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SERIE ORIENTACOES E RECOMENDACOES FEBRASGO

RASTREAMENTO DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS FETAIS
ATRAVES DO DNA FETAL LIVRE NO SANGUE MATERNO

Apresentacao

As alteragdes cromossdmicas sdo uma das principais causas de morte perinatal e seu diag-
néstico precoce permite uma assisténcia pré-natal especializada, com um acompanhamento
em servicos terciarios e uma avaliacéo psicoldgica com objetivo de nortear o casal frente a
gravidade dos achados e ao futuro da gestacao.

Ao longo das Ultimas décadas, as estratégias na identificacdo de grupos de alto risco para altera-
cbes cromossdmicas foram baseadas em fatores maternos (idade materna e histéria de alteracdo
genética em gestacdes anteriores), marcadores ultrassonograficos do primeiro trimestre e/ou no
segundo trimestre da gestacgdo e testes bioquimicos realizados no segundo trimestre (estriol, hCG e
alfafetoproteina) ou no primeiro trimestre (fragdo livre do B-hCG e proteina plasmatica A associada
a gestacao — PAPP-A) em combinacdo com a ultrassonografia realizada entre 11 e 14 semanas.

Novos métodos tém surgido nos Ultimos anos e que visam melhorar o rastreamento e o
diagnostico das alteracdes cromossémicas. Incluem se af as técnicas de rastreamento através
da pesquisa de DNA livre fetal no sangue materno. Embora nem todas estejam ao alcance da
populagao no sistema publico de saude, é importante que os obstetras tenham conhecimen-
to destas técnicas e de sua aplicabilidade clinica, pois todos os esforcos devem ser envidados
para melhorar o rastreamento , diagnostico e a assisténcia as gestantes no Brasil.

Sob esta Optica, as Comissdes Nacionais Especializadas de Perinatologia e de Medicina Fetal
apresentam neste texto, as recomendacdes para o rastreamento das alteracdes cromossémi-
cas no primeiro trimestre da gestacdo, em especial, as aneuploidias e descrevem as estraté-
gias para a sua implementacdo, com base na literatura internacional.
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RASTREAMENTO DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS FETAIS
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Descritores
Testes para triagem do soro materno; Programas de rastreamento; Acidos nucleicos
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RESUMO

O rastreamento fetal de alteracoes cromossdmicas apresentou uma evolucdo fan-
tastica a partir da avaliacao individual da idade materna até os dias atuais, em que
evidéncias sugerem que o teste de avaliagdo do DNA fetal livre no sangue materno
detecta mais de 99% dos casos de trissomia do cromossomo 21, aproximadamen-
te, 98% dos casos de trissomia do 18 e 92% do 13, com taxas de falso-positivo
de 0,1%, 0,1% e 0,3%, respectivamente. Recentemente, o grupo de trabalho em
boas praticas médicas da Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia re-
comendou que todas as gestantes, independentemente da idade, deveriam realizar
uma avaliacdo de risco para alteracoes cromossémicas por meio da translucéncia
nucal, teste combinado ou teste de DNA fetal livre no sangue materno. O teste
invasivo para diagnoéstico dessas alteracdes nao deveria ser realizado considerando
apenas a idade materna como fator de risco. O objetivo é realizar revisao sobre os
métodos de rastreamento de alteracdes cromossdmicas utilizados na maioria dos
centros, bem como definir uma estratégia factivel para implementacdo desse rastre-
amento no primeiro trimestre da gestacgao.



INTRODUCAO

Visto que as alteracdes cromossdmicas sao as principais causas de morte perinatal e de
deficiéncia na infancia, sua deteccao é matéria importante no ambito da Perinatologia
e da Medicina Fetal, além disso, constituem a principal indicacdo para o diagnéstico
pré-natal invasivo. O diagndstico pré-natal dessas alteracées cromossdémicas é realizado
obrigatoriamente por um teste invasivo, seja a bidpsia de vilo corial, realizada entre
11-14 semanas, ou amniocentese, realizada apds 15 semanas de gestacao. Apesar de
estudos atuais atestarem a seguranca na realizacdo desses procedimentos,” ambos os
testes requerem maos especializadas tanto na realizacdo do procedimento como no
processamento e na analise do material genético. Por isso, sdo testes reservados as situ-
acoes de alto risco, identificadas por um teste de rastreamento prévio.(?

A diferenca entre métodos de diagnostico e rastreamento (rastreio), muitas
vezes, gera erro na interpretacao dos seus resultados. Nao é incomum que pacien-
tes, ou até mesmo médicos, considerem o resultado de um teste de rastreamento
como o diagndstico final de uma doenca. O objetivo de um teste de rastreio é sele-
cionar, em uma populacao, individuos que possuem maior risco de acometimento
para uma determinada condicdo ou doenca. Ja& o teste de diagnéstico determina a
presenca ou ndo de determinada alteracdo e/ou doenca em um individuo especifi-
co.®4 Em paises desenvolvidos, os testes de rastreamento utilizados na identificacao
de alteracdes cromossdmicas sdo aplicados universalmente (para toda a populacéo),
e devem possuir taxas de deteccdo (TD) superiores a 75% e taxas de falso-positivo
(FP) inferiores a 5-3%.

