ARTIGO DE REVISAO

Utilizacao de acidos nucleicos fetais livres no plasma materno para o
diagnéstico pré-natal: realidade do Brasil neste cenario

RenaTA MoscoLint Romao!, Jost Ebuarpo Levi?, MARIo HENRIQUE BURLACCHINI DE CARVALHO®, RossanA PuLcineLl VIEIRA FrRaNcIsCO®,
AnTONIO GomES DE AMORIM FiLHO*, MARCELO ZUGAIB®

! Mestre em Ciéncias pela Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP); Aluna de Doutorado pelo Departamento de Obstetricia e Ginecologia da FMUSP,

Sé&o Paulo, SP, Brasil

2Doutor em Ciéncias Biologicas pela Universidade de Sao Paulo (USP); Professor Colaborador, Laboratério de Virologia, Instituto de Medicina Tropical, USP, Chefe do Departamento de
Biologia Molecular da Fundacao Pré-sangue/Hemocentro de Sao Paulo; Consultor de Pesquisa do Banco de Sangue do Hospital Albert Einstein, Sdo Paulo, SP, Brasil

3Professores Livre Docentes da Disciplina de Obstetricia do Departamento de Obstetricia e Ginecologia, USP, Sdo Paulo, SP, Brasil

4Mestre em Biologia, USP; Médico Assistente da Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas, USP, Sao Paulo, SP, Brasil

5Professor Titular da Disciplina de Obstetricia do Departamento de Obstetricia e Ginecologia, USP, Sdo Paulo, SP, Brasil

Trabalho realizado no Departamento
de Obstetricia e Ginecologia

da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo, Brasil

Artigo recebido: 30/01/2012
Aceito para publicagdo: 20/05/2012

Correspondéncia para:
Renata Moscolini Roméao
Departamento de Obstetricia
e Ginecologia

Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255
Instituto Central, 10° andar
Sao Paulo, SP, Brasil

CEP: 05403-000

Tel: +55 (11) 2661-6206
renata.romao@usp.br

Conflito de interesses: N&do ha.

REsumo

A descoberta de acidos nucleicos fetais livres no plasma de gestantes possibilitou o de-
senvolvimento de novos testes de diagndstico pré-natal nao invasivo para a determina-
¢do do sexo e do Rh fetal. Esses testes foram implantados no sistema de satide publica de
diversos paises da Europa ha mais de cinco anos. As novas possibilidades de aplicacdo
diagnostica dessas tecnologias sdo a detecgdo de aneuploidias cromossomicas fetais, de
doengas monogénicas fetais e de disturbios relacionados com a placenta, temas pesqui-
sados intensivamente por diversos grupos ao redor do mundo. O objetivo deste estudo é
expor a situagao brasileira no &mbito de pesquisa e utilizagio clinica dos testes disponi-
veis comercialmente que utilizam esses marcadores moleculares plasmaticos, ressaltan-
do as vantagens, tanto econdmicas quanto de seguranga, que os testes ndo invasivos tém
em rela¢do aos atualmente utilizados em nosso sistema de satde publica.

Unitermos: Diagnostico ndo invasivo; pré-natal; dcidos nucleicos livres; DNA fetal; plas-
ma materno; Brasil.
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SUMMARY

Use of cell-free fetal nucleic acids in maternal blood for prenatal
diagnosis: the reality of this scenario in Brazil

The discovery of cell-free fetal nucleic acids in the plasma of pregnant women has al-
lowed the development of new, noninvasive prenatal diagnostic tests for the determi-
nation of fetal gender and Rh. These tests have been implemented in the public health
system in several countries of Europe for over five years. The new possibilities for diag-
nostic use of these technologies are the detection of fetal chromosomal aneuploidies,
monogenic fetal disorders, and placental-related disorders, subjects that have been in-
tensively studied by several groups around the world. The aim of this review was to assess
the Brazilian research and clinical scenarios regarding the utilization of commercially
available tests that use these plasma markers, stressing the advantages, both economic
and safety-related, that non-invasive tests have when compared to those currently used
in the Brazilian public health system.

