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Resumo

Introducao: O diagnoéstico pré-natal é essencial para a detecdo precoce de
aneuploidias fetais, como as cromossomopatias mais frequentes (trissomias 21, 18 e
13), permitindo decisoes informadas. O rastreio combinado do primeiro trimestre e os
testes invasivos, como a BVC e a amniocentese, tém sido amplamente utilizados, mas
apresentam limitacOes e riscos. O teste pré-natal ndo invasivo, realizado no CHUCB
desde 2016, analisa o ADN fetal livre no sangue materno, oferecendo alta sensibilidade
e reduzindo a necessidade de testes invasivos. A crescente utilizacdo do NIPT reforca a

importancia de avaliar a sua precisao e impacto clinico.

Objetivos: Este estudo visa avaliar a ocorréncia de falsos positivos e falsos negativos
nos NIPT realizados no CHUCB, comparando-os com o cariotipo fetal e o
fenotipo/gendtipo a nascenca. Para além disso, pretende identificar fatores associados
a resultados incorretos e propor estratégias para otimizar o aconselhamento genético e

a pratica clinica no rastreio pré-natal.

Materiais e métodos: O estudo é observacional, transversal e retrospetivo, baseado
na analise de registos clinicos de gravidas seguidas nas consultas de diagnostico pré-
natal e obstetricia no Servico de Obstetricia do CHUCB entre fevereiro de 2016 e junho
de 2024. Foram incluidas 296 gestacoes e 296 NIPT validos, apos aplicacao de critérios
de exclusdo. Os dados foram recolhidos de forma an6nima e incluiram variaveis
demograficas, gestacionais, resultados do NIPT e de outros métodos de rastreio e
diagnostico pré-natal. A anélise estatistica foi realizada com Microsoft Excel 365 e IBM
SPSS 29.0.1.1. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para a Satde e pelo

Conselho de Administragdo do CHUCB, garantindo a confidencialidade dos dados.

Resultados: A amostra incluiu 296 gestacoes com idade materna média de 37 anos. A
maioria das concecOes foi espontanea (82,1%). Predominaram gestacOes unicas
(96,3%), totalizando 307 fetos, distribuidos equitativamente entre os sexos. O NIPT
identificou baixa probabilidade de aneuploidia em 97,6% dos casos, com 7 resultados
de alta probabilidade de aneuploidias, dos quais 6 foram confirmados e 1 revelou ser
falso positivo. Nao foram registados falsos negativos para as aneuploidias rastreadas,
porém 2 fetos com aneuploidia ndo foram identificados pelo NIPT, visto que este
apenas rastreava as trés aneuploidias mais frequentes, a trissomia 21, trissomia 18 e

trissomia 13. Assim, o NIPT apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de
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99,65%. A associacao entre os resultados do NIPT e a presenca de aneuploidia foi

estatisticamente significativa (p<0,001).

Conclusao: O NIPT demonstrou elevado desempenho na detecido de aneuploidias
fetais na amostra estudada, com sensibilidade de 100%, especificidade de 99,65% e
uma taxa de falsos positivos de apenas 0,3%, sem falsos negativos registados.
Comparado ao RCPT, mostrou-se significativamente superior na reducdo de falsos
positivos. No entanto, reforca-se que o NIPT é um teste de rastreio e nao de
diagnostico, sendo essencial confirmar resultados positivos com métodos invasivos. A
escolha do painel de rastreio deve ser ajustada ao perfil de risco da gestante, e o
aconselhamento genético adequado é fundamental para decisdes informadas. Apesar
do alto desempenho, a ocorréncia de resultados incorretos ainda representa um
desafio, destacando a necessidade de um uso criterioso e integrado do NIPT na préatica

clinica.

Palavras-chave

Falso positivo; Falso negativo; Teste pré-natal ndo invasivo; ADN fetal livre;
Aneuploidias.
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Abstract

Introduction: Prenatal diagnosis is essential for the early detection of fetal
aneuploidies, such as the most common chromosomal abnormalities (trisomies 21, 18,
and 13), allowing for informed decision-making. First-trimester combined screening
and invasive tests, such as CVS and amniocentesis, have been widely used but present
limitations and risks. The non-invasive prenatal test (NIPT), implemented at CHUCB
since 2016, analyzes free fetal DNA in maternal blood, offering high sensitivity and
reducing the need for invasive tests. The growing use of NIPT emphasizes the

importance of evaluating its accuracy and clinical impact.

Objectives: This study aims to evaluate the occurrence of false positives and false
negatives in NIPTs performed at CHUCB, comparing them with fetal karyotype and
phenotype/genotype at birth. Furthermore, it seeks to identify factors associated with
incorrect results and propose strategies to optimize genetic counseling and clinical

practice in prenatal screening.

Materials and Methods: The study is observational, cross-sectional, and
retrospective, based on the analysis of clinical records of pregnant women followed at
the prenatal diagnosis and obstetrics consultations of the CHUCB Obstetrics Service
between February 2016 and June 2024. A total of 296 pregnancies and 296 valid NIPTs
were included after applying exclusion criteria. Data were collected anonymously and
included demographic, gestational variables, NIPT results, and results from other
prenatal screening and diagnostic methods. Statistical analysis was performed using
Microsoft Excel 365 and IBM SPSS 29.0.1.1. The study was approved by the Health
Ethics Committee and the CHUCB Board of Directors, ensuring data confidentiality.

Results: The sample included 296 pregnancies with an average maternal age of 37
years. Most conceptions were spontaneous (82.1%). Single pregnancies predominated
(96.3%), totaling 307 fetuses, evenly distributed by sex. NIPT identified a low
probability of aneuploidy in 97.6% of cases, with 7 high-probability results for
aneuploidy, of which 6 were confirmed, and 1 was a false positive. No false negatives
were recorded for the screened aneuploidies; however, 2 fetuses with aneuploidy were
not identified by NIPT, as it only screened the three most common aneuploidies:
trisomy 21, trisomy 18, and trisomy 13. Thus, NIPT showed 100% sensitivity and
99.65% specificity. The association between NIPT results and the presence of

aneuploidy was statistically significant (p<0.001).
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Conclusion: NIPT demonstrated high performance in detecting fetal aneuploidies in
the studied sample, with 100% sensitivity, 99.65% specificity, and a false positive rate
of only 0.3%, with no false negatives recorded. Compared to the RCPT, it was
significantly superior in reducing false positives. However, it is emphasized that NIPT
is a screening test and not a diagnostic test, and positive results must be confirmed with
invasive methods. The choice of the screening panel should be adjusted to the pregnant
woman's risk profile, and appropriate genetic counseling is crucial for informed
decision-making. Despite its high performance, the occurrence of incorrect results still
represents a challenge, highlighting the need for careful and integrated use of NIPT in

clinical practice.

Keywords

False positive; False negative; Non-invasive prenatal testing; Cell-free fetal DNA;

Aneuploidies.
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1. Introducao

1.1 Aneuploidias fetais

As aneuploidias fetais caracterizam-se pela presenca de um niimero anormal, quer por
défice, quer por excesso, de cromossomas no feto e estdo entre as causas mais comuns
de abortos espontidneos, mortalidade perinatal e  perturbacoes do
neurodesenvolvimento (1). As aneuploidias mais comuns sdo as trissomias dos
cromossomas 21 (Sindrome de Down), 18 (Sindrome de Edwards) e 13 (Sindrome de

Patau), onde ha uma copia extra do cromossoma 21, 18 e 13, respetivamente (2).

Dados da Vigilancia Europeia de Anomalias Congénitas (EUROCAT), estimam que, em
Portugal, a prevaléncia das sindromes anteriormente descritas foi de aproximadamente
13,5 €cas0s/10.000 nascimentos, entre 2005 e 2022 (3). Para além disso, segundo o
Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC) mais recente, referente a 2018-
2019, a prevaléncia de nascimentos com anomalias cromossémicas em Portugal foi de
34,10 casos/10.000 nascimentos, tendo a Sindrome de Down a maior prevaléncia com
19,52 €asos/10.000 nascimentos, seguido da Sindrome de Edwards e Sindrome de

Patau, que em conjunto resultaram em 6,77 casos/10.000 nascimentos (4).

Entre 2018 e 2019, 93,4% das anomalias cromossomicas no nosso pais foram
identificadas ainda no periodo pré-natal, sendo que 100% das trissomias 13 e 18 foram
diagnosticadas neste periodo, assim como 91,2% das trissomias 21 (4). Para além disso,
o numero de criangas nascidas com T21 tém vindo a diminuir, devido ao grande
aumento das interrup¢oes voluntarias da gravidez, presumivelmente pelo aumento da
acessibilidade aos diagnosticos pré-natais de aneuploidias (5), notando-se, assim, a
importancia do rastreio e diagnostico pré-natal para a identificacdo e gestao precoce

destas situacoes.

Em termos de distribuicao geografica por residéncia da gestante durante a gravidez,
concelhos da Beira Interior, nomeadamente Penamacor, Sabugal, Guarda, Celorico da
Beira e Pinhel tiveram uma prevaléncia superior a 300 casos com anomalias
congénitas/ 10 000 nascimentos; e concelhos que fazem fronteira com a Covilh3,
nomeadamente Seia e Belmonte, apresentaram uma prevaléncia de 200-299,9

€as0s/10.000 nascimentos, o que demonstra a importancia deste estudo no Centro
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Hospitalar Universitario Cova da Beira!, que recebe gravidas residentes nas localizagoes

anteriormente referidas (4).

Para além disso, o adiamento da maternidade observado nas ultimas décadas esta
associado a um aumento das intervencoes de diagnostico pré-natal e ao aumento da
morbilidade materna e perinatal (6). A titulo de exemplo, a T21 tem uma prevaléncia
aproximadamente de 1/1300 em gestantes com 25 anos, de 1/380 em gestantes com 35
anos e de 1/28 em gestantes com 45 anos, o que demonstra o grande incremento da sua
incidéncia com o aumento da idade materna (7). Assim, é evidenciada a relevancia do
estudo dos testes de rastreio e diagnostico pré-natal que sao realizados nas consultas de
obstetricia, bem como a necessidade de entender a sua eficicia. E de salientar, no
entanto, que embora o risco de trissomias 21, 18 e 13 seja aumentado com o aumento
da idade materna, isso nao representa um fator de risco para outras aneuploidias como

as dos cromossomas sexuais ou triploidias (1).