Ao longo das Ultimas décadas, as estratégias na identificacdo de grupos de
alto risco para alteracdées cromossémicas foram baseadas em fatores maternos (ida-
de materna e histéria de alteracdo genética em gestacdes anteriores), marcadores
ultrassonograficos do primeiro trimestre e/ou no segundo trimestre da gestacéo e
testes bioquimicos realizados no segundo trimestre (estriol, hCG e alfafetoproteina)
ou no primeiro trimestre (fracdo livre do B-hCG e proteina plasmatica A associada
a gestacdo — PAPP-A) em combinacdo com a ultrassonografia realizada entre 11 e
14 semanas.®>

O objetivo dessa recomendacdo é revisar os principais métodos de rastreio
para alteracdes cromossdmicas, em especial, as aneuploidias, utilizados universal-
mente na rotina pré-natal e descrever as estratégias para implementacdo de um
modelo de rastreamento simples e factivel, que possua boa acurécia e que seja
cientificamente balizado.



METODO ATUAL DE RASTREAMENTO DE TRISSOMIA 21

Nos ultimos 40 anos, as condutas adotadas para rastreamento das alteracdes cromos-
sOmicas evoluiram a partir da simples avaliacdo da idade materna, como fator prin-
cipal de risco na década de 1970, cuja TD para trissomia 21, considerando uma taxa
de FP de 5%, é de apenas 30% para uma combinacao de testes que avaliam o risco
individual da gestante, considerando em conjunto fatores maternos (idade e histéria
de alteragdes cromossdmicas em gestacdes anteriores) e marcadores bioguimicos no
segundo trimestre (estriol, hCG e alfafetoproteina) entre 1980 e 1990, com uma TD
de 60%-70%, também, para uma taxa de FP de 5%, e, mais recentemente, uma
avaliacdo considerando, em conjunto a idade materna, a translucéncia nucal (TN) e os
marcadores bioguimicos no primeiro trimestre (fracdo livre do B-hCG e PAPP-A) cuja
TD é de 90% e para taxa de FP de 5%."*Em maos especializadas em medicina fetal,
a simples adicdo de outros marcadores ultrassonogréficos no primeiro trimestre, tais
como a presenca ou auséncia do osso nasal fetal, medicao do indice de pulsatilidade
no ducto venoso (IP_DV), e a presenca ou a auséncia da regurgitacao da valva tricUs-
pide (TR), pode melhorar a taxa de deteccao de aneuploidias para mais do que 95%
e, dessa forma, reduzir a taxa de indicacdo de testes invasivos para 3% (Tabela 1).5®

Tabela 1. Comparacdo da taxa de deteccdo (sensibilidade) e da taxa de
falso-positivo dos diferentes métodos de rastreamento da trissomia do
cromossomo 21

METODO DE RASTREIO TAXA DE DETECCAO  TAXA DE FALSO-POSITIVO

(€D) (%)
Idade maternal (IM) 30 5
IM + TN 75 5
IM + TN + ON 90 5
IM + TN + DV 85 2,7
IM + TN + RT 85 2,7
IM + B-hCG + PAPP-A 60-70 5
IM + TN + B-hCG + PAPP-A (teste combinado) 90 5
Teste combinado + ON ou RT ou DV 97 5
Teste combinado + ON ou RT ou DV 93-96 2,5

Fonte: Traduzido e adaptado de Kagan KO, Wright D, Baker A, Sahota D, Nicolaides KH. Screening for trisomy 21 by maternal
age, fetal nuchal translucency thickness, free beta-human chorionic gonadotropin and pregnancy-associated plasma
protein-A. Ultrasound Obstet Gynecol. 2008;31(6):618-24.%; Kagan KO, Anderson JM, Anwandter G, Neksasova K, Nicolaides
KH. Screening for triploidy by the risk algorithms for trisomies 21, 18 and 13 at 11 weeks to 13 weeks and 6 days of gestation.
Prenat Diagn. 2008;28(13):1209-13.9; Wright D, Syngelaki A, Bradbury |, Akolekar R, Nicolaides KH. First-trimester screening
for trisomies 21, 18 and 13 by ultrasound and biochemical testing. Fetal Diagn Ther. 2014;35(2):118-26.7; Kagan KO, Wright
D, Nicolaides KH. First-trimester contingent screening for trisomies 21, 18 and 13 by fetal nuchal translucency and ductus
venosus flow and maternal blood cell-free DNA testing. Ultrasound Obstet Gynecol. 2015;45(1):42-7.®

TN - transluscéncia nucal; B-hCG - fracdo B-livre da gonadotrofina coriénica humana; PAPP-A - proteina plasmastica A
especifica da gestacdo; ON - osso nasal; RT - regurgitacdo da valva tricispide; DV - ducto venoso

Todas essas estratégias foram idealizadas especificamente para o rastreamento
de trissomia 21 (Sindrome de Down), pois esta é a alteragdo cromossémica mais comum



na raca humana, ocorrendo, atualmente, em 1 a cada 500 nascidos vivos (0,2%) e
podendo atingir a prevaléncia de 1 em 308 (0,32%) em grupos socioecondmicos mais
elevados. Todavia duas consequéncias benéficas desse rastreamento para trissomia 21
podem ser apontadas: (a) o diagndstico precoce alteracdes anatdmicas fetais, sobretu-
do, aquelas consideradas letais e (b) a identificacdo das trissomias 18 e 13, que sdo a
segunda e a terceira alteracdo cromossémica mais comuns na raca humana. Com o uso
de algoritmos especificos para o calculo de risco individualizado de cada uma dessas
trissomias, como aqueles fornecidos pela Fetal Medicine Foundation (www.fetalmedici-
ne.org) e adquiridos sem custos na Apple e Google Store, é possivel aumentar a TD das
trissomias 18 e 13 para 95%, mantendo a taxa de FP em cerca de 4-5%.6®