Keywords: Noninvasive diagnosis; prenatal care; free nucleic acids; fetal DNA; maternal
plasma; Brazil.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento e aprimoramento de testes de diagnos-
tico ndo invasivo sdo objetivos constantemente almejados
na medicina. A descoberta de DNA fetal livre no plasma
de gestantes’, associada a enorme sensibilidade das técni-
cas de biologia molecular que permitem detectar quanti-
dades muito pequenas de acidos nucleicos, possibilitou o
desenvolvimento de novos testes de diagndstico pré-natal
(DPN) nao invasivo.

Atualmente, sabe-se que o DNA livre fetal compde cer-
ca de 6% do total presente na circula¢do sanguinea mater-
na?, sendo completamente eliminado apds o parto® (meia
vida média de 16 minutos). Esses 4cidos nucleicos sdo
liberados principalmente através da apoptose das células
trofoblasticas que compdem a placenta*®. Seu isolamento
a partir do plasma materno é relativamente simples, barato
e adaptavel a rotina de laboratérios clinicos.

A principal dificuldade técnica desse tipo de andlise é a
diferenciac¢do entre o DNA fetal livre e 0o DNA materno li-
vre, presente no plasma em quantidades superiores ao pri-
meiro, o que s6 é possivel quando sdo analisados genes ou
segmentos de DNA fetal cujas sequéncias sejam diferentes
do genotipo materno.

Além de DNA, circulam no plasma materno também
RNAs mensageiros (mRNAs)” e microRNAs (sequéncias
curtas de RNAs com func¢éo de regulagio pos-transcri-
cional)® de origem fetal. A analise destes tipos de acidos
nucleicos apresenta uma vantagem em relacao a do DNA,
pois permite a avaliacdo da expressdo génica fetal, poden-
do refletir ndo somente caracteristicas genéticas do mes-
mo (DNA), mas situagdes fisioldgicas momentaneas”".

O objetivo deste trabalho é situar o Brasil no cenario
de testes de diagndstico pré-natal ndo invasivo, ressaltan-
do os testes que ja estdo disponiveis na pratica clinica em
diversos paises, e 0 que ainda é possivel desenvolver a par-
tir da analise dos acidos nucleicos fetais livres (ANFL) no
plasma de gestantes.

TESTES DE DIAGNOSTICO UTILIZADOS NA ROTINA PRE-NATAL
SEXO FETAL

A deteccido de sequéncias do cromossomo Y no plas-
ma materno indica que o sexo do feto é masculino, pois
mulheres normais ndo possuem cromossomo Y em seus
genomas. Nas gestantes em que ndo se detecta tais se-
quéncias, presume-se que o feto seja do sexo feminino. A
determinagdo do sexo fetal foi o primeiro teste a usar a
andlise de acidos nucleicos fetais no sangue materno dis-
ponivel clinicamente'.

A maioria dos testes disponiveis detecta a regido deter-
minante do sexo (SRY) do cromossomo Y2, embora ou-
tras sequéncias especificas do cromossomo Y tenham sido
descritas, como DYS"™'%, DYZ'S e DAZ".

Ao longo dos anos o teste foi aprimorado. Atualmente
apresenta mais de 99% de sensibilidade e especificidade a

partir da sexta semana de gestagdo, chegando a mais de
99,9% a partir da oitava semana. Existem algumas ferra-
mentas que garantem a seguranga do teste, como a utili-
zagdo de controles internos para evitar resultados falso-
negativos (falsa avaliacdo do sexo fetal feminino)'s.

Fora a curiosidade em saber o sexo fetal, a principal
aplica¢do clinica da determinacdo do sexo fetal é o auxilio
na investigacdo de doencas genéticas ligadas ao cromos-
somo X', como Distrofia Muscular de Duchene e He-
mofilia, em que a confirmagdo do sexo feminino exclui a
possibilidade de o feto ser portador de tais doengas, ou até
mesmo indica o tratamento de doencas metabdlicas asso-
ciadas a ambiguidade da genitalia, como Hiperplasia Con-
génita da Adrenal (HCA)"™.