As aneuploidias fetais afetam nao apenas a satide do feto, como também o bem-estar
psicologico e emocional das familias envolvidas. Desta forma, a identificagdo precoce
dessas anomalias permite aos profissionais de satide e progenitores um maior periodo
de tempo para reflexao e tomada de decisoes informadas. Neste sentido, o diagnostico
pré-natal tornou-se uma ferramenta essencial na pratica obstétrica, oferecendo

métodos de rastreio e diagnostico que variam em precisao, seguranca e risco.
1.2 Diagnoéstico pré-natal

O diagnostico pré-natal comecou a desenvolver-se em Portugal desde 1984, ano em que
foi publicada a primeira legislacdo que autorizou a interrup¢ao voluntaria da gravidez
por causas genéticas (8) e define-se como o conjunto de procedimentos realizados com
o intuito de determinar se um feto é portador ou nao de uma anomalia congénita (9).

No Sistema Nacional de Satide Portugués, é disponibilizado as gravidas, entre a 112 e a
132 semana + 6 dias de gestacdo, o rastreio combinado do primeiro trimestre. Este
rastreio faz um célculo de risco combinado com base na idade materna, marcadores
ecograficos (medicao da translucéncia da nuca) e na determinacao sanguinea materna
de duas substincias fetoplacentarias: a proteina A plasmética associada a gravidez

(PAPP-A) e a fracao beta da hormona gonadotrofina coridénica humana (B-HCG). Este

1 Este estudo foi realizado no Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira, que, a partir de 2024, passou
a integrar a Unidade Local de Satide da Cova da Beira (ULS Cova da Beira), na sequéncia da reorganizacao
do Servigo Nacional de Satude.
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rastreio pode alcancar uma taxa de detecao de até 95% para T21, com uma taxa de
falsos positivos de 5%. A inclusao de marcadores ecograficos adicionais, como 0sso
nasal hipoplasico ou ausente, regurgitacdo da valvula tricispide e/ou uma onda
negativa do ducto venoso, melhora o desempenho deste rastreio e reduz a taxa de falsos
positivos para 2,5-3,5%. No caso das T18 e T13, a taxa de detecao pode atingir 97% e
92%, respetivamente. (5) Os resultados do RCPT definem os pacientes em trés grupos
de risco: alto risco para trissomia (>1:100), risco moderado (1:101—1:1000) e baixo
risco (<1: 1000) (10) .

Até marco de 2024, as gestantes que cumpriam certos requisitos clinicos, presentes no
Despacho n® 5411/97 publicado no Diario da Republica, nomeadamente “idade
superior a 35 anos, filho anterior portador de cromossomopatia, progenitor portador de
cromossomopatia equilibrada, suspeita ecografica de anomalia congénita fetal,
alteracdo dos valores dos marcadores serolégicos maternos, risco elevado de
recorréncia de doenca genética nao cromossOmica e risco elevado de efeito
teratogénico” (9), deveriam ser encaminhadas para os cuidados de satide secundarios
para realizar consulta de diagnostico pré-natal (5). No entanto, a partir de marco de
2024, a estratégia nacional foi alterada, conforme os critérios estabelecidos na Norma
de Orientacdo Clinica da Direcdo-Geral da Saide nessa altura publicada. Assim,
atualmente, os critérios de encaminhamento para consulta de diagnostico pré-natal
sdo: presenca de um resultado de rastreio combinado com risco aumentado (risco
calculado superior ou igual a 1:100) ou de um risco intermédio de aneuploidias (risco
calculado entre 1:101 e 1:1000). No caso de risco intermédio, deve ser proposta a

realizacao de teste genético de analise do ADN fetal circulante no sangue materno. (11)

Atualmente, existem varios testes invasivos disponiveis para detetar anomalias fetais
em gestacgoes de alto risco de anomalias congénitas, nomeadamente a amniocentese, a
biopsia das vilosidades corionicas (BVC) e a cordocentese. No entanto, estes exames,
por serem invasivos, acarretam riscos para a gestante e para o feto. No caso da
amniocentese, embora as complicacoes sejam pouco frequentes, existe o risco de perda
de liquido amnié6tico, corioamnionite e de aborto espontaneo. Para além disso, uma
desvantagem importante da amniocentese realizada no segundo trimestre é o facto dos
resultados estarem disponiveis tardiamente na gravidez, geralmente apo6s as 16
semanas de gestacdo. Alternativamente, a BVC pode ser realizada mais precocemente,
no primeiro trimestre, permitindo uma obtenc¢ao mais rapida dos resultados (12). No
entanto, a taxa de aborto espontaneo associada a BVC é semelhante a da amniocentese
e existe ainda o risco de sangramento vaginal que ocorre em até 32% das gravidas

submetidas a este procedimento. Em adicao a isto, ainda que seja controverso, ha
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relatos de que a BVC realizada antes das 10 semanas estid associada a reducao de
membros do feto e a defeitos oromandibulares (13). Importa ainda referir que a
amniocentese realizada precocemente, antes do segundo trimestre, ndo demonstrou ser
tdo segura como a amniocentese convencional, estando associada a um risco
aumentado de perda gestacional e aborto espontaneo. Adicionalmente, alguns estudos
apontam para uma maior incidéncia de anomalias fetais, nomeadamente malformacoes
dos pés, como o pé torto congénito (talipes equinovarus)(12). Embora o risco de aborto
relacionado a estes procedimentos seja inferior a 1%, ele continua a ser significativo e
potencialmente evitavel (1). Estima-se que a perda fetal diretamente atribuivel ao

procedimento invasivo seja de 0,1% para a amniocentese e 0,2% para a BVC (14).

1.3 Teste pré-natal nao invasivo (NIPT)

Contrariamente as técnicas referidas anteriormente, o NIPT necessita apenas de uma
pequena amostra de sangue materno para a sua realizacdo, sendo assim um teste de
rastreio pré-natal nao invasivo, com riscos minimos para a gestante e para o feto. Desta
forma, este teste tem contribuido para a diminuicdo dos riscos que ocorrem como

resultado da realizacao dos testes invasivos (1)(15) .

O NIPT foi desenvolvido por Yuk-Ming Dennis Lo apos ter descoberto o ADN fetal livre
(CffDNA) no sangue materno, em 1997 (16). Inicialmente, o CffDNA era utilizado para
determinar o sexo do feto. Porém, com o desenvolvimento de tecnologias avancadas de
sequenciacdo de ADN, conhecidas como sequenciacao de nova geracao, o CffDNA
comecou a ser utilizado para o rastreio de aneuploidias autossémicas comuns em fetos
(17). O NIPT foi introduzido na pratica clinica pela primeira vez em 2011 (16), tendo
passado a ser utilizado pelo Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira anos mais

tarde, em 2016.

Este teste deteta e analisa o ADN fetal livre presente numa amostra de sangue
periférico materno. O ADN livre circulante no plasma materno inclui ADN tanto de
origem materna como de origem fetal. O ADN livre circulante materno provém de
todos os 6rgaos da gestante, incluindo tumores sélidos, e do sistema hematopoiético
(17). Por outro lado, o CffDNA ¢ originado na placenta, normalmente secundario a
apoptose dos trofoblastos, podendo ser detetado a partir das 5 semanas de gestacao, e é
removido totalmente do plasma materno horas apoés o parto, o que o torna também

adequado para testes de gravidez (1)(15).
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A fracao fetal (FF), que consiste no racio entre o CffDNA e a totalidade do ADN
presente no plasma materno, € variavel e aumenta com a progressao da gestacdao. A
confiabilidade de um NIPT est4 fortemente ligado com a FF, uma vez que é menos
dificil diferenciar o ADN materno do CffDNA quando a FF estd mais elevada (1)(15).
Assim, a taxa de detecao de T21 passa de 62,1% para 100%, quando a FF é 4% e quando
se apresenta acima de 9%, respetivamente. Por esse motivo, muitas empresas optam
por considerar o teste como invalido quando a FF ¢ inferior a 4%, devido a falta de
fiabilidade nessas condicoes (1). Como a FF esta positivamente correlacionada com a
idade gestacional, o NIPT deve ser realizado a partir das 9-10 semanas de gestacao (17).
Outros fatores que podem resultar num NIPT inconclusivo incluem erros efetuados
durante a recolha de sangue ou durante o transporte das amostras e falhas laboratoriais
(1), bem como em gestantes obesas, visto que a obesidade materna esta associada a
uma baixa FF por aumento do ADN livre materno (18), e em casos de dissomia
uniparental ou consanguinidade parental (5).

Existem outros fatores que influenciam a FF e, consequentemente, a eficacia do teste. A
FF diminui com o aumento da idade materna e é inferior em gestantes com
ascendéncia afro-caribenha e sul-asiatica (provenientes da India e Paquistdo),
mulheres com um indice de pulsatilidade elevado nas artérias uterinas na ecografia de
primeiro trimestre, em gestagdes por fertilizacdo in vitro (FIV) e em gravidezes
gemelares (principalmente em gémeos bicoridnicos quando comparados a gémeos
monocoriénicos) - e, como consequéncia, a taxa de erro é cerca de 3-4 vezes superior
em gestacoes de gémeos, quando comparado a gestacOes tnicas. Para além disso, o
NIPT é também mais complexo em gravidezes gemelares, porque, se forem dizigoticas,
pode haver a possibilidade de apenas um gémeo ter anomalias cromosso6micas.
Adicionalmente, a contribuicao para a FF pode ser diferente entre os gémeos, e por isso
foi proposto considerar a FF mais baixa entre os dois fetos, ao invés da FF total. A
maior taxa de falha nestes casos também pode ser explicada pela maior incidéncia de
FIV entre as gravidezes gemelares.

Por outro lado, a FF é superior nas racas do Leste Asiatico (China e Japao) e em
gestantes fumadoras, por diminuicao do ADN livre materno.

A FF parece ser também influenciada pelo comprimento cranio-caudal do feto, sexo
fetal, cariotipo fetal, niveis de PAPP-A e de B-HCG livre, bem como distarbios
relacionados com a placenta e resultados perinatais adversos (17)(1). Assim, quando a
FF est4 abaixo do 10° percentil, esta associada a um aumento do risco de pré-eclampsia
ou parto prematuro e, quando esta abaixo do 5° percentil, esta associada a um feto com
baixo peso a nascenga. Uma FF diminuida também é associada a fetos com trissomia

18, trissomia 13 e triploidias, uma vez que essas condicOes estao relacionadas a niveis
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baixos de PAPP-A, refletindo uma menor massa placentaria e, por consequéncia, uma
fonte reduzida de CffDNA. Assim, é de notar que mulheres com testes inconclusivos
tém um risco superior para aneuploidia, nomeadamente de T13, T18 e triploidia, e,
portanto, precisam de aconselhamento cuidadoso sobre eventuais testes adicionais,
incluindo testes diagndsticos como a BVC e amniocentese (19). Por outro lado, quando
a FF excede o 95° percentil, também tem sido relacionada a complicacoes na gravidez,
como o nascimento de bebés pequenos para a idade gestacional. Para além disso,
constatou-se que a FF na trissomia 21 é, por vezes, superior a observada em casos
euploides (1).