A realizacdo de procedimentos invasivos, em gestantes consideradas de alto
risco para tais trissomias pelo teste combinado (fatores maternos, TN e bioquimico
do primeiro trimestre), permite diagnosticar muitas outras alteragdes cromossdmicas
numeéricas e estruturais.® No entanto o perfil de biomarcadores para muitas altera-
¢des cromossdmicas raras (p.ex.: microdelecao e sindrome de duplicacdo) nao esta
claramente definido e é incerto se a incidéncia dessas é maior no grupo considerado
de alto risco para trissomia 21 do que no grupo de baixo risco. A excecdo faz-se
para a monossomia X, que apresenta TN espessada, e a triploidia, que apresenta
além da TN espessada, altas concentracdes da fracao livre do B-hCG (triploidias di-
andricas) ou baixas concentracdes deste marcador bioquimico (triploidias diginicas).

Em paises desenvolvidos, que possuem um programa nacional de rastreamen-
to para trissomia 21 baseado no teste combinado (idade materna, TN e marcadores
bioquimicos do primeiro trimestre), o teste invasivo é indicado quando o risco ma-
terno é maior que 1 em 100, que representa aproximadamente 3% da populacdo
de gestantes.®'® Na maioria dos paises, ndo ha protocolos nacionais definidos sobre
como proceder com o rastreamento e médicos oferecem uma variedade de métodos
de primeiro e/ou segundo trimestres. Ainda pior ocorre em algumas partes da Europa,
a taxa de testes invasivos é extremamente elevada, atingindo 20%-30% da popula-
cao de gestantes, pois sua indicacao se baseia exclusivamente na idade materna.

Com o objetivo de minimizar as consequéncias da falta de um programa
nacional definido por agéncias publicas, sociedades médicas especializadas como a
Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (www.figo.org) tém sugerido
uma estratégia de rastreamento populacional para as nacdes e encorajado que as
sociedades nacionais criem recomendacbes baseadas em boas praticas médicas e
gue se adapte melhor a populacéo local.


http://www.figo.org

DNA FETAL LIVRE NO SANGUE MATERNO

A andlise direta de células fetais na circulacdo materna tem sido um grande desafio
ha algumas décadas. Todavia, dada a escassez de células fetais no sangue materno
(1:10.000-1:1.000.000), as pesquisas concentraram-se em técnicas que possibilita-
ram identificar e analisar o DNA fetal livre cuja concentracdo é quase 25 vezes maior
do que a encontrada em células nucleadas extraidas do mesmo volume de sangue
materno.""' O plasma de mulheres gravidas contém DNA livre (fragmentos de
DNA), incluindo uma pequena porcao de DNA livre de origem fetal, provavelmente,
proveniente da placenta ap6s apoptose de trofoblastos. O DNA livre de origem fetal
esta presente na circulacdo materna a partir de 4 semanas e apés 10 semanas de
gestacao representa mais que 4% de todo o DNA livre. E indetectavel dentro de 2
horas apds o parto, portanto teste pré-natal pesquisando DNA fetal livre ndo é in-
fluenciado por resquicio de DNA fetal de gestacoes anteriores.!"""No momento, ha
trés métodos utilizados na identificacdo de DNA fetal no sangue materno desenvol-
vido apds avangos em biologia molecular e sequenciamento alcancados nos ultimos
anos: (a) sequenciamento shotgun (massively parallel shotgun sequencing — MPSS),
(b) analise da sequéncia do cromossomo seletivo (chromosome selective sequence
analysis — CSS) e, () analise de uma Unica base de polimorfismo de nucleotideos que
possibilita quantificar e identificar a origem do fragmento livre de DNA que circula
no sangue materno (single nucleotide polymorphism-based analysis — SNP).(1-1®

RASTREIO DE ANEUPLOIDIA ATRAVES
DA AVALIACAO DO DNA FETAL
LIVRE NO SANGUE MATERNO

RASTREAMENTO DE TRISSOMIA 21, 18 E 13

A taxa de deteccdo (sensibilidade) da analise DNA fetal livre no sangue materno
para as trissomias 21, 18 e 13 é superior a todos os outros métodos até aqui utiliza-
dos, tanto no primeiro como no segundo trimestres. Além disso, a utilizacdo deste
método de rastreamento esta associada a uma reducdo substancial na taxa de falso-
-positivo e, portanto, na necessidade de testes invasivos.'"'® Em gestacdes Unicas,
dados combinados de estudos envolvendo um nuimero consideravel de gestacdes
afetadas e ndo afetadas por alteracdes cromossémicas indicam que, com a analise
DNA fetal livre do no sangue materno, a taxa de deteccdo para trissomias 21, 18 e
13 é de 99%, 98% e 99%, respectivamente, para uma taxa de falso-positivo de,
aproximadamente, 0,04% (Tabela 2).0'"



Tabela 2. Taxa de detecgdo, falso-positivo e intervalo de confianca de 95%
para rastreamento de trissomia 21, 18 e 13 usando DNA fetal livre no
sangue materno

