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Resumo

Introducao: O rastreio combinado do primeiro trimestre atualmente em vigor resulta
num elevado nimero de falsos positivos que, consequentemente, sdo sujeitos a testes
invasivos para determinacao do cariotipo fetal, com os respetivos riscos implicitos a estas
técnicas. O teste pré-natal ndo invasivo por analise de ADN livre fetal (NIPT) trouxe, pela
primeira vez nas técnicas de diagnostico pré-natal, a oportunidade de conhecer o genoma
fetal através de um procedimento nao invasivo, permitindo uma detecao mais fidedigna de
patologias genéticas do feto. No entanto, em Portugal, a Dire¢ao-Geral de Satide nao o

contempla ainda nas normas de rastreio pré-natal.

Objetivos: O presente estudo pretende verificar se o NIPT poderia substituir com
seguranca o rastreio combinado do primeiro trimestre atualmente utilizado, sem
comprometer o diagnodstico de cromossomopatias, ou se traz mais vantagens enquanto teste
de segunda linha nos casos de rastreio combinado positivo. Propoe-se também a determinar
o impacto que a sua adocao podera ter no nimero de procedimentos diagnosticos invasivos

necessarios.

Métodos: Neste estudo observacional transversal retrospetivo, foram incluidas todas as
gravidas que realizaram, além do rastreio combinado do primeiro trimestre, um teste
pré-natal nao invasivo por analise de ADN livre fetal no decurso do acompanhamento da
sua gestagao no Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira desde fevereiro de 2016 até
marc¢o de 2022. A determinacao da presenca de anomalia cromossémica foi feita usando
como gold-standard o cari6tipo ou, em alternativa, o estudo do feno6tipo do recém-nascido
no exame fisico a nascenca. Foi analisado o desempenho do rastreio combinado e do NIPT
na amostra, recorrendo-se a analise descritiva e andilise estatistica com o teste

qui-quadrado, teste de Fisher, teste de McNemar e curvas ROC.

Resultados: Entre as 197 gestacoes existiram 4 casos de aneuploidia. O NIPT foi capaz de
detetar 3 delas, sendo a restante uma alteracao nao identificavel através de NIPT (triploidia
69,XXX). Comparando o uso do NIPT como rastreio de primeira linha com a sua adocao
em segunda linha, apés os casos identificados pelo rastreio combinado como sendo de risco
elevado e intermédio, obteve-se respetivamente: especificidade de 98.45% e 100%, falsos
positivos de 1.52% e 0, valor preditivo positivo 50% e 100%, e valor preditivo negativo de
100% em ambas as situacoes. Se usado como primeira linha, comparativamente ao rastreio
atual, o NIPT reduziria os testes invasivos necessarios em 57.14%. Se usado em segunda

linha, seria possivel uma reducao de 92.86% das amniocenteses.

1b:¢
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Conclusao: O NIPT apresentaria mais vantagens se fosse introduzido como rastreio de
segunda linha perante um rastreio combinado do primeiro trimestre positivo. Esta opg¢ao
nao comprometeria a detecao de aneuploidias e, simultaneamente, permitiria diminuir o

numero de testes invasivos necessarios de forma significativa.

Palavras-chave

Rastreio pré-natal; Diagnostico pré-natal; Teste pré-natal nao invasivo; ADN livre fetal;

Cromossomopatias.
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Abstract

Introduction: The first trimester combined screening currently in place results in a high
number of false positives that consequently undergo invasive tests for fetal karyotyping,
with the respective risks implicit in these techniques. The non-invasive prenatal testing by
cell-free fetal DNA analysis (NIPT) has brought, for the first time in prenatal diagnosis, the
opportunity to know the fetal genome through a non-invasive procedure, allowing a more
reliable detection of genetic pathologies of the fetus. However, in Portugal, the

Directorate-General for Health doesn’t include it yet in the norms for prenatal screening.

Objectives: This study aims to investigate if the NIPT could safely replace the first
trimester combined screening currently in use, without compromising the diagnosis of
chromosomal defects, or whether it has more advantages as a second-line test in cases of
positive combined screening. It is also intended to determine the impact that its adoption

may have on the number of invasive diagnostic procedures required.

Methods: This retrospective cross-sectional observational study includes all pregnant
women who performed, in addition to the first trimester combined screening, a
non-invasive prenatal test by cell-free fetal DNA during the follow-up of their pregnancy at
the Cova da Beira University Hospital Center since February 2016 until March 2022. The
determination of the presence of chromosomal abnormality was made using as
gold-standard the karyotype or, alternatively, the study of the newborn's phenotype in the
physical examination at birth. The performance of the combined screening and NIPT in the
sample was analyzed using descriptive and statistical analysis with the chi-square test,

Fisher's test, McNemar's test, and ROC curves.