Devido a estes fatores que podem influenciar a FF, os médicos devem obter o maximo
de informacado possivel sobre as caracteristicas da mulher gravida e do feto ao
considerar a realizacdo de um NIPT, sendo indispensavel a realizacao de uma ecografia
de boa qualidade prévia a realizacdo do exame. Assim, € vantajoso fazer uma avaliacao
abrangente, para garantir uma FF adequada e, consequentemente, um rastreio com

NIPT preciso para aneuploidias (17)(5).

Embora uma vantagem do NIPT para a detecdo de trissomias autossémicas comuns
seja a sua alta sensibilidade e especificidade com alto valor preditivo negativo, o que se
traduz numa reducdo da realizacao de testes invasivos (20), estudos indicam que
gestantes que realizam o NIPT frequentemente tém pouco conhecimento sobre as
possiveis limitacoes deste teste, nomeadamente o facto de um NIPT negativo nao
garantir um bebé saudavel ou eliminar a possibilidade deste ser portador de Sindrome
de Down. Assim, é de extrema importancia que as gravidas sejam informadas sobre as
potenciais limitacoes deste teste, como o risco de resultados falsos positivos e falsos
negativos e do feto poder ser portador de condicoes genéticas que o NIPT nao consegue
detetar. (21)

Resultados falsos positivos e falsos negativos podem ocorrer no NIPT, embora em
naimeros significativamente inferiores do que os verificados no RCPT. Os FP podem ser
causados por mosaicismo confinado a placenta, onde algumas células apresentam
anomalias, embora o feto nao seja afetado, representando uma das principais razoes
para resultados discordantes entre o NIPT e testes invasivos; presenca de gémeo
evanescente/ nao evolutivo, motivo pelo qual pode existir discordancia no sexo fetal ou
no estado de Rhesus-D; ou anomalias genéticas previamente nao identificadas na
gravida. Outros motivos incluem neoplasia materna, mosaicismo fetal e variantes
patogénicas no ntimero de copias (1)(5)(22). Embora menos frequentes do que FP,

podem ocorrer também FN (1)(22).
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Assim, atualmente, ao contrario de testes invasivos como a BVC e a amniocentese, o
NIPT ainda nao é considerado um teste de diagnoéstico pré-natal definitivo, devido a
presenca de, embora pouco frequentes, resultados falsos positivos e falsos negativos
(23). Assim, um resultado positivo num NIPT requer um teste invasivo para

confirmacao (22).

Os resultados falsos positivos e falsos negativos podem ter um impacto psicologico e
clinico significativo. A falta de comunicacao clara sobre a probabilidade de um falso
positivo pode levar a uma grande sobrecarga emocional e a interrupcdo de uma
gravidez de um feto saudavel. Para além disso, um FP pode levar a gestante a procurar
testes de diagnostico invasivos desnecessarios (22). Um FN, por sua vez, pode resultar
na falta de preparacao para cuidar de uma crianca que possui uma condicao genética

que nao foi previamente diagnosticada.

1.4 Objetivos do Estudo

O melhor entendimento dos resultados falsos positivos e falsos negativos dos testes
pré-natais nao invasivos possibilita aprimorar a pratica clinica e assegurar que o
aconselhamento dado as gestantes seja mais eficaz e fundamentado em evidéncias.
Deste modo, os objetivos deste estudo sao:

- Comparar os resultados dos NIPT com outros métodos de rastreio e diagnostico pré-
natal (como RCPT e amniocentese, quando esta é realizada);

- Avaliar os resultados incorretos (falsos positivos e falsos negativos)? dos NIPT
realizados as gravidas seguidas nas consultas de DPN e obstetricia do servico de
Obstetricia do CHUCB, comparando os resultados dos NIPT com o cari6tipo do feto e
fenétipo/gendtipo a nascenca, quando o cari6tipo nao foi estudado;

- Identificar padroes que influenciam a ocorréncia de resultados errados;

- Propor possiveis melhorias para a pratica clinica, com o objetivo de incrementar a

qualidade do aconselhamento genético e das decisoes clinicas relacionadas a gravidez.

2 Um resultado é considerado Falso Positivo quando o NIPT indica a presenca de uma anormalidade que,
na realidade, nao existe; Inversamente, um resultado é classificado como Falso Negativo quando o NIPT
nao identifica uma anormalidade quando esta existe.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Tipo de Estudo

O presente estudo tem caracter observacional, transversal e retrospetivo. Este tipo de
investigacdo envolve a recolha e analise de dados ja existentes, obtidos através de
processos clinicos de gravidas seguidas nas consultas de DPN e obstetricia do Servico

de Obstetricia do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira.
2.2 Populacao em Estudo

A populacao em estudo é constituida por mulheres gravidas seguidas em consultas de
DPN e obstetricia no Servico de Obstetricia do Centro Hospitalar Universitario Cova da
Beira que realizaram testes pré-natais nao invasivos entre fevereiro de 2016 e junho de
2024. Durante este periodo, foram efetuados 327 NIPT. Foram incluidas no estudo as
gravidas acompanhadas no servico de obstetricia do CHUCB que realizaram o NIPT e
cujos resultados foram registados, independentemente do desfecho gestacional. Foram
excluidas as gravidas que nao consentiram realizar o NIPT, as que ndo O realizaram
embora o teste tenha sido prescrito, as que nao foram acompanhadas no CHUCB
durante a gestacao, e aquelas cujos resultados do NIPT ou desfechos gestacionais nao
estavam disponiveis nos registos clinicos eletrénicos. Para além disso, foram excluidos
os NIPT com resultados inconclusivos.

Importa referir que, em 2024, o Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira passou
a integrar a Unidade Local de Satiide da Cova da Beira (ULS Cova da Beira), mas, para
efeitos deste trabalho, serd mantida a referéncia a designacao anterior, uma vez que a
maioria dos dados analisados correspondem a um periodo anterior a transicao e, para
além disso, esta investigacao comecou a ser conduzida antes da integracao do hospital
na ULS.

A obtencdo da amostra foi realizada através de um pedido ao Gabinete de Estudos,
Planeamento e Informacado para a Gestdo do CHUCB e ao laboratorio do CHUCB,
resultando numa listagem inicial de 324 gestantes, correspondendo a um total de 327
NIPT, dado que trés gravidas obtiveram resultados inconclusivos e necessitaram de
repetir o teste. Destas, duas obtiveram um resultado conclusivo no segundo teste,

enquanto uma permaneceu com resultado inconclusivo.
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Apos a aplicacdo dos critérios de exclusio supracitados, foram eliminadas 28 gestacoes
e 31 NIPT, resultando numa amostra final de 296 gestacoes incluidas no presente
estudo e um total de 296 NIPT validos.

327 NIPT realizados (324 gestagdes)

Gravidas seguidas no
CHUCB?

. . Resultados de NIPT
Excluidas 8 gestagdes registados?
I Nzo l | Sim |
Desfecho gestacional
Excluidas 13 gestagoes disponivel?
| Néo | I Sim |
Excluidas 6 gestagoes Resultados conclusivos?
I Nao | | Sim |
Excluidos 4 NIPT 296 NIPT analisados
(1 gestagao) (296 gestagoes)

Figura 1: Processo de sele¢ao da amostra

2.3 Recolha de Dados

A recolha de dados foi realizada através da anélise dos registos clinicos eletrénicos
das gestantes seguidas nas consultas de DPN e obstetricia do Servico de Obstetricia
do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira. Os dados foram extraidos de
forma anonima e incluiram informacoes sobre caracteristicas demograficas e
gestacionais, resultados dos NIPT e de outros testes de rastreio e diagnostico pré-

natal e desfechos gestacionais.
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2.4 Descricao das Variaveis

No presente estudo, foram analisadas variaveis dependentes e independentes, de
acordo com o seu impacto nos resultados obtidos.

As variaveis dependentes incluem o resultado do NIPT (tabela 1), o desfecho
gestacional, que abrange a ocorréncia de nado-vivo, interrupcdo médica da gravidez
(IMG) ou Obito fetal (tabela 2), e ainda o resultado do cariétipo fetal ou do

\

fendtipo/gendtipo a nascenca, que confirma ou exclui a presenca de alteracoes

cromossOmicas identificadas previamente nos testes de rastreio (tabela 3).

Tabela 1: Distribui¢do dos resultados do teste pré-natal ndo invasivo (NIPT).

Resultado Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Risco baixo 289 97,7
Alta probabilidade de 4 1,4
trissomia 21
Alta probabilidade de 2 0,7
trissomia XXY
Alta probabilidade de 1 0,3
trissomia 13
Total 296 100,0

Tabela 2: Distribui¢ao dos desfechos gestacionais da amostra.

Desfecho gestacional

Frequéncia absoluta (n)

Frequéncia relativa (%)

Nado-vivo 300 97,7
Interrupc¢ao médica da 6 2,0
gravidez
Obito fetal 1 0,3
Total 307 100,0

Tabela 3: Cari6tipo e fen6tipo/gendtipo dos fetos da amostra.

Cariotipo/fenétipo Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Feto euploide 299 97,4
Feto com aneuploidia 8 2,6
Total 307 100,0

Por outro lado, as variaveis independentes correspondem a fatores que podem
influenciar os resultados obtidos nos testes e a evolucdo da gestacdo. Entre estas,
incluem-se caracteristicas maternas, como a idade materna, a idade gestacional no
momento da realizacdo do NIPT, bem como fatores relacionados com o proprio teste,

nomeadamente a tecnologia de NIPT utilizada e a fracao fetal obtida (tabela 4).

11
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Tabela 4: Estatisticas descritivas das variaveis numéricas.

Variavel Minimo Maximo Média Desvio padrao
Idade materna (anos) 24 46 37 3,20
Idade gestacional (dias) 74 162 109 12,25
Fracao Fetal (%) 3 28 10,4 3,92

Para além disso, sao também consideradas variaveis independentes o género do feto
(tabela 5), o método de concecao, distinguindo-se entre gravidez espontanea e recurso a
métodos de procriacdo medicamente assistida (tabela 6), e o nimero de fetos por
gestacdo, diferenciando-se entre gravidez Gnica ou multipla, bem como a corionicidade

nos casos gemelares (tabela 7).

Tabela 5: Distribui¢ao do género dos fetos da amostra.

Género do feto Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Feminino 151 49,0
Masculino 156 51,0
Total 307 100,0

Tabela 6: Método de concecao das gestagdes da amostra.

Método de conceciao Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Gravidez espontianea 243 82,1
Recurso a métodos de procriacao 53 17,9

medicamente assistida

Total 206 100,0

Tabela 7: Distribuicao das gestagdes tnicas e gemelares e corionicidade da amostra.