Em paises como a China, o teste é proibido por razdes
éticas”, a ndo ser quando o conhecimento do sexo fetal
ofereca possibilidade de tratamento intrattero. Alguns
paises europeus oferecem o teste gratuitamente no sistema
de satde publica para investigagao de doengas ligadas ao
sexo?. No Brasil, esse teste foi primeiramente descrito por
Levi e colaboradores em 2003%. Atualmente o teste ¢ ofe-
recido comercialmente aquelas familias que desejam saber
o sexo fetal, a partir da sétima semana de gestagdo, por
diversos laboratérios particulares do Brasil.

Com o avango tecnoldgico, os custos da determinacdo do
sexo fetal tém diminuido?, tornando o teste mais acessivel e
abrindo novas perspectivas de manejo de doengas genéticas
ligadas ao cromossomo X, como ji descrito anteriormente,
inclusive no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS).

RH FETAL

A determinagdo genética ndo invasiva do gendtipo RhD
fetal em maes RhD negativas através da detecgdo do
DNA fetal livre no plasma materno foi primeiramente de-
monstrada em 1998 por Lo et al.”. Desde entao, métodos
mais robustos foram desenvolvidos e hoje o teste é ofere-
cido no sistema de satide publica de diversos centros da
Europa (Bélgica, Reino Unido, Franga, Holanda, Alema-
nha, Espanha) com alta precisdo (sensibilidade de 100%
e especificidade de 98,6%)*. O teste vem sendo estudado
no Brasil por alguns grupos* e um deles conseguiu de-
monstrar sua aplicabilidade em populagdes miscigenadas
como a nossa, com 100% de precisiao®.

Entre as gestantes RhD negativas, ha 16% de chance de
sensibiliza¢do ao antigeno RhD quando carregam um feto
RhD positivo e consequente desenvolvimento da doenga
hemolitica do recém-nascido™®.

Existe profilaxia contra a resposta imune materna, fei-
ta por meio da administragdo da imunoglobulina anti-D,
que se liga e neutraliza os antigenos RhD fetais. No Bra-
sil, esse tratamento ¢é realizado em todas as gestantes RhD
negativas durante a gestagdo, independente do gendtipo
fetal. Como 40% das gestantes RhD negativas carregam
fetos também RhD negativos, a profilaxia nesses casos é
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desnecessaria. Adicionalmente, o medicamento é obtido a
partir de sangue humano (derivado do plasma), apresen-
tando um risco tedrico de propagagio de infecgdes e ocor-
réncia de reacdes de sensibilidade’'.

No momento, poucos laboratérios particulares dispo-
nibilizam o teste comercialmente no Brasil. A implanta¢io
do teste no sistema de satde publica brasileiro é de extre-
ma importancia para evitar os riscos atrelados a profilaxia
com a imunoglobulina anti-D, sendo inclusive economi-
camente vantajoso, pois eliminaria os custos despendidos
com a profilaxia desnecessaria e com a realizagio dos testes
para o monitoramento da sensibilizagdo materna, como ja
foi demonstrado em outros paises®.

Novas POSSIBILIDADES DE APLICACAO
ANEUPLOIDIAS CROMOSSOMICAS

Existem duas grandes linhas de pesquisa de testes de DPN
ndo invasivo de aneuploidias cromossdmicas fetais. Uma
delas estd focada na analise de DNA fetal livre, por meio
de técnicas extremamente sofisticadas®, como PCR digi-
tal* (contagem de cada molécula de DNA) e sequencia-
mento em massa, (sequenciamento simultdneo de milhoes
de moléculas de DNA)**, que permitem, em teoria, uma
quantificagdo precisa das pequenas variagdes no DNA li-
vre total (materno + fetal) consequente & presenca de ma-
terial genético extra ou auséncia de material em relagdo
ao normal, dependendo da aneuploidia. As duas grandes
limitagdes da implantagdo pratica desta técnica sdo seus
custos elevados e a complexidade que envolve esta tecno-
logia, incluindo sofisticados softwares de bioinformatica.
Além disso, o diagnodstico s6 foi alcancado em situagdes
experimentais, em que era necessario um volume inicial
de sangue muito grande e propor¢des de DNA livre fetal
que ndo condizem com a realidade pratica.

