomalias adicionais rastreadas além de raras ndo possuem estudos clinicos

validados, e por isso 0 seu rastreio ndo deve ser encorajado, sendo mesmo desaconselhado.

3.5.13 Aplicagdes Futuras dos testes cfDNA

Além do rastreio pré-natal de aneuploidia fetal, a analise sanguinea do cfDNA tem o
potencial de detetar outras anomalias. J& foi possivel determinar a existéncia de hemofilia,
anemia de células falciformes e da B-talassémia. O teste de cfDNA tem também o potencial
de identificar fetos com hiperplasia congénita das suprarrenais e determinar o genotipo Rh, e
assim prever o risco da doenca hemolitica do recém-nascido. A determinacdo do sexo é
também possivel numa idade gestacional precoce, com uma importancia extrema quando
existe o risco de doengas associadas ao sexo (e ao cromossoma X). Por outro lado, com a
determinacdo sexual do feto surge a controvérsia da possibilidade da selecdo fetal segundo o
sexo por questdes ndo médicas.>?’

Com o advento da tecnologia de estudo por microarray inimeras regides do genoma
foram caraterizados, tendo estas impacto no fenétipo clinico quando duplicadas ou excluidas.
Exemplos das consequéncias destas microdelecdes na populacdo pediatrica sdo o Sindrome de
DiGeorge (causado pela microdele¢do 22g11.2) ou o Sindrome Prader-Willi que resulta da
microdelecdo da regido 15911.2. Apesar da grande vantagem em detetar estas regifes do
genoma até antes desconhecidas, ainda ndo se tem o total conhecimento para outras regides
afetadas, que sdo extremamente varidveis, logo sem que o seu resultado clinico seja
previsivel. Assim, ao aplicar esta tecnologia devemos apenas dirigir o estudo para sequéncias

em que j se conheca o impacto clinico.’

Em doencas genéticas ou em pais que conhecam ser portadores de determinada
mutacéo, a pesquisa no ADN fetal tem um elevado potencial para averiguar com certeza se 0

genoma fetal € também portador da mutagé&o.
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4. CONCLUSAO

Desde a descoberta do ADN fetal livre na circulacdo materna, a area do diagnostico
pré-natal ndo invasivo tem sofrido inimeras alteragdes, com um crescimento enorme quer na
prética clinica quer na investigacdo de novas aplicacdes do mesmo. O diagndstico pré-natal
ndo invasivo é uma realidade que promete modificar a corrente pratica do diagnostico pré-

natal.

O teste de rastreio com cfDNA tem uma alta sensibilidade e alta especificidade
comprovadas, apesar de ndo ser um teste diagnostico, devido as suas taxas ainda significativas
de falsos positivos e negativos é um excelente teste de rastreio. A sua eficacia aliada a ndo
invasividade fazem com que seja um teste de rastreio bastante ambicionado e pretendido pelas
mulheres gravidas que pretendem conhecer quais 0s riscos que possuem de serem portadoras

de fetos aneuploides.

O TPNNI é mais fidedigno na detecdo do Sindrome de Down, no entanto na detecdo
de trissomia 18 e 13 apresenta taxas de detecdo superiores as dos testes de rastreio atualmente
implementados. A incapacidade do TPNNI em produzir um resultado, os chamados "no
calls”, implica que estes casos sejam orientados com alguma precaucdo, dado que podem
representar um risco aumentado de aneuploidias como a trissomia 13 ou 18. A realizagdo do
TPNNI deve ser restrita & gravidez unifetal e num contexto de rastreio, e como tal nenhuma

mulher deve tomar decisdes definitivas baseada apenas no resultado isolado do teste.

O impacto real do TPNNI j& se reflete na diminuicdo do nimero de testes invasivos
realizados e consequentemente na redugdo do nimero de perdas fetais causadas pela técnica.
A apreensdo relacionada com a menor capacidade médica em realizar as técnicas invasivas,
pela cada vez menor realizagdo das mesmas, obriga a que medidas sejam tomadas para que tal

néo se verifique.
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A area de diagnostico pré-natal também se deve preparar para que com a vasta
implementacdo do TPNNI existam profissionais preparados para fornecer as gravidas todo o

aconselhamento preé e pds-teste exigido e recomendado pelas sociedades de Obstetricia.

Sabe-se que o seu atual elevado custo ndo permite que seja implementado num modelo
de rastreio primario, mas pode ser reservado como uma segunda linha a mulheres nas quais
foi detetado, num rastreio pré-natal convencional (ecogréafico e/ou bioquimico), um risco
elevado de aneuploidia. E de prever que, com a expansio do teste e a sua aplicabilidade em
grande escala se venha a verificar a reducdo dos custos, 0 que seguramente contribuira para a
sua instituicdo generalizada nos servicos de saide. Na medida em que um dos objetivos deste
trabalho era avaliar a possibilidade de implementar o teste ndo invasivo com recurso ao ADN
fetal livre no Sistema Nacional de Saude, conclui-se que apesar das suas excelentes
potencialidades, o seu elevado custo faz com que ainda ndo seja possivel oferecer a gravida
no sistema publico portugués. Contudo com a velocidade que se tem verificado as evolugdes
nesta area, o preco ird diminuir o suficiente ao ponto de que o custo ndo sera um fator

limitativo da sua aplicabilidade.
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