Tipo de gestacio Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Gestacao tnica 284 95,9
Gestacao gemelar (bicori6nica 9 3,1

e biamnidtica)

Gestacao gemelar 2 0,7

(monocoribnica e biamnidtica)

Gestacao com gémeo 1 0,3

evanescente

Total 296 100,0
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Adicionalmente, incluem-se ainda como variaveis independentes os resultados de

outros métodos de rastreio pré-natal, como os achados na ecografia do primeiro

trimestre (tabela 8) e o resultado do rastreio combinado do primeiro trimestre (tabela

9), bem como o resultado da amniocentese (tabela 10), sempre que esta tenha sido

realizada.

Tabela 8: Distribuicao dos resultados da ecografia do primeiro trimestre.

Resultado Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Nao realizou 7 2,4
Realizou com resultado normal 265 89,5
Realizou com achados 24 8,1
anormais
Total 296 100,0

Tabela 9: Distribui¢ao dos resultados do RCPT.

Resultado Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Risco reduzido 213 72,0
Nao fez rastreio 35 11,8
Risco elevado para T21 14 4,7
Risco moderado para T21 33 11,2
Risco elevado para T13 1 0,3
Total 206 100,0

Tabela 10: Distribui¢io dos resultados da amniocentese.

Resultado Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
N3o realizou 281 94,9
Realizou com resultado de 9 3,0
feto euploide
Realizou com resultado de 4 1,4
trissomia 21
Realizou com resultado de 1 0,3
trissomia XXY
Realizou com resultado de 1 0,3
triploidia 69, XXX
Total 206 100,0
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2.5 Analise Estatistica

O tratamento dos dados e a andlise estatistica foram realizadas com recurso ao
Microsoft Excel 365 e ao IBM SPSS 29.0.1.1.

2.6 Consideracoes Eticas

Todos os dados foram recolhidos de forma andénima, respeitando o direito a
privacidade das utentes e a base de dados foi destruida apods a conclusao deste estudo.
O sigilo e confidencialidade foram sempre assegurados. A aprovacao ética foi solicitada
e aprovada pela Comissdo de Etica para a Satide. Para além disso, foi também obtida
autorizacao do Conselho de Administracao do Centro Hospitalar Universitario Cova da
Beira (Anexo I e II).
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3. Resultados
3.1 Caracterizacao da amostra

3.1.1 Idade Materna

A presente amostra contempla 296 gestacoes. A idade materna no momento da
realizacao do NIPT variou entre os 24 e os 46 anos de idade, com uma média de idades
de 37 anos e um desvio-padrao de 3,20. A maioria das gestantes, 243 (82,1%), tinham

uma idade igual ou superior a 35 anos, enquanto 53 (17,0%) apresentavam uma idade

inferior a 35 anos.

50
40
30

20

Frequéncia absoluta

10

24 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46
Idade

Figura 2: Grafico de barras da distribui¢ao de idades das gestantes da amostra.
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3.1.2 Tipo de concecao

Das 296 gestacOes que integram a amostra, 53 (17,9%) resultaram de métodos de
procriacio medicamente assistida, enquanto 243 (82,1%) ocorreram de forma

espontanea.

[ Gravidez esponténea
.Gravida com recurso a métodos de
procriacio medicamente assistida

Figura 3: Grafico circular com a distribui¢ao dos tipos de conce¢ao da amostra.

3.1.3 Numero de fetos por gestacao e Género do feto

No que se refere ao nimero de fetos por gestacao, 284 (95,9%) corresponderam a
gestacOes Unicas. Para além disso, 12 gestacoes (4,1%) foram gemelares - das quais 9
eram biamnidticas e bicoribénicas, 2 eram monocoriénicas e biamnibticas e 1 era
gestacdo com gémeo evanescente. Assim, ha um total de 307 fetos analisados. Em
relacdo ao género destes, 151 (49%) eram do sexo feminino e 156 (51%) do sexo

masculino.

[H Gravidez tinica
[JGravidez gemelar
M Gravidez com gémeo evanescente

Figura 4: Gréfico circular com a distribuicao das gestacgoes tnicas e gemelares da amostra.
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3.1.4 Idade Gestacional
A idade gestacional no momento da realizacdo do NIPT variou entre os 74 dias (10

semanas + 2 dias) e os 162 dias (23 semanas + 1 dia), com uma média de 109 dias (15

semanas + 4 dias) e um desvio-padrao de 12,25.
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Figura 5: Grafico de barras com a distribui¢ao da idade gestacional no momento da realizacao do NIPT.

3.2 Testes de rastreio e diagndéstico pré-natal

3.2.1 Ecografia do primeiro trimestre

Em relacdo a ecografia do primeiro trimestre, 265 gestantes (89,5%) apresentaram um
resultado normal, enquanto 24 (8,1%) tiveram achados anormais. Importa ainda referir

que 7 gestantes (2,4%) nao realizaram ecografia no primeiro trimestre.

[H Ecografia normal
[[JEcografia com achados anormais
Ml Nio realizou ecografia

Figura 6: Gréafico circular com a distribui¢ao dos resultados da ecografia do primeiro trimestre.
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3.2.2 Amniocentese

No que diz respeito a amniocentese, 281 gravidas (94,9%) optaram por nao realizar o
exame, enquanto 15 (5,1%) decidiram submeter-se a este teste de diagnostico. Entre as
gestantes que realizaram amniocentese, 9 (3%) obtiveram um resultado normal (feto
euploide), 4 (1,4%) obtiveram o resultado de feto com trissomia 21, 1 (0,3%) obteve o

resultado de trissomia XXY e 1 (0,3%) obteve o resultado de triploidia 69, XXX.

ENio realizou

[JRealizou com resultado normal

M Realizou com resultado de trissomia 21
[JRealizou com resultado de trissomia XXY
M Realizou com resultado de triploidia

Figura 7: Gréfico circular com a distribuicao dos resultados da amniocentese.

3.2.3 Rastreio Combinado do primeiro trimestre

Relativamente ao rastreio combinado do primeiro trimestre, 213 gestantes (72%)
apresentaram um resultado de risco reduzido para trissomias, enquanto 14 (4,7%)
tiveram um resultado de risco elevado para T21 e 33 (11,2%) apresentaram risco
moderado para a mesma condicao. Para além disso, 1 gravida (0,3%) obteve resultado
de risco elevado para trissomia 13 e 18. Importa referir ainda que 35 gestantes (11,8%)

nao realizaram o rastreio.

[ Risco reduzido para as trissomias 21, 18 e 13
M Nio fez rastreio

[JRisco elevado para trissomia 21

[l Risco moderado para trissomia 21

[JRisco elevado para trissomia 13 e 18

Figura 8: Gréfico circular com a distribuicao dos resultados do rastreio combinado do primeiro trimestre.
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O desempenho do RCPT na amostra foi avaliado com base nos seus resultados, onde as
classificacoes de risco elevado e risco intermédio para trissomias foram interpretadas
como resultados positivos. Foram registados 45 falsos positivos, 3 verdadeiros
positivos, 213 verdadeiros negativos e 0 falsos negativos para as trés principais
trissomias. Os calculos demonstraram que o teste apresentou uma sensibilidade de
100% e uma especificidade de 82,6% para a T21, T18 e T13, com um valor preditivo
negativo de 100% dentro desses mesmos limites. O valor preditivo positivo foi de
6,25%, refletindo a possibilidade diminuida de um resultado positivo corresponder

sempre a uma aneuploidia confirmada.

Tabela 11: Parametros de desempenho do RCPT.

Parametro Valor
Verdadeiro Positivo n=3 (1,2%)
Falso Positivo n= 45 (17,2%)
Verdadeiro Negativo n=213 (81,6%)
Falso Negativo n=0 (0%)
Sensibilidade 100%
Especificidade 82,6%
Valor Preditivo Negativo 100%
Valor Preditivo Positivo 6,25%

Para avaliar a associacdo entre os resultados do RCPT e a presenca ou auséncia de
aneuploidia nos fetos, foi inicialmente realizado um teste do Qui-quadrado. Contudo,
uma vez que os pressupostos do teste nao se verificaram, optou-se pelo Teste Exato de
Fisher. Os resultados demonstraram uma associacdo estatisticamente significativa
entre as duas variaveis (p<0,001). O coeficiente de associacdo V de Cramer foi de 0,227,
indicando uma associacao fraca entre os resultados do RCPT e a presenca de

aneuploidia.

3.3 Resultados dos Testes NIPT

Da amostra total de 296 NIPT, 289 (97,6%) apresentaram um resultado indicativo de
baixa probabilidade de aneuploidias e, em alguns casos, microdelecoes/duplicacoes
especificas, incluindo as regidoes cromossémicas 1p36, 4p16.3, 5p15.2, 15q11.2, 22q11.2;
em 7 testes, no entanto, o resultado foi de alta probabilidade para aneuploidias, dos
quais 4 (1,4%) apresentaram alta probabilidade de T21, 2 (0,7%) alta probabilidade de
Sindrome de Klinefelter (trissomia XXY) e 1 (0,3%) alta probabilidade de T13. Destes, 6

confirmaram-se verdadeiros positivos (4 T21 e 2 trissomia XXY), enquanto 1 (0,3%) foi
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considerado um falso positivo (T13). Para além disso, dois casos com resultado inicial
de baixa probabilidade de aneuploidia revelaram-se posteriormente como portadores
de anomalias cromossémicas - um caso de triploidia 69, XXX e outro de trissomia do X.
Contudo, estes resultados nao sao classificados como falsos negativos, visto que o teste

utilizado (Harmony) apenas rastreava as trissomias 21, 18 e 13 e nao detetava casos de

triploidia.
296 NIPT realizados
Baixa probabilidade de Alta probabilidade de
aneuplodia (n=289) aneuplodia (n=7)
289 Verdadeiros 2 casos de Ianeuplodia 6 Verdadeiros

(Nao considerados 1Falso Positivo

Negativos Positivos

Falsos Negativos)

0 Falsos Negativos

Figura 9: Resultados dos testes pré-natais nao invasivos.

3.3.1 Tipos de teste utilizados

Neste estudo, os testes pré-natais nao invasivos utilizados sao das marcas TRUST,
HARMONY, TOMORROW e Prenatest. Estes variam na abrangéncia das alteracoes
cromossOmicas que conseguem identificar. A maioria foca-se exclusivamente na
detecdo das trissomias mais comuns, como a Trissomia 21, Trissomia 18 e
Trissomia 13. Outros incluem também a avaliacio de aneuploidias dos
cromossomas sexuais, como a Monossomia do X (Sindrome de Turner) ou outras
alteracoes nos cromossomas X e Y. Para além destes, alguns testes mais
abrangentes analisam todos os 23 pares de cromossomas, permitindo a detecao de
aneuploidias em qualquer cromossoma, bem como 84 microdelecoes/delecoes
especificas, incluindo as regidoes cromossémicas 1p36, 4p16.3, 5p15.2, 15Q11.2,
22(11.2.