A outra linha de pesquisa estd focada na andlise da
expressdo génica fetal, onde sdo isolados do plasma ma-
terno mRNAs especificos do feto (os quais sdo expressos
principalmente pelo tecido placentdrio). O teste é baseado
na abordagem SNP/mRNA, em que a razdo entre os alelos
de polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs) localiza-
dos em genes expressos pelo tecido placentario permite a
detecgdo da cdpia extra do cromossomo onde estdo loca-
lizados os genes investigados® . A frequéncia de heterozi-
gose dos polimorfismos varia entre diferentes populagdes,
portanto o teste deve utilizar polimorfismos informativos
para cada grupo étnico.

Recentemente foram publicados trés grandes estudos
sobre a eficdcia dos testes que analisam DNA fetal utili-
zando sequenciamento em massa’*?, demonstrando sen-
sibilidade e especificidade elevados. Contudo, como esses
testes estdo baseados em tecnologias extremamente caras
e sofisticadas que ndo permitem a andlise simultanea de
muitas amostras (baixo rendimento) e o tempo para a libe-
racdo do resultado é alto, ndo ha viabilidade de aplicagdo

em laboratérios clinicos individuais e menos especializa-
dos. O teste teria que ser realizado em grandes centros iso-
lados que detém a tecnologia, a altos custos.

Algunsespecialistasapontam aabordagem SNP/mRNA
como a mais promissora para o DPN ndo invasivo de
aneuploidias cromossémicas, pois a metodologia ¢é relati-
vamente simples de ser implantada em laboratérios clini-
cos pequenos, os custos sdo razoaveis e o diagnostico ja
foi alcangado utilizando amostras de plasma materno com
alto rendimento, sensibilidade de 92% e especificidade de
100%*. Para que isso seja confirmado, sdo esperados re-
sultados de estudos em larga escala.

Uma empresa privada norte-americana esta oferecen-
do o teste comercialmente neste pais desde margo deste
ano, prometendo resultados em 10 dias uteis. A empresa
baseia-se em resultados recém publicados de um estu-
do prospectivo utilizando sequenciamento em massa do
DNA fetal no plasma materno, feito com 532 amostras,
que alcangou 100% de especificidade nas trissomias mais
prevalentes*. No Brasil ndo hd, até o presente momento,
nenhum estudo publicado a respeito de diagndstico ndo
invasivo de aneuploidias cromossomicas fetais.

DOENGAS MONOGENICAS

A investigagdo de doengas monogénicas com prevaléncia
elevada, como talassemias em popula¢des de origem me-
diterranea e fibrose cistica em populagdes de origem eu-
ropeia, deveria, em teoria, fazer parte da rotina de investi-
gacdo pré-natal. Nos casos de doengas monogénicas raras,
como doenca de Huntington, a investigacdo deveria ser
realizada quando ha histérico familiar da doenga.

O DPN nio invasivo de doengas monogénicas de he-
ranga paterna dominante é possivel por causa da auséncia
do alelo causador da doenga no genoma materno, e, até o
momento, foi realizado em pelo menos uma gestagdo para
as seguintes doencas: doenc¢a de Huntington**, acondro-
plasia**=’, distrofia miotdnica’! e sindrome de Apert®.