DETECCAO 1C95% FALSO-POSITIVO 1IC95%
Trissomia 21 99,7% 99,1-99,9 0,04% 0,02-0,07
Trissomia 18 97,9% 94,9-99,1 0,04% 0,03-0,07
Trissomia 13 99,0% 65,8 -100,0 0,04% 0,02-0,07

Fonte: Traduzido e adaptado de Gil MM, Accurti V, Santacruz B, Plana MN, Nicolaides KH. Analysis of cell-free DNA in
maternal blood in screening for aneuploidies: updated meta-analysis. Ultrasound Obstet Gynecol. 2017; 50: 302-314..0"

RASTREAMENTO DE ANEUPLODIA
DOS CROMOSSOMOS SEXUAIS

Estudos que avaliaram a performance do teste que detecta DNA fetal livre no san-
gue materno para rastreamento da monossomia X (Sindrome de Turner) e outras
aneuploidias dos cromossomos sexuais indicam taxa de deteccao de 96% e 100%,
respectivamente, para taxa de falso-positivo de 0,14%. Algo que devera ser consi-
derado no rastreamento para aneuploidias dos cromossomos sexuais € a possibili-
dade de mosaicismo placentéarioe fetal para essas aneuploidias.‘'®

RASTREAMENTO DE TRIPLOIDIA

A triploidia pode ocorrer, em virtude da fertilizacdo de um oévulo por dois esper-
matozoides, em dois tercos dos casos, e o terco restante ser consequente a defei-
tos da divisdo meidtica, resultando de um complemento cromossémico diploide no
6vulo, ou mais frequentemente no espermatozoide. A origem do conjunto extra
de cromossomos determina o fenotipo. Se os cromossomos extras forem paternos
(diandrica), o resultado geralmente serd mola hidatiforme parcial. Sendo o conjunto
de cromossomos extras maternos (digénica), desenvolver-se-ao feto e placenta, mas
o feto apresentara restricdo de crescimento grave. Os fetos em ambas as situagdes
apresentarao malformacoes estruturais importantes.'-'® A partir da analise de uma
Unica base de polimorfismo de nucleotideos (single nucleotide polymorphism-based
analysis — SNP), pode-se identificar triploidia diandrica e suspeitar de triploidia digé-
nica por causa de uma fracao fetal anormalmente baixa. Essas condicbes também
apresentam niveis extremamente altos de p-hCG (diandrica) e baixos de PAPP-A, e
as caracteristicas ultrassonograficas revelam placenta molar ou restricado de cresci-
mento fetal precoce assimétrica. -9


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gil MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28397325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Accurti V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28397325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santacruz B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28397325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plana MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28397325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicolaides KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28397325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28397325

DETECCAO DE OUTRAS ALTERACOES CROMOSSOMICAS

Estudos relatam que, com sequenciamento especifico (20 a 100 milhdes sequéncias
por amostra), é possivel identificar outras trissomias e alteracoes estruturais (delecao
e duplicacdo). Todavia a utilidade clinica desta abordagem ainda nao foi determinada.

RASTREAMENTO DE ANEUPLOIDIAS EM
GESTACOES GEMELARES POR MEIO DA PESQUISA
DE DNA FETAL LIVRE NO SANGUE MATERNO

Em gestacdes gemelares, ha evidéncia de que a andlise de DNA fetal livre no sangue
materno pode ser eficaz na identificagdo de trissomia 21. No entanto, em gémeos, tal
avaliacdo é mais complexa do que em gestacdes Unicas e requer uma metodologia mais
especifica.’”'® Nestes casos, ha maior falha em obter quantidade suficiente de DNA
fetal, pois em gestacdes dizigéticas a quantidade de DNA fetal livre no sangue materno
ndo é proporcional, podendo apresentar variacao de cerca de duas vezes entre os fetos.
Assim, é possivel que, em uma gravidez dizigética com um dos fetos apresentando al-
teracdo cromossdmica, a fracdo do DNA fetal livre do feto afetado seja inferior ao limiar
de 4% necessario para a analise de DNA fetal livie no sangue materno. Isso poderia
levar a um resultado de baixo risco erroneamente para aneuploidia em virtude de maior
concentragao de DNA fetal livre no sangue materno do feto geneticamente normal..
Nos testes que utilizam metodologia sequenciamento shotgun (MPSS), ou andlise da se-
guéncia do cromossomo seletivo (CSS) ndo é possivel identificar a zigozidade. Nas ges-
tacdes gemelares, a luz das evidéncias atuais, uma metodologia Util na determinacao
da zigozidade seria a identificacdo de DNA fetal livre no sangue materno pela andlise
de uma Unica base de polimorfismo de nucleotideos com identificacdo da origem do
fragmento livre de DNA que circula no sangue materno (SNP).