A escolha do teste mais adequado dependeu do nivel de detalhe pretendido, do risco

individual da gravidez e das possibilidades econ6micas das gestantes, uma vez que,
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inicialmente, nenhum destes testes era comparticipado no CHUCB. Atualmente,
apenas o teste que analisa as trissomias 21, 18 e 13 ¢é comparticipado, e
exclusivamente para gravidas com risco intermédio de aneuploidias, de acordo com

a Norma de Orientacio Clinica da DGS de 1 de marco de 2024.

3.3.2 Fracao fetal obtida

Em relacdo a Fracao Fetal obtida no NIPT, em 77 gestacoes (26%) este dado nao
estava disponivel no processo clinico eletronico. Nas restantes 219 gestacoes (74%)
em que a FF foi apurada, o valor minimo obtido foi de 3% e o valor maximo foi de
28%, com uma média de 10,4% e um desvio padrao de 3,92. Para estes célculos,
apenas os valores disponiveis foram considerados. Atualmente, recomenda-se que
cada laboratério realize a sua propria validacao interna, estabeleca o limite de
detecao e defina um limiar de confianca para resultados inconclusivos. A maioria
dos testes utilizados utilizou um cut-off de 2%, embora alguns apresentassem um

limite de 4%.

40

30

20

Frequéncia absoluta
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Figura 10: Grafico de barras com a distribuicao da Fragao Fetal dos NIPT da amostra.
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3.3.3. Desempenho do NIPT

O desempenho do NIPT na amostra foi avaliado com base nos seus resultados,
tendo sido registados 1 falso positivo, 6 verdadeiros positivos, 289 verdadeiros
negativos e 0 falsos negativos para as aneuploidias rastreadas pelo teste. No
entanto, verificaram-se 2 casos em que os fetos eram aneuploides apesar de o NIPT
ter apresentado um resultado de baixa probabilidade para aneuploidia, uma vez que
os testes realizados nesses casos apenas analisavam as trissomias 21, 18 e 13, nao
sendo capazes de detetar as aneuploidias identificadas posteriormente. Tendo isto
em consideracdo, os calculos demonstraram que o teste apresentou uma
sensibilidade de 100% e uma especificidade de 99,65% para as aneuploidias
incluidas no seu painel de rastreio, com um valor preditivo negativo de 100%
dentro desses mesmos limites. O valor preditivo positivo foi de 85,7%, refletindo a
possibilidade de um resultado positivo nao corresponder sempre a uma aneuploidia

confirmada.

Tabela 12: Parametros de desempenho do NIPT.

Parametro Valor
Verdadeiro Positivo n=6 (2%)
Falso Positivo n=1(0,3%)
Verdadeiro Negativo n=289 (97,7%)
Falso Negativo n=0 (0%)
Sensibilidade 100%
Especificidade 99,65%
Valor Preditivo Negativo 100%
Valor Preditivo Positivo 85,7%

3.3.4. Associacao entre os resultados dos NIPT e a presenca ou

auséncia de aneuploidias nos fetos

Para avaliar a associacao entre os resultados dos NIPT e a presenca ou auséncia de
aneuploidia nos fetos, foi inicialmente realizado um teste do Qui-quadrado. No
entanto, dado que nao se verificaram os pressupostos do teste, optou-se pelo Teste
Exato de Fisher. Os resultados demonstraram uma associacdo estatisticamente
significativa entre as duas variaveis (p<0,001). O coeficiente de associacao de V de

Cramer foi de 0,924, indicando uma associacao muito forte.
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3.3.5. Analise da proporcao de FP em relacao a um limiar de 1%

Para avaliar se a proporcao de falsos positivos observada na amostra (0,3%) é
significativamente inferior a 1%, foi aplicado um teste binomial, em que a hipotese
nula formulada foi “a proporcao de FP é maior ou igual a 1%”.

O teste binomial resultou num p-valor de 0,204 (>0,05), indicando que nao ha
evidéncias estatisticas suficientes para rejeitar a hipotese nula. Assim, embora a
proporcao observada (0,3%) seja inferior a 1%, os dados nao permitem concluir,
com significancia estatistica, que a verdadeira proporcao de FP na populacdo é
significativamente menor que 1%. Este resultado sugere que a diferenca observada
pode dever-se a variacdo amostral, e que uma amostra maior poderia esclarecer

melhor esta questao.

3.3.6. Resultados inconclusivos

Embora nao tenham sido incluidos na amostra final para anélise estatistica,
durante a recolha de dados foram registados 4 NIPT com resultados inconclusivos,
representando 1% do total de NIPT realizados. Em 2 gestacoes, a repeticao do teste
forneceu um resultado conclusivo, indicando baixa probabilidade de aneuploidia.
No entanto, em uma gestagdo, a repeticdo do teste resultou novamente em um

resultado inconclusivo.

3.3.7. Falso positivo

O resultado falso positivo ocorreu numa gravida de 35 anos G5A2P2, sem
antecedentes familiares de anomalias congénitas. As gestacoes que resultaram em
nados-vivos ocorreram sem intercorréncias e os fetos eram euploides. O grupo de
sangue da gravida era O Rh+, era apenas medicada para hipertensao arterial com
Metildopa 250 miligramas uma vez por dia. Nao era fumadora e negava habitos
etilicos. Apresentava 64,5 quilogramas, sem indicagao no registo clinico sobre a sua
altura. A gravidez era de feto Gnico e foi espontanea, sem recurso a métodos de
procriacdo medicamente assistida. Apresentou uma infecdo do trato urinario no
primeiro trimestre da gravidez que ainda nao tinha sido resolvida aquando da
realizacdo do NIPT. Em relacido aos testes realizados no primeiro trimestre de
gravidez, realizou ecografia sem alteracgoes e o rastreio combinado teve resultado de
baixo risco para aneuploidias. Nao desejava realizar amniocentese ou BVC e foi-lhe

prescrito o teste pré-natal nao invasivo a pedido da gravida. Realizou o NIPT as 14
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semanas + 4 dias de gestacdao, com uma fracao fetal de 8,6%, cujo resultado revelou
risco elevado para trissomia 13. Embora nao fosse o desejo da gravida antes de
realizar o NIPT, optou, ap0s este resultado de alto risco, realizar uma amniocentese
confirmatoria que revelou feto euploide 46, XX. A gravida referia muita ansiedade

enquanto aguardava pelo resultado da amniocentese.

3.3.8. Realizacao de teste confirmatorio/ diagnoéstico ap6és NIPT

com resultado de risco elevado de aneuploidia

Dos 7 testes com alta probabilidade para aneuploidia, seis confirmaram-se como
verdadeiros positivos (quatro casos de trissomia 21 e dois de trissomia XXY),
enquanto um (0,3%) foi classificado como falso positivo (trissomia 13). No entanto,
o teste confirmatorio do resultado do NIPT (amniocentese), foi realizado apenas em
seis gestantes (que revelou 4 fetos com trissomia 21, 1 com trissomia XXY e um feto
euploide com risco elevado para T13 no NIPT). O caso que nao foi confirmado por
testes invasivos envolveu um feto com risco elevado para trissomia XXY no NIPT. A
gestante, de 37 anos e com historico pessoal de infertilidade, optou por nao realizar
a amniocentese mesmo apos aconselhamento por parte da obstetra, devido ao risco
de aborto espontineo ou outras complicacoes associadas a este método invasivo.

Este caso de trissomia foi, posteriormente, confirmado a nascenca.

3.4. Carioétipo e fenétipo fetal

Relativamente ao caridtipo e fendtipo fetal, em 289 fetos (94,1%) nao foram
identificadas anomalias congénitas ou aneuploidias. O NIPT detetou aneuploidias
em 6 fetos (2%) portadores de trissomia, nomeadamente 4 casos de trissomia 21 e 2
casos de Sindrome de Klinefelter. Desses, 5 casos foram confirmados por
amniocentese, enquanto 1 dos casos de Sindrome de Klinefelter foi confirmado apo6s
o nascimento. No entanto, em 2 fetos (0,7%), foram posteriormente identificadas
aneuploidias nao detetadas pelo NIPT, devido ao teste utilizado, que apenas
permitia a detecdo das trés principais trissomias (T21, T18 e T13). Nestes casos, 0s
fetos apresentavam triploidia 69,XXX e trissomia do X, elevando o total de fetos
com aneuploidia para 8 casos. O diagnostico de triploidia foi confirmado por
amniocentese, enquanto a trissomia do X foi apenas identificada ap6s o
nascimento. Para além disso, foram detetadas anomalias congénitas em 10 fetos
(3,2%), incluindo anomalias cardiacas, do sistema nervoso central, do aparelho

digestivo e urinario, entre outras, que nao sao detetaveis pelo NIPT.
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3.5. Desfechos gestacionais

Em relacdo aos desfechos gestacionais, dos 307 fetos incluidos no estudo, 300
(97,7%) resultaram em nados-vivos, enquanto 6 (2%) culminaram em interrupcao
médica da gravidez e 1 (0,3%) resultou em o6bito fetal ap6s 40 semanas de gestacao.
Este caso correspondeu a uma morte fetal intrauterina ocorrida antes do trabalho
de parto relacionada com uma complicacdo aguda da circulacao placentaria. Nao

foram identificadas malformacoes fetais nem aneuploidias associadas.
3.5.1. Desfecho dos fetos com aneuploidia

Dos 307 fetos estudados, 8 apresentaram aneuploidia: 4 fetos com trissomia 21, 2
com sindrome de Klinefelter (trissomia XXY), 1 com trissomia do X e 1 com
triploidia 69, XXX. Em 5 destes casos, a gestacao foi interrompida por IMG,
incluindo 4 fetos com trissomia 21 (um dos quais em gestacao gemelar bicorionica e
biamniética, onde foi realizado um feticidio seletivo do feto com T21, permitindo a
continuidade da gestacdo do feto nao afetado) e no caso de triploidia 69, XXX. Os
restantes casos resultaram em nados-vivos. Assim, os progenitores optaram por
interromper a gestacao em 62% dos casos totais de aneuploidia identificados nesta
amostra. No entanto, considerando unicamente as gestacoes em que o diagnostico
de aneuploidia foi conhecido antes do nascimento, a taxa de interrupcao foi de
71,4%. Em ambos os casos de Sindrome de Klinefelter, a gestacdo prosseguiu,
conforme estipulado pela legislacao vigente.