Doengas autossomicas recessivas geralmente sdo difi-
ceis de diagnosticar ndo invasivamente, pois ainda ndo ha
uma maneira de fazer a distin¢io entre os alelos maternos
e paternos idénticos. Por isso, 0 DNA fetal livre no plasma
materno s6 pode ser utilizado para determinar o estado de
portador do feto em heterozigotos compostos, pela detec-
¢do do alelo da doenga herdado do pai (nos casos em que
mais de um alelo é conhecido para tal doenga), e quando os
alelos maternos e paternos sdo diferentes. Até o momento,
o estado portador do feto foi determinado utilizando DNA
fetal livre nas seguintes doengas genéticas recessivas, em ao
menos uma gestagdo, em alguns paises da Europa: fibro-
se cistica®*, B-talassemia®, a-talassemia 1%, hiperplasia
congénita da adrenal®® e hemofilia®. Ainda ndo ha estudos
ou relatos de casos no Brasil da utilizagdo de ANFL para o
diagndstico néo invasivo de doengas autossdémicas recessi-
vas, nem para doengas monogénicas de heranga paterna.
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DISTURBIOS RELACIONADOS COM A PLACENTA

A literatura recente tem proposto que os ANFL podem ser
utilizados para a predi¢do de distdrbios cuja etiologia tem
como base o desenvolvimento placentario deficiente, uma
vez que este estd associado ao aumento da apoptose das
células trofoblasticas que compdem a camada mais exter-
na da placenta’.

Diversos grupos fizeram associagdo entre o aumento
da quantidade de ANFL no plasma materno e disturbios
cuja etiologia parece estar relacionada ao desenvolvimento
placentario deficiente. Alguns exemplos sdo pré-eclamp-
sia®%?, sindrome HELLP®, restri¢do de crescimento fe-
tal®*®, parto prematuro®®, placenta acreta®, placenta in-
creta®, hiperemese gravidica” e polidramnio’'. Em alguns
casos, foi constatado que ha um aumento nos niveis de
ANFL antes do estabelecimento dos sintomas, e, que sua
quantidade se correlaciona com a gravidade da doenga.

A grande limitagao da utilizagdo de ANFL como mar-
cadores desses disturbios placentarias é que muitas delas
apresentam etiologia multifatorial, ou, muitas vezes, ainda
desconhecida. E necessdrio primeiro elucidar a natureza
dessas patologias, bem como estabelecer uma curva de
normalidade de concentragido de ANFL em gesta¢des nor-
mais, para que, posteriormente, se proceda a anélise nas
gestacdes afetadas.

ConcLusio
A determinagio ndo invasiva do sexo e do Rh fetal ja esta
bem estabelecida e ¢ utilizada clinicamente ha mais de cin-
co anos por diversos paises da Europa””*. No Brasil, es-
ses testes tém uso restrito pelo alto custo. Sua implantagido
no sistema de saude publica seria de extrema importancia
como alternativa aos procedimentos invasivos, pois estes
geram riscos a gestagdo e acabam se tornando ultrapassa-
dos se comparados a seguranca e a precisio dos novos tes-
tes. Além disso, a utiliza¢do dos testes nao invasivos pode
ser vantajosa do ponto de vista econdmico, dado que o va-
lor de um teste ndo invasivo tende a ser inferior ao de um
teste invasivo, e com o resultado precoce é possivel evitar
os gastos desnecessarios com profilaxia Rh em gestantes Rh
negativas e terapia para HCA em fetos do sexo masculino.
O Brasil possui um grande potencial para o desenvol-
vimento de pesquisa de ponta e inovadora em DPN, uma
vez que dados recentes do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) revelam que hd 2,5 milhdes de nas-
cimentos por ano no pais e um nimero ainda maior de
gestagdes, tanto saudaveis quanto afetadas por diferentes
complicagdes. Tal potencial deveria ser explorado pelos
grupos de pesquisa especializados em cada tipo de com-
plicagdo decorrente da gestacdo (como pré-eclampsia,
fetos com aneuploidias, doengas monogénicas, entre ou-
tras), para que o resultado dessas pesquisas seja devolvido
a sociedade sob a forma de testes mais seguros e eficazes,
disponibilizados nos sistemas de satde publica.
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