LIMITACOES DO TESTE DE DNA
NO SANGUE MATERNO

A utilizacdo do teste que analisa DNA fetal livre no sangue materno com estratégia
de rastreamento para aneuplodia é extremamente promissora, porém as limitacdes
devem ser consideradas:

(@) Taxa de falha de andlise de 1% a 6%. A principal causa de falha deste
teste ocorre em virtude da pouca quantidade de DNA fetal livre no sangue materno,



0 gue, muitas vezes, é consequéncia da obesidade materna, de falha na coleta e/
ou no transporte do material para o laboratério, de uma concentracdo realmente
baixa de DNA fetal livre ou de falha técnica na realizacdo do teste. Nestas situacoes,
serd necessaria uma segunda coleta. Apds a segunda amostra de sangue materno,
o resultado é obtido satisfatoriamente em cerca de 100% dos casos em que se
identificou coleta inadequada ou falha no transporte na primeira amostra; em 50%
nos casos em que o problema foi baixa concentracao de DNA fetal livre; e em 75%
dos casos em gue o problema foi falha técnica do ensaio. Ja a obesidade pode ser
problema dificil de superar.®'-19

(b) No momento, o custo do teste é semelhante ou maior do que o dos tes-
tes invasivos para determinar o cariétipo fetal e consideravelmente maior do que o
dos métodos de rastreamento atualmente disponiveis. Todavia a utilizacdo universal
deste teste, inevitavelmente, conduzird a uma reducdo de custo. Por sua vez, a ve-
locidade e a extensdo de tal reducédo sao atualmente incertas.

(c) Intervalo de 1 a 2 semanas entre a coleta do sangue materno e o resultado
do teste. Este atraso pode postergar o diagnostico de alteragdes cromossdmicas para
o segundo trimestre. O intervalo médio entre a coleta da amostra e o resultado é cerca
de 10-14 dias. O resultado estara disponivel dentro de 14 dias em 95% a 98% dos
casos, e, em 2% dos casos, o resultado pode ndo estar disponivel em menos de 3 a 4
semanas, especialmente, nagueles que necessitam amostras repetidas.(-20

IMPLEMENTACAO DO RASTREAMENTO DE
ALTERACOES CROMOSSOMICAS NO PRIMEIRO
TRIMESTRE UTILIZANDO A AVALIACAO DA FRACAO
LIVRE DO DNA FETAL NO SANGUE MATERNO

O rastreamento para aneuplodia pode ser realizado seguramente por meio da uti-
lizacdo de algoritmos que consideram a idade materna, a translucéncia nucal e as
concentragdes no soro materno de B-hCG e PAPP-A. A utilizagdo desses algoritmos
distribuidos gratuitamente pela Fetal Medicine Foundation (www.fetalmedicine.org)
apresenta taxa de deteccao (sensibilidade) de 90% para uma taxa de falso-positivo de
5%.2%21 Em alguns centros especializados em Medicina Fetal, essa acuracia pode ser
melhorada a partir da avaliacdo de novos marcadores ultrassonograficos, como o 0sso
nasal, a avaliacdo dopplervelocimétrica do ducto venoso, do fluxo da valva tricUspide
e de outros marcadores bioquimicos como PIGF e alfafetoproteina (AFP). Se todos
esses marcadores forem inclusos, a taxa de deteccdo aumenta para mais de 95% e a


http://www.fetalmedicine.org

taxa de falsos-positivos € reduzida para menos de 3%.% Assim, a implementacdo da
avaliacdo do DNA fetal livre no sangue materno podera ser executada de duas manei-
ras: utilizada por todas as gestantes como rastreamento universal (como atualmen-
te é preconizada com a translucéncia nucal e os marcadores bioquimicos na maioria
dos paises desenvolvidos) ou ser um teste de rastreamento de contingente (com
base nos resultados do rastreamento de primeira linha realizado pelo teste combinado
do primeiro trimestre - TN associado com PAPP-A e b-hCG).? Na segunda opcao, o
teste DNA fetal livre no sangue materno poderia ser oferecido ao grupo de alto risco
como uma alternativa ao teste invasivo ou, para o grupo de risco intermediario, como
um método de selecionar, de forma mais acurada, aquele subgrupo que poder-se-ia
beneficiar com a realizacdo de testes invasivos.?" Teste de DNA fetal livre como um
método de rastreamento universal (primeira linha de triagem) (Figura 1).

DNA fetal livre no sangue materno realizado na 10* semana e
Exame ultrassonografico na 122 semana de gestagao

} ! )

Rastreamento Impossibilidade Rastreamento
positivo do teste* negativo
Realizar Teste USG 12a sem.
Combinado** TN >3,5mm
[ - Def. anatomicos
Rastreamento Rastreamento
positivo negativo
Tranquilizar
- casal
Realizar <« —
Exame invasivo

*a impossibilidade de realizar o teste ocorre por falha na identificacdo de DNA fetal livre em sangue materno. **O teste
combinado é definido como a realizacdo da translucéncia nucal em combinagdo com marcadores bioquimicos (concentracédo
no soro materno da fracao livre do b-hCG e do PAPP-A), na impossibilidade desse ultimo, realiza-se a translucéncia nucal em
combinagdo com a avaliagao do osso nasal (presente/ausente). A avaliacdo final do risco deve ser realizada por algoritmos
especificos encontrados na literatura gratuitamente.