No caso da trissomia do X, o diagnostico foi estabelecido apenas apo6s o
nascimento, uma vez que a aneuploidia nao foi detetada pelo NIPT devido a se
tratar de um teste com espetro de rastreio limitado, que analisava exclusivamente
os cromossomas 21, 18 e 13, ndo abrangendo, por isso, aneuploidias dos
cromossomas sexuais. Como o resultado do teste foi negativo, os progenitores

optaram por nao realizar amniocentese.
3.5.2. IMG de feto euploide

Em adicao aos 5 casos de IMG referidos anteriormente, foi realizada 1 IMG de um
feto cujo NIPT apresentou resultado de baixa probabilidade de aneuploidia, porém
apresentava um mau prognostico fetal com rotura prematura de membranas com

oligopamnios severo as 21 semanas + 4 dias. Apos a IMG, foi realizada uma biépsia
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da pele do feto com extracao de ADN fetal que foi submetido a uma analise de
marcadores por QF-PCR. Esta anélise nao detetou qualquer alteracao no nimero de

copias dos cromossomas 21, 18, 13, X e Y, revelando, assim, que o NIPT estava

correto.
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4. Discussao

O presente estudo avaliou o desempenho dos NIPT na detecdo de aneuploidias fetais
em gravidas seguidas nas consultas de DPN e obstetricia do Servico de Obstetricia do
Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira, desde fevereiro de 2016 até junho de
2024. A amostra incluiu 296 gestacoes, predominantemente de alto risco: 82,1% das
gestantes tinham idade igual ou superior a 35 anos, 17,0% recorreram a técnicas de
procriacdo medicamente assistida e 16,2% possuiam resultados do Rastreio Combinado
do Primeiro Trimestre com risco moderado ou elevado para as trissomias 21, 18 e 13.
Apenas uma pequena percentagem correspondeu a gestantes de baixo risco para
aneuploidias que optaram pelo teste motivadas por ansiedade, procurando seguranca
adicional além do rastreio tradicional. A maioria das gestantes escolheu o NIPT como
alternativa a métodos invasivos, principalmente devido ao receio das complicacoes
associadas a amniocentese e BVC, como o risco de aborto espontaneo. Dessas 296
gestacoes, 289 (97,6%) tiveram um resultado de baixa probabilidade de aneuploidia no
NIPT, enquanto 7 (2,4%) foram classificadas como de alta probabilidade para
aneuploidia. Entre estes ultimos, 6 casos foram confirmados como verdadeiros
positivos (4 casos de T21 e 2 casos de trissomia XXY) e 1 caso foi um falso positivo (T13

nao confirmada por amniocentese).

A tabela 12 revela que o NIPT demonstrou uma sensibilidade de 100%, especificidade
de 99,65%, valor preditivo positivo de 85,7% e valor preditivo negativo de 100% para as
aneuploidias rastreadas. Estes resultados refletem um desempenho muito fidvel, com
elevada capacidade para identificar corretamente os casos positivos e excluir os
negativos. A sensibilidade de 100% indica que o NIPT identificou corretamente todos
os fetos com aneuploidia, sem ocorréncia de falsos negativos, o que reforca a seguranca
deste teste na exclusao destas condicoes. A especificidade de 99,65% sugere um
nimero muito reduzido de falsos positivos, embora estes ainda possam ocorrer,
exigindo confirmacdo por métodos invasivos. O VPP de 85,7% indica que cerca de
14,3% dos resultados positivos foram falsos positivos, evidenciando que um teste
positivo ndo deve ser considerado diagnostico, mas sim um forte indicativo de risco.
Destaca-se, assim, a necessidade de confirmacao diagnostica antes de tomar decisoes
clinicas definitivas. Por outro lado, o VPN de 100% garante que todas as gravidas com
resultado negativo efetivamente nao tinham fetos com as aneuploidias rastreadas pelo
teste, tornando o NIPT um método altamente fiavel para excluir estas alteracoes. Estes

resultados vao ao encontro do que foi apontado por Thomas Liehr na sua meta-analise,
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na qual diferentes estudos demonstraram que a taxa de FP dos NIPT ¢

significativamente superior a de FN (24).

No entanto, uma limitacdo importante a considerar é que a maioria dos testes
utilizados neste estudo eram testes simples, apenas capazes de rastrear as trés
principais trissomias, T21, T18 e T13. Assim, embora o NIPT tenha apresentado uma
sensibilidade e VPN de 100%, indicando a inexisténcia de falsos negativos, existiram
casos de fetos com aneuploidias especificas que nao foram identificadas, uma vez que o
teste nao se comprometeu a deteta-las, nomeadamente um caso de trissomia do X e um
caso de triploidia. Esta limitacao deve ser tida em conta na interpretacao dos resultados

e na selecao do tipo de teste mais adequado consoante a suspeita clinica.

E de salientar que, no caso de triploidia 69, XXX, apesar do resultado do NIPT indicar
baixa probabilidade de aneuploidia, o Rastreio Combinado do Primeiro Trimestre
revelou uma probabilidade muito elevada para Trissomia 13 (1:5) e a ecografia
evidenciou anomalias estruturais fetais. No entanto, neste caso, os progenitores
recusaram numa fase inicial a realizacdo de testes invasivos como a BVC e
amniocentese, optando pela realizacao de um NIPT. Deste modo, é importante reforcar
que o NIPT nao deve substituir testes invasivos em gestantes com risco muito elevado
de aneuploidia no RCPT ou na presenca de anomalias ecograficas. Para além disso, o
NIPT nao deve ser recomendado para fetos com suspeita de triploidia. A maioria dos
NIPT utiliza uma abordagem de contagem quantitativa, que se baseia na comparacao
do numero absoluto de leituras de sequéncia do cromossoma de interesse com
cromossomas de referéncia. A trissomia fetal é inferida quando esta razao excede um
limiar pré-determinado. Como todos os cromossomas em fetos triploides sao
trissomicos o NIPT nao consegue identificar a triploidia fetal, pois a presenca de trés
copias de todos os cromossomas mantém a proporc¢ao relativa de ADN fetal semelhante

a de um feto euploide (25).

Por outro lado, a trissomia do X nao foi identificada devido a utilizagdo de um NIPT
basico, que se limitou a analise dos cromossomas 21, 18 e 13 e excluiu a avaliacao dos
cromossomas sexuais. Neste caso, foi eliminada a indicacdo para a realizacao de
métodos invasivos, como a BVC ou amniocentese, ja que o RCPT e as ecografias
durante a gestacao nao apresentaram alteracoes. Contudo, a trissomia do X poderia ter
sido identificada com recurso a um NIPT ampliado, que incluisse a analise dos
cromossomas sexuais. Estes achados sublinham a importancia de informar as gravidas

que um resultado negativo no NIPT nao exclui a presenca de todas as anomalias
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cromossOmicas em testes com um espetro de analise restrito. Assim, dos 8 fetos com
aneuploidias identificadas neste estudo, apenas 7 (87,5%) foram identificadas no
periodo pré-natal. O feto que, apds o nascimento, se constatou ter trissomia do X, nao
foi identificado no periodo pré-natal, pelas razoes supracitadas. Das 77 gestacdoes com
fetos com aneuploidia identificada no periodo pré-natal, 5 (71,4%) resultaram em
interrupcdo médica da gravidez. Isto corresponde ao numero total de fetos

identificados com T21 e o feto com triploidia 69,XXX.

O Rastreio Combinado do Primeiro Trimestre apresentou uma sensibilidade de 100%,
mas com uma especificidade inferior (82,6%) e uma elevada taxa de falsos positivos
(17,2%) quando comparado com o NIPT (tabela 13). O VPP do RCPT foi de apenas
6,25%, indicando que uma proporc¢ao significativa dos casos classificados como risco
elevado e intermédio neste rastreio nao correspondem a fetos portadores de

aneuploidia.

Para avaliar e comparar o desempenho dos dois testes na detecdo de aneuploidias
fetais, foi calculada a Razao de Verossimilhanca (Likelihood Ratio — LR), uma medida
que quantifica a capacidade de um teste em confirmar ou excluir a presenca de
aneuploidia. Os resultados obtidos demonstraram que o NIPT apresenta um LR+
(razdo entre a probabilidade de um resultado positivo num feto com aneuploidia e a
probabilidade de um resultado positivo num feto sem aneuploidia) de 285,71. Este
valor é substancialmente superior ao do RCPT, que apresenta um LR+ de 5,75,
refletindo, assim, uma maior capacidade do NIPT para confirmar a presenca de
aneuploidia fetal. Para além disso, o LR- (razao entre a probabilidade de um resultado
negativo num feto com aneuploidia e a probabilidade de um resultado negativo num
feto sem aneuploidia) foi de 0 em ambos os testes, indicando que um resultado
negativo praticamente exclui a presenca de aneuploidia em qualquer dos casos. Para
mais informacGes sobre a Razao de Verossimilhanca e a sua interpretacao, recomenda-
se a consulta de Azzalini (1996) (26).

Para além disso, a analise estatistica evidenciou ainda uma associacao muito forte entre
os resultados do NIPT e a presenca de aneuploidias (V de Cramer =0,924, p<0,001),

enquanto a associacao do RCPT foi fraca (V de Cramer =0,227, p<0,001).
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Tabela 13: Comparacao das métricas de desempenho do NIPT e RCPT.

Parametro NIPT RBPT
Verdadeiro Positivo n=6 (2%) n=3 (1,2%)
Falso Positivo n=1(0,3%) n= 45 (17,2%)
Verdadeiro Negativo n=289 (97,7%) n=213 (81,6%)
Falso Negativo n=0 (0%) n=0 (0%)
Sensibilidade 100% 100%
Especificidade 99,65% 82,6%
Valor Preditivo Negativo 100% 100%
Valor Preditivo Positivo 85,7% 6,25%
V de Cramer 0,924 0,227
LR+ 285,71 5,75
LR- (o} o

Os NIPT com resultado inconclusivo nao foram incluidos na amostra final para anélise
estatistica. Durante a recolha de dados foram registados 4 NIPT com resultados
inconclusivos, representando 1% do total de NIPT realizados. Em 2 gestacOes, a
repeticdo do teste forneceu um resultado conclusivo, indicando baixa probabilidade de
aneuploidia. No entanto, em outra gestacido, a repeticio do teste demonstrou
novamente um resultado inconclusivo. Neste tipo de casos, devemos informar os
progenitores de que um resultado inconclusivo podera ter mais risco de aneuploidias
como T18, T13 e triploidia. Estas condicgoes estao relacionadas a niveis baixos de PAPP-
A, refletindo uma menor massa placentaria e, por consequéncia, uma fonte reduzida de
CffDNA e uma FF mais baixa. Assim, ¢ de notar que mulheres com testes inconclusivos
precisam de aconselhamento cuidadoso sobre eventuais testes adicionais, incluindo

testes diagnosticos como a amniocentese (19).