Figura 1. Modelo para a implementacado clinica usando teste de DNA
fetal livre no sangue materno como rastreamento universal (realizar com
10 semanas de gestacdo, sequido por exame ultrassonografico com 12
semanas)



Caso a opcao seja oferecer o teste DNA fetal livre no sangue materno como
um método de rastreamento universal (primeira linha de triagem), aproximadamen-
te 99% dos fetos com trissomia do cromossomo 21 e 95% com trissomias 13 e
18 poderao ser detectados com uma taxa de teste invasivo global inferior a 1%.2"
Dessa forma, a melhor estratégia seria coletar sangue materno com 10 semanas
de gestacdo. O resultado do teste estaria disponivel no momento do exame ultras-
sonografico do primeiro trimestre, que é idealmente realizado com 12 semanas de
gestacao. Tal abordagem mantém as vantagens de, em primeiro lugar, o diagnéstico
das principais trissomias dentro do primeiro trimestre e, em segundo lugar, o diag-
néstico precoce de grandes defeitos fetais e de avaliacdo do risco de complicacbes
na gravidez, como pré-eclampsia.2Y Se o teste demonstrar que a gestante é de alto
risco para trissomias 21, 18 ou 13, o teste invasivo é mandatorio para confirmar ou
refutar este resultado. Em contraste, se o teste identifica baixo risco para trissomia
21 ou 18, sera altamente improvavel gue o feto apresente uma dessas aneuploidias.
No caso de trissomia 13, o nimero de casos examinados por esta metodologia ainda
é muito pequeno para a avaliacdo precisa do desempenho deste teste. Os estudos
publicados descrevem uma taxa de deteccéo (sensibilidade) de 92,1% e um falso-
-positivo de 0,20%, com razao de verossimilhanca positiva e negativa do ensaio de
461 (92.1/0.20) e 0,08 (7.9/99.80), respectivamente. Consequentemente, se o teste
DNA fetal livre no sangue materno é positivo para trissomia 13, hd um aumento 461
vezes no risco para este trissomia e, portanto, essas pacientes devem ter a opcao
de teste de diagndstico invasivo. Se o resultado for negativo para trissomia 13, ha
uma diminuicao de 12,5 vezes o risco. No entanto se o exame ultrassonografico de
primeiro trimestre demonstre holoprosencefalia, onfalocele ou megabexiga, casos
em que o risco para aneuploidias ¢ muito alto, o teste invasivo deve ser oferecido.
Testes invasivos também deveriam ser considerados quando a translucéncia nucal
for >3,5 milimetros, 2" independente do resultado do teste de DNA fetal livre no
sangue materno, pois, além do risco das trissomias 21, 18 e 13, ha outras aneuploi-
dias raras que poderiam ser diagnosticadas.""'® Nos casos em que o teste de DNA
fetal livre ndo fornece um resultado, os pais ainda teriam a opcdo de rastreamento
para alteracdes cromossdmicas no primeiro trimestre por meio da combinacdo entre
idade materna, translucéncia nucal e marcadores bioquimicos nos locais que ofere-
cem tal metodologia (B-hCG e PAPP-A).@"

Teste de DNA fetal livre no grupo de alto risco identificado a partir de ras-
treamento combinado do primeiro trimestre (Figura 2). Esta estratégia pode ser
utilizada em locais com dificil acesso para testes diagnésticos (bidpsia de vilocorial
OuU amniocentese).



Teste Combinado
(fatores maternos, TN, 3-hCG e PAPP-A)

! !

Rastreamento Rastreamento
positivo (>1:100) negativo (<1:100)

l

DNA fetal livre no
sangue materno

' '

Rastreamento Rastreamento

positivo negativo

Realizar L s | Tranquilizar
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*Na impossibilidade do teste combinado realiza-se a translucéncia nucal em combinagdo com a avaliagao do osso nasal
(presente/ausente).

Figura 2. Modelo para a implementacdo clinica usando teste de DNA fetal
livre no sangue materno em gestantes de alto risco apos rastreamento
ultrassonografico classico em associacdo com teste bioquimico (teste de
contingéncia).

Neste modelo, o rastreamento é realizado por meio do teste combinado, e,
no grupo de alto risco (maior que 1:100), indicar-se-ia o teste DNA fetal livre no san-
gue materno. Se os testes invasivos forem realizados em todos os casos do grupo de
alto risco, 87% dos fetos com trissomia 21 e 92% com trissomias 13 e 18 poderiam
ser detectados com uma taxa global de testes invasivos de 2,6%. Considerando
a estratégia da realizacdo do teste DNA fetal livre no sangue materno, apenas no
grupo de alto risco, sendo o teste invasivo realizado nos casos com rastreamento
positivo, a taxa global de testes invasivos seria reduzida para 0,4% com deteccao
de 86% dos fetos com trissomia do cromossomo 21 e 89% com trissomias 13 e



18. Tal estratégia seria economicamente viavel se o custo do teste DNA fetal livre no
sangue materno fosse 0 mesmo dos testes invasivos. Isso reduziria a necessidade de
testes invasivos. Porém as principais desvantagens referem-se a reducdo na taxa de
deteccdo de trissomias 21, 18 e 13, a falha de resultado do teste DNA fetal livre no
sangue materno quando comparado aos testes invasivos e a postergacdo do resul-
tado de aneuploidia para o segundo trimestre da gestacdo.?"

Teste de DNA fetal livre no grupo de risco intermediario ap6s realizacdo do
teste combinado no primeiro trimestre (Figura 3).

Teste Combinado
(fatores maternos, TN, B-hCG e PAPP-A)

! ! !

Risco alto Risco intermediario Risco baixo
(>1:10) (1:11 a 1:1.000) (<1:1.001)

DNA fetal livre no
sangue materno

' y

Rastreamento Rastreamento
positivo negativo
Confirmar Tranquilizar
(Exame invasivo) casal

*0 teste combinado é definido como a realizagao da translucéncia nucal em combinagdo com marcadores bioquimicos
(concentragao no soro materno da fragao livre do b-hCG e do PAPP-A), na impossibilidade desse ultimo, realiza-se a
translucéncia nucal em combinagdo com a avaliagdo do osso nasal (presente/ausente). A avaliagao final do risco deve ser
realizada por algoritmos especificos encontrados na literatura gratuitamente.

Figura 3. Modelo para a implementacdo clinica usando teste de DNA fetal
livre no sangue materno em gestantes com risco intermediario (teste de
contingéncia) apos rastreamento ultrassonografico classico em associagdo
com teste bioquimico (teste combinado*)




Neste modelo, o teste combinando de primeiro trimestre é usado para dividir
a populacdo em risco alto (= 1:10), risco intermediario (1:11-1:1000) e baixo risco
(<1:1.000). No grupo de alto risco, testes invasivos seriam realizados em todos os
casos. No grupo de risco intermediério, seria realizado o teste DNA fetal livre no
sangue materno, e o teste invasivo seria indicado apenas para os casos positivos. Tal
estratégia identificaria 98% dos fetos com trissomias 21, 18 e 13, com taxa global
de teste invasivo de 0,8%. O grupo de risco intermediario constitui 24% da popu-
lagdo. Caso a opcao seja realizar uma avaliagdo ultrassonografica completa (translu-
céncia nucal, frequéncia cardiaca fetal e avaliacdo do ducto venoso) associada com
teste bioquimico (B-hCG e PAPP-A), o grupo intermediario, para quem o teste DNA
fetal livre no sangue materno estaria indicado, corresponderia a 10% da populacéo,
sem afetar o desempenho global do rastreamento. A realizacdo de pesquisa do DNA
fetal livre no sangue materno como teste de contingéncia apos a avaliacdo ultras-
sonografica em associagdo com o teste bioguimico mantém as principais vantagens
da anélise de DNA fetal livre, ou seja, aumento consideravel da taxa de deteccao
com diminuicdo do falso-positivo, além de apresentar um custo significativamente
menor.?" Finalmente, é importante ratificar qualquer que seja a estratégia utilizada
para indicar o teste de DNA fetal livre no sangue materno (rastreamento universal
ou teste de contingéncia) diante de um resultado positivo deste, o teste invasivo
deve ser realizado para confirmar o diagnéstico.?>?

CONSIDERACOES FINAIS

As alteragdes cromossdmicas sdo uma das principais causas de morte perina-
tal e seu diagnostico precoce permite uma assisténcia pré-natal especializada,
com um acompanhamento em servicos terciarios e uma avaliacdo psicoldgica
com objetivo de nortear o casal frente a gravidade dos achados e ao futuro da
gestacado. Considerando a importancia de uma avaliacdo adequada e precisa, a
Federacao Brasileira das Associacdes de Ginecolgia e Obstetricia (Febrasgo), re-
presentada pelas Comissdes Nacionais Especializadas em Perinatologia e Medici-
na Fetal, indica as seguintes recomendacdes com base em boas praticas médicas
sobre o rastreamento de alteracbes cromossdmicas no primeiro trimestre:

1. A idade materna apresenta baixa taxa de deteccao no rastreamento de
alteracdes cromossémicas (30%-50%) com alto falso-positivo (5-20%). Dessa for-
ma, exames invasivos NAO DEVERIAM ser indicados levando em consideracdo ape-
nas a idade materna.



2. A primeira linha de rastreamento para altera¢des cromossdmicas de-
veria ser realizada utilizando algoritmos especificos distribuidos gratuitamente
na Internet que usam a combinacao de fatores maternos (idade e histéria pré-
via de alteracoes cromossdmicas), marcadores ultrassonograficos (translucéncia
nucal e frequéncia cardiaca fetal) e marcadores bioguimicos, caso seja factivel
(fracdo livre do B-hCG e proteina plasmética A associada a gestacdo — PAPP-A).
A realizacao destes testes combinados apresenta uma TD de 90% para um FP
de 5%. A utilizacdo da translucéncia nucal isolada tem TD de 75% para um FP
de 5%.

3. Em maos especializadas, teste combinado (fatores maternos + TN +
marcadores bioquimicos) pode ter sua acuracia melhorada pela incorporacdo ao
exame da avaliacdo de outros marcadores ultrassonograficos (osso nasal, indice
de pulsatilidade do ducto venoso e a avaliacdo da presenca de regurgitacdo no
fluxo da valva tricUspide). A utilizacdo de todos estes marcadores aumenta a TD
para 95% para um FP inferior a 3%. A medida da TN em combinacdo com a
avaliacdo do 0sso nasal (presente ou ausente) aumenta a TD para 90% para um
FP de 5%.

4. Rastreamento pela avaliagdo do DNA fetal livre no sangue materno pos-
sui TD de 99% para trissomia do cromossomo 21, 97% para 18 e 92% para 13,
para um FP de 0.4%.

5. A implementacao clinica devera ser preferencialmente por um tes-
te de contingéncia considerando o risco do rastreamento inicial pelo teste
combinado ou pela avaliagdo da translucéncia nucal com a avaliacdo do 0sso
nasal realizado no primeiro trimestre. Neste caso, recomendamos a seguinte
estratégia:

® Risco apos teste combinado menor que 1 em 10: teste invasivo.