Os falsos positivos no NIPT representam um desafio significativo, uma vez que podem
levar a realizacdo de testes invasivos desnecessarios e causar um impacto emocional
consideravel nas gestantes. No presente estudo, foi identificado um caso de falso
positivo para T13, que pode ser explicado pelo mosaicismo confinado a placenta — uma
das principais causas de discordancia entre os resultados do NIPT e os testes
confirmatorios invasivos (27). Neste caso, apesar de inicialmente nao pretender realizar
um teste invasivo, a gravida optou por uma amniocentese apos receber um resultado de
alto risco para T13. O exame revelou um feto euploide 46,XX, confirmando que o
resultado do NIPT era um falso positivo. Durante o periodo de espera, a gestante
reportou niveis elevados de stress e ansiedade, o que refor¢a o impacto psicologico que
estes resultados podem ter. Este achado ilustra dois dos principais problemas

associados aos falsos positivos: a realizacao de procedimentos invasivos evitaveis e o
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sofrimento emocional das gestantes. A literatura evidencia que a incerteza gerada por
um resultado positivo no NIPT pode aumentar a ansiedade materna, sobretudo quando
hé necessidade de confirmacio através de testes invasivos. Assim, é essencial garantir
que as gestantes recebam aconselhamento adequado antes e depois da realizacdo do
teste, permitindo-lhes compreender as suas limitacGes e tomar decisdes informadas
sobre a necessidade de exames adicionais. Para além disso, dada a possibilidade de FP,
é essencial reforcar a necessidade de testes invasivos para confirmar o diagnostico apos
um resultado positivo no NIPT. Embora tal ndo tenha ocorrido no CHUCB, ha relatos
de gravidas que interromperam a gestacdo sem a confirmacdo diagnostica de

aneuploidia, podendo, nesses casos, ter abortado um feto saudavel (28).

A taxa de falsos positivos observada neste estudo (0,3%) esta alinhada com a literatura,
que geralmente reporta taxas inferiores a 1% (Dali et al., 2021)(29). No entanto, o teste
binomial nao permitiu rejeitar a hipotese nula de que a proporcao verdadeira seja
maior ou igual a 1% (p=0,204). Este resultado sugere que a diferenca observada pode
dever-se a variacdo amostral, ou seja, que a amostra utilizada pode nao ter sido
suficientemente grande para demonstrar uma diferenca estatisticamente significativa.
Assim, embora os dados apontem para uma baixa taxa de falsos positivos, a incerteza
estatistica reforca a necessidade de estudos com um maior nimero de casos para
confirmar essa tendéncia. Adicionalmente, estes achados sublinham a importancia de
considerar o tamanho da amostra ao interpretar resultados de precisao diagnostica,
pois estimativas provenientes de amostras reduzidas podem nao refletir com exatidao a

realidade populacional.

Do ponto de vista pratico, os dados analisados sugerem que, para as aneuploidias
rastreadas pelo Rastreio Combinado do Primeiro Trimestre, a realizagio do NIPT
basico (que rastreia exclusivamente os cromossomas 21, 18 e 13) seria apenas
necessaria nos casos em que o RCPT apresentasse um resultado positivo (risco elevado
ou risco intermédio) ou para as gestantes que nao o realizaram. Essa abordagem
justifica-se pelo facto de todos os fetos diagnosticados com essas trissomias
apresentarem um resultado positivo no RCPT, quando realizado. Contudo, uma gravida
com feto portador de trissomia 21 nao realizou RCPT. No entanto, todos os resultados
negativos foram confirmados como verdadeiros, indicando que este método inicial
continua a ser uma ferramenta eficaz de triagem. Desta forma, a implementacao de um
protocolo baseado na estratificacdo do risco permite reservar o NIPT béasico para os
casos em que ha uma real suspeita das aneuploidias previamente mencionadas,

otimizando recursos e evitando a realizacao de testes desnecessarios, uma vez que, no

33



Falsos Positivos e Negativos dos NIPT (ADN fetal livre) em gravidas do CHUCB

estudo, todas as gestantes com RCPT negativo que realizaram NIPT basico nao
apresentaram um valor diagnostico adicional com realizacao do teste.

Para além disso, os resultados deste estudo também evidenciam uma das limitacoes do
NIPT basico, que se restringe a analise dos cromossomas 21, 18 e 13, como ilustrado no
caso da trissomia do X nao detetada. Para outras aneuploidias que nao sao
identificaveis pelo RCPT, como as aneuploidias dos cromossomas sexuais, trissomias
dos restantes cromossomas ou algumas microdelecoes, o NIPT ampliado assume um
papel muito relevante, uma vez que permite detetar aneuploidias que passariam
despercebidas com a realizacao do teste basico. Nestes casos, a escolha de um painel
mais abrangente deve ser ajustada conforme a suspeita clinica e considerada em funcao
do contexto especifico de cada gestante. Fatores como antecedentes obstétricos,
achados ecograficos sugestivos e o contexto financeiro dos pais devem ser ponderados
na decisdo sobre o teste a realizar. O NIPT com capacidade de analise alargada a
miltiplos cromossomas pode reduzir o risco de aneuploidias nao identificadas, como as
aneuploidias dos cromossomas sexuais, que constituem 16% das anomalias
cromossomicas detetadas no periodo pré-natal, e podem apresentar consequéncias
fenotipicas, endocrinas, cognitivas ou comportamentais. No entanto, a sua utilizacao
generalizada deve ser ponderada, dado o custo mais elevado e a possibilidade de
identificar variantes de significado incerto, o que pode gerar ansiedade e investigacoes
invasivas desnecessarias (30). Assim, é essencial que as gravidas sejam informadas
sobre as limitacoes dos diferentes tipos de NIPT, permitindo uma escolha informada e
adequada ao seu caso especifico. Embora varios estudos, incluindo o de Wilkins-Haug
et al. (31), apontem para que a precisao do NIPT na detecao de aneuploidias dos
cromossomas sexuais seja inferior a verificada para as aneuploidias autossomicas mais
comuns, no presente estudo verificou-se que todas as gravidas cujos fetos
apresentavam cromossomopatias sexuais e realizaram um NIPT mais abrangente
foram corretamente diagnosticadas. Este achado contraria, em certa medida, a
literatura existente, mas deve ser interpretado com cautela, uma vez que a amostra
reduzida podera ter influenciado os resultados.

Adicionalmente, o estudo reforca a importancia de confirmar resultados positivos do
NIPT com testes invasivos, uma vez que a especificidade do teste, apesar de elevada,
nao é absoluta. Das 7 gestantes que receberam um resultado de elevada probabilidade
de aneuploidia no NIPT, todas foram informadas sobre a necessidade de confirmacgao
diagnostica através de um teste invasivo. No entanto, apenas 6 optaram por realizar a
amniocentese. A Unica gravida que recusou realizar o procedimento, de 37 anos,
decidiu nao prosseguir com o teste invasivo, uma vez que nao considerava interromper

a gravidez, mesmo em caso de confirmacdo da Sindrome de Klinefelter. A sua decisao
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foi motivada pela vontade de evitar os riscos associados a testes invasivos, como o risco
de aborto espontaneo, e pela aceitacdo da condicao genética do feto, caso confirmada.
De acordo com a International Society for Prenatal Diagnosis, o teste diagnostico é
fortemente recomendado caso os progenitores considerem a interrupcao da gravidez
devido a presenca de aneuploidia fetal. No entanto, algumas gestantes realizam o NIPT
somente para obter informacao e optam por nao avangar para testes invasivos, mesmo
perante um resultado positivo (32). Esse foi o caso da gravida com feto portador de
Sindrome de Klinefelter. Assim, a decisdo da gestante de recusar a amniocentese,
mesmo com NIPT positivo, sublinha a importancia dos profissionais de saude
respeitarem a autonomia reprodutiva das mulheres e garantirem que as suas decisoes
sao tomadas de forma informada e consciente.

Este estudo também destaca a importancia do aconselhamento genético antes da
realizacao do NIPT, especialmente para mulheres de baixo risco para aneuploidias,
como recomendado pela Society for Maternal-Fetal Medicine (SMFM). A SMFM
enfatiza que, embora o NIPT nao seja recomendado como teste de primeira linha para
gravidas de baixo risco para aneuploidias, a opcao deve estar disponivel para as

gestantes que o solicitem, desde que compreendam as limitacoes e beneficios do teste

(19).

Do ponto de vista tedrico, este estudo contribui para a literatura existente ao fornecer
dados sobre o desempenho do NIPT numa populacao especifica. Destaca-se a
importancia de considerar fatores como a fracao fetal e o espetro de analise do teste.
Este estudo é particularmente relevante no contexto da regido da Beira Interior, onde
concelhos como Penamacor, Sabugal, Guarda, Celorico da Beira e Pinhel apresentam
uma prevaléncia superior a 300 casos de anomalias congénitas por cada 10.000
nascimentos, e concelhos que fazem fronteira com a Covilha, como Seia e Belmonte,
apresentam uma prevaléncia de 200-299,9 casos por cada 10.000 nascimentos (4).
Esses dados demonstram a importancia deste estudo no Centro Hospitalar
Universitario Cova da Beira, que recebe gravidas residentes nestas localidades e
reforcam a necessidade de um rastreio pré-natal eficaz e adaptado a esta populacao.
Neste contexto, seria importante a realizacdo futura de estudos multicéntricos para
avaliar se a elevada prevaléncia de anomalias congénitas na Beira Interior justifica a
adocao de protocolos diferenciados, nomeadamente uma maior utilizacdo do NIPT
ampliado, de modo a melhorar a detecdo precoce de aneuploidias fetais, como as
trissomias dos cromossomas sexuais.

Para além de validar o NIPT como uma ferramenta eficaz para rastreio de aneuploidias,

os resultados deste estudo evidenciam as suas limitacOes, especialmente na detecao de
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triploidias e em testes com um espetro de analise mais restrito, nos quais alteracoes
cromossOmicas, como as aneuploidias dos cromossomas sexuais, entre outras, nao
conseguem ser identificadas.

Os achados do presente estudo reforcam a importancia de protocolos integrados e
personalizados no rastreio pré-natal. Antes do comeco deste estudo, a aplicacao
sistematica de um protocolo estruturado para o uso do NIPT no rastreio de
aneuploidias ndo estava amplamente implementado em Portugal. No entanto, durante
a realizacdo deste trabalho, a Direcao-Geral de Satde publicou, em marco de 2024,
uma norma que estabeleceu critérios especificos para a utilizacao do NIPT em gestantes
com risco intermédio (11). Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que esta
abordagem, que integra seletivamente o NIPT como complemento ao RCPT, pode
aumentar a eficiéncia dos programas de rastreio e reduzir a realizacao de testes
desnecessarios. Assim, o presente estudo contribui para a validacao da pertinéncia da
nova norma, evidenciando o seu potencial para otimizar a gestao de recursos e garantir
que as gestantes recebam o cuidado mais adequado ao seu perfil de risco e as suas
necessidades individuais.