* Risco apos teste combinado entre 1 em 11 e 1 em 1.000: oferecer avaliacdo
do teste de DNA fetal livre no sangue materno.

® Risco apos teste combinado maior que 1 em 1.000: ndo ha necessidade de
testes adicionais. Tranquilizar o casal.

6. O teste de DNA fetal livre no sangue materno é um teste de rastreamen-
to. Teste positivo ndo revela alteracdo cromossémica comprovada. O resultado deve-
ria ser expresso em numeros, a exemplo do teste combinado, e ndo apenas baixo ou



alto risco. A confirmacdo de um teste positivo (alto risco) deve ser feita por exame
invasivo (biépsia do vilo corial ou amniocentese).

7. O DNA fetal livre no sangue materno pode ser utilizado como teste de
rastreamento universal.

8. Neste caso, a coleta do sangue materno devera ser realizada com 10
semanas de gestacéo.

¢ A avaliacao ultrassonogréafica deve ser realizada incluindo avaliacdo da trans-
lucéncia nucal e da morfologia fetal, com 12 semanas de gestacao.

* DNA fetal livre ¢ uma opcao de rastreamento que deve ser discutida com
todas as gestantes.

9. Afracao fetal livre deveria sempre ser informada no resultado do exame,
demonstrando o padrao de qualidade do teste.
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NIPT de dltima geracao

Apenas o Panorama distingue entre DNA materno e fetal (pla-
centario) para rastrear as anomalias nos cromossomos 13, 18,
21, X,Y

A tecnologia exclusiva baseada em SNP do Panorama permite
uma triagem mais abrangente com maior precisao em sua
validagao'-3 10-21

O Panorama pode identificar exclusivamente a gestacao com
gémeo desaparecido, gestacao molar e triploidia.

Somente o Panorama determina as informacées de
zigosidade para gémeos.

O Panorama pode ser realizado com nove semanas de
gestacoes de feto Unico e gémeos.

O Panorama alcanca altos indices de sensibilidade

nas variedades de condicoes rastreadas:

Sensibilidade (95% de IC)
Trissomia 21"234 >99% (IC de 97,8 - 99,9)
Trissomia 18254 98,2% (IC de 90,4 - 99,9) Terf\leuLZTaC:SZs KH et al. Prenat Diagn. 2013 June;33(6):575-9.

2. Pergament E et al. Obstet Gynecol. 2014 Aug;124(2 Pt 1):210-8.

Trissomia 13284
Monossomia' 234
Triploidia®®

XXX, XXY, XYY*

Sindrome de delegéao 22qg11.2,78°
Sexo feminino
Sexo masculino

>99% (IC de 87,2 - 100)
94,7% (IC de 74,0 - 99,9)
99% (IC de 66,4 - 99,9)

N/A relatado
quando identificado

90,0% (IC de 55,5-99,7)
>99,9% (IC de 99,4-100)
>09,9% (IC de 99,5-100)

3.Ryan A et al. Fetal Diagn Ther. 2016;40(3):219-223.

4. Dar P et al. Am J Obstet Gynecol. 2014 Nov;211(5):527.e1-527.e17.

5. Nicolaides KH et al. Fetal Diagn Ther. 2014;35(3):212-7.

6. Curnow KJ et al. Am J Obstet Gynecol. 2015 Jan;212(1):79.e1-9.

7.Wapner RJ et al. Am J Obstet Gynecol. 2015 Mar;212(3):332.e1-9.

8. Martin et al. Clin Genetics. 2017 Jul 11.

9. Norvez A et al. The European Human Genetics Conference, ESHG.
Copenhagen, Denmark. May 27-30, 2017.

10. Stokowski et al. Prenat Diagn. 2015 Dec; 35(12):1243-6.

11.Jones et al. Ultrasound Obstet Gynecol. 2018; 51:274-277

12. Palomaki et al. Genet Med. 2011 Nov; 13(11):913-20.

13. Palomaki et al. Genet Med. 2012 Mar; 14(3):296-305.

14. Porreco et al. Am J Obstet Gynecol 2014;211:365.e1-12.

15. Mazloom et al. Prenat Diagn 2013 Jun; 33(6):591-7.

16. Sehnert et al. Clinical Chemistry 2011 Jun;57(7):1042-1049.

17. Bianchi et al. Obstet Gynecol. 2012 May; 119(5):890-901.

18. Bianchi et al. N Engl J Med 2014;370:799-808.

19. Curnow et al. Am J Obstet Gynecol. 2015 Jan; 212(1):79.e1-9.

20.Ravi H et al. PLoS ONE 13(2): €0193476

21. Natera validation data for twin pregnancies. Manuscript in preparation.

Acesse www.natera.com/panorama-test para saber
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O Panorama™ agora oferece tria-
gem para gestacdes gemelares

Somente o Panorama determina:

¢ Informacoes de zigosidade

¢ Fracoes fetais individuais para gémeos dizigéticos

¢ Sexo fetal individual

¢ Risco de monossomia X para gémeos monozigéticos

O Panorama fez a triagem de trissomias do 21,18 e 13 em gestacoes
gemelares com uma sensibilidade combinada de > 99% e
especificidade de > 99% em um estudo de validacao."

O Panorama pode ajudar os clinicos na triagem de gestagdes gemelares.
Referéncias: 1. Dados de validacdo da Natera, 2017. (NAT-801804)

www.natera.com/panorama-twins
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