Adicionalmente, a SMFM recomenda que o aconselhamento genético seja um requisito
antes da realizacdo do NIPT, especialmente para mulheres de baixo risco para
aneuploidias (19). Esta pratica poderia nao s6 contribuir para uma melhor
compreensao das limitacoes do teste, como também ajudar a reduzir a ansiedade
associada a falsos positivos, garantindo que as gestantes estejam plenamente

informadas antes da decisao de realizar o exame.

4.1 Limitacoes do estudo

Algumas limitacoes foram identificadas neste estudo, nomeadamente a dimensio da
amostra, composta por 296 gestacoes. Este poderia beneficiar de um maior niimero de
casos para aumentar a robustez estatistica. Esta limitacao esta relacionada com a
inexisténcia de uma lista completa de todas as gravidas seguidas no Servico de
Obstetricia do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira que efetuaram teste pré-
natal nao invasivo entre fevereiro de 2016 e junho de 2024. A auséncia dessa lista pode
ter dificultado a inclusdo de todas as gestantes elegiveis, restringindo o tamanho da
amostra e, consequentemente, limitando a representatividade dos resultados. Para
além disso, algumas gravidas realizaram o parto noutras institui¢cées que nao o CHUCB
ou nao foram seguidas durante toda a gestacao neste hospital, tendo sido necessario

reduzir a amostra inicial.
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Adicionalmente, a auséncia de algumas informac6es no processo clinico eletronico,
nomeadamente sobre a fracao fetal e o tipo de teste utilizado, pode ter influenciado a
analise dos fatores associados a precisao do teste. Outra limitacao deste estudo é a
composicao da amostra, que é predominantemente constituida por gravidas de alto
risco, nomeadamente com idade materna avancada (>35 anos) e histérico de
infertilidade. Isso pode influenciar a taxa de falsos positivos e falsos negativos do NIPT
e limitar a generalizacdo dos resultados para populacdoes de baixo risco para
aneuploidias, onde o desempenho do teste pode diferir.

Estas limitacoes devem ser tidas em consideracao na interpretacdo dos resultados do
estudo, uma vez que podem ter influenciado tanto a representatividade da amostra

como a precisao das conclusoes.
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5. Conclusao

Este estudo demonstrou que, na amostra de gravidas seguidas em consultas de DPN e
obstetricia do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira, o teste pré-natal nao
invasivo apresentou um desempenho muito elevado na detecao de aneuploidias fetais,
como a trissomia 21, 18 e 13 e Sindrome de Klinefelter, com sensibilidade de 100%,
especificidade de 99,65% e uma taxa de falsos positivos muito baixa (0,3%), sem registo
de falsos negativos. Comparado ao RCPT, o NIPT mostrou-se significativamente
superior, reduzindo a taxa de falsos positivos de 17,2% para 0,3% e garantindo melhor
seguranca para as gestantes.

Contudo, os resultados deste estudo, nomeadamente a presenca de um resultado falso
positivo, reforcam que o NIPT nao deve ser considerado um teste de diagnostico
definitivo, mas sim uma ferramenta de rastreio com elevado desempenho, cujos
resultados positivos necessitam de confirmacao com recurso a métodos invasivos.

Para além disso, o estudo evidenciou que limitacoes de testes basicos (que analisam
apenas os cromossomas 21, 18 e 13) podem levar a nao detecdo de outras aneuploidias,
como trissomias dos cromossomas sexuais. Isso ressalta a importancia de escolher
painéis de rastreio adequados ao perfil de risco da gestante e de as informar com
clareza sobre as limitacoes do teste utilizado.

A combinacdo do rastreio combinado do primeiro trimestre com o NIPT, aplicado de
forma seletiva, aumenta a eficiéncia dos programas de rastreio pré-natal, reduzindo a
realizacdo de testes invasivos desnecessarios.

E de salientar a importincia de um aconselhamento genético adequado prévio e apos a
realizacio do NIPT para garantir que as gestantes conseguem fazer decisdes
informadas e que estdo corretamente instruidas sobre os beneficios e limitacoes do
NIPT.

Apesar do elevado desempenho do teste, a ocorréncia de resultados incorretos ainda
representa um desafio clinico. Estes podem levar a decisdbes médicas inadequadas,
causando ansiedade desnecessaria nas gestantes ou nao identificar condicoes genéticas
fetais. E essencial compreender os fatores que podem contribuir para esses erros e
avaliar o desempenho do NIPT em diferentes contextos clinicos.

Em conclusao, o NIPT é uma ferramenta valiosa no rastreio pré-natal, mas deve ser
utilizado com cautela e transparéncia tendo presente as suas limitacoes e beneficios e
em conjunto com outras técnicas de rastreio e diagnoéstico para garantir a precisao dos
resultados e a seguranca das gestantes e dos fetos, que nao depende exclusivamente da

tecnologia, mas de uma pratica clinica ética, informada e centrada no paciente.
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7. Anexos

7.1. Anexo I — Parecer da Comissio de Etica para a Satide

do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira

- JJcentro IMPRESSO
| WjHospitalar vdariiiy g issdo de Etica para a Saude
. ot geirs epe. PATECE da Comissdo de para a Sau
oo Codigo: CHUCB.IMP.COMET.01 Edigdo: 5 Revisdo: 1
' Parecer n: 58/2023 . Data: 2023/12/22 ]

Assunto: Estudo n® 67/2023 - "Andlise da Taxa de Falsos Positivos e Falsos Negativos dos Testes Pré-natais Nao
Invasivos /NIPT/Cell-free DNA) realizados em grdvidas seguidas no Servico de Obstetricia do Centro Hospitalar
Universitario Cova da Beira"

Membros da CE do | Exma. Senhora Investigadora:
CruCs: Sara Filipa da Cruz Pinheiro

\
Prof. Doutor Manuel ‘

Passos Morgado ) . . ' L . »
(Presidente, | A Comissdo de Etica do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira, em reunido

Farmacéutico) realizada em 2023/12/21 deliberou emitir parecer relativamente a realizagdo do Estudo
n® 67/2023 - "Andlise da Taxa de Falsos Positivos e Falsos Negativos dos Testes Pré-
natais N3o Invasivos /NIPT/Cell-free DNA) realizados em gravidas seguidas no Servico

Den. “': ’:‘"‘ Togal | de Obstetricia do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira"
rreira
(Vice-Presidente,
Assistente Social)
Membros da CES do CHUCB presentes:
Prof. Doutor Manuel Passos Morgado
Dr. Luis Manuel Ribeiro | Dra, Ana Paula Torgal Carreira
(Médico) Dra. Maria Teresa Bordalo Santos
Dr. Luis Manuel Carreira Fiadeiro
Dr. Antdnio Luciano Costa
Enf. Maria Gabriela
Ramalhinho
(Enfermeira) Parecer:
Apreciado o projeto do estudo, foi decidido por unanimidade dos votantes emitir

parecer favoravel a sua realizacdo.

Dra. Maria Teresa Bordalo
(p;:';:a) Este parecer ndo dispensa eventuais requisitos ou procedimentos por parte do
Responsavel pelo Acesso a Informagdo (RAI) ou do Encarregado de Prote¢do de Dados

‘ (EPD) desta institui¢do, no @mbito do previsto no Regulamento Geral sobre a Prote¢do

Dr. Luis Manuel Carreira ;de Dados (RGPD) ou noutra legislacdo aplicavel quanto a acesso, tratamento e

Fiadeiro protecdo de dados.

(Jurista) |
|

A realizagdo do estudo carece da necessdria autorizagdo por parte do Exmo. Conselho
| de Administragdo do CHUCB e no seu decurso pode ser sujeito a auditorias.
Dr. Anténio Luciano Costa

(Tedlogo) |
‘ 0 Presidente da Comissao de Etica do CHUCB

/). 47 2L 1./ //"C'/u--‘
(Prof. Doutor Manuel Pass{s M{argado)

Pégino: 1de 1
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7.2. Anexo II — Autorizacao do Conselho de Administracao

do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira

. Centro
mome, @|SNSTE s
Rt . " MCovada Belra. E. PE.
SAUDE Coviind/Fundbo

Considerando, no 4mbito do estudo n2 67/2023 “Analise da Taxa de Falsos Positivos e Falsos
Negativos dos Testes Pré-natais N3o Invasivos (NIPT/Cell-free DNA) realizados em gravidas

seguidas no Servigo de Obstetricia do CHUCB":

e Existe todo um processo adjacente a este pedido, que deu entrada no Servico de
Investigagdo, Epidemiologia e Saude Puablica — Gabinete de Investiga¢do e Inovagdo, e
que obteve os pareceres favordveis do Coordenador deste Gabinete, do Diretor de
Servico envolvido e da respetiva Comissdo de Etica, nos termos da Lei da Investigagdo
Clinica (Lei 21/2014) e do Regulamento e Procedimentos deste Centro de Investiga¢do;

e Os intervenientes no processo estdo abrangidos pelo sigilo profissional ou assinaram
declaragdo de confidencialidade;

« Os intervenientes no processo comprometem-se a destruir os dados recolhidos apés a
conclusdo do estudo;

e Ointeresse publico revelado pelo presente estudo.

Assim, verificadas as condi¢des acima descritas e ndo obstante a impossibilidade de
anonimizagdo / pseudoanonimizagdo dos dados autoriza-se, solicitando-se a Gabinete
Planeamento e Controlo de Gestdo que disponibilize a lista de todos as todas as mulheres
seguidas no Servico de Obstetricia do Centro Hospitalar Universitério Cova da Beira que
efetuaram teste pré-natal ndo invasivo (NIPT/Cell-Free DNA) entre fevereiro de 2016 e junho

de 2024, a Dra Nélia Rodrigues, médica a exercer na ULSCBeira.

Data: 15/01/2024

EPD RAI
—— =
— s <
4‘;& L L./.: PR < )a(:./( A ‘-\ —
| R ———. S—
/’\ Centro Hospitalar Universitirio Cova da Belra
A H tal Péro da Covilhi | Alameda Péro da Covithd, 6200-251 Covilhid, PORTUGAL | TEL + 351 275 33 00 00 FAX « 351 275330001
s ospi 172
A\ Hospital do Funddo | Av. Adolfo Portela, 6230-288 Funddo, POITUGALITE + 351275 33 00 00 FAX + 351 275 751 257
E-MAIL admini -saude.pt www.chehelramin:saudept
CHCB.IMP.CHCB.200 Eda Rev
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