Results: Among the 197 pregnancies there were 4 cases of aneuploidy. NIPT was able to
detect 3 of them, the remaining one being a disorder not identifiable through NIPT
(triploidy 69,XXX). Comparing the use of the NIPT as a first-line screening with its adoption
as a second-line after the cases identified as high and intermediate risk by the combined
screening, we obtained respectively: specificity of 98.45% and 100%, false positives of 1.52%
and o, positive predictive value of 50% and 100%, and negative predictive value of 100% in
both situations. If used as first-line, compared to the current screening, the NIPT would
reduce the invasive tests needed by 57.14%. If used as a second-line, a 92.86% reduction in

amniocentesis would be possible.

X1
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Conclusion: NIPT would have more advantages if it were introduced as a second-line
screening after a positive first trimester combined screening. This option would not

compromise the detection of aneuploidies and would at the same time significantly decrease

the number of invasive tests needed.

Keywords

Prenatal screening; Prenatal diagnosis; Non-invasive prenatal testing; Fetal cell-free DNA;

Chromosomal abnormalities.
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1. Introducao

1.1 Enquadramento tedrico

De acordo com o relatério mais recente do Registo Nacional de Anomalias Congénitas,
em Portugal nasceram cerca de 34 criancas com anomalias cromossémicas por cada 10 mil
nascimentos entre 2018 e 2019, sendo a Sindrome de Down ou Trissomia 21 (T21) a
etiologia mais prevalente com mais de 19 casos por cada 10 mil, seguida da Sindrome de
Edwards ou Trissomia 18 (T18) e Sindrome de Patau ou Trissomia 13 (T13) que em conjunto
representam quase 7 casos por cada 10 mil. Estas anomalias cromossémicas sao as trés
principais aneuploidias autossomicas viaveis.!

Atualmente, é possivel identificar ainda durante a gestacao se o feto é portador de
uma anomalia congénita através do diagnostico pré-natal (DPN).2 Possibilitando um
diagnostico atempado, o DPN permite oferecer aos pais a oportunidade de decidirem o
futuro da gravidez. Este pode incluir uma interrupcao médica da gravidez (IMG) ou o
planeamento e preparacao psicologica, social, financeira e médica para os cuidados que
possam ser necessarios para uma crianca com anomalias cromossdémicas, cujas
consequéncias podem variar entre a incompatibilidade com a vida até severas
incapacidades fisicas ou intelectuais.34 Através do DPN, entre 2018 e 2019, foi possivel
detetar 93.4% dos casos de anomalias cromoss6micas na fase pré-natal, incluindo 91.2%
das T21 e 100% das T18 e T13. Destes, 60.6%, 62.8% e 71.9% dos casos de cada aneuploidia,
respetivamente, foram detetados no primeiro trimestre da gestacao. No total, apenas 18.4%
das gestacoes afetadas por anomalias cromossémicas culminaram no nascimento de uma
crianca viva, tendo os progenitores optado por uma IMG em 80.8% dos casos.!

Para este efeito, o Sistema Nacional de Satde (SNS) tem em vigor o Programa
Nacional para a Vigilancia da Gravidez de Baixo Risco, que disponibiliza o rastreio
combinado do primeiro trimestre (RCPT) entre as 11 e as 13+6 semanas de gestacao (SG).
O RCPT implica um rastreio bioquimico através da determinacio sanguinea materna da
fracao livre da Gonadotrofina Coridénica Humana  (-hCG) e da Proteina Plasmatica A
associada a gravidez (PAPP-A), as quais se combinam a idade materna e marcadores
ecograficos, nomeadamente a translucéncia nucal.5-7

A B-hCG e a PAPP-A sao marcadores bioquimicos produzidos pelos trofoblastos da
placenta e a sua quantidade varia ao longo da gestacao, conforme o desenvolvimento
placentario. Nao tendo em consideracao a idade materna, estes valores analiticos tém uma
sensibilidade de 64%, com uma especificidade de 95% e uma taxa de falsos positivos (FP)

de 5% na detecao de T21. Quando relacionado com a idade materna, o rastreio bioquimico
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tem uma capacidade de detecao de 68% no caso de T21, mantendo a especificidade e FP.8
Adicionando os marcadores ecograficos, o RCPT consegue detetar 87% dos casos de T21,
mantendo no entanto os 5% FP.9 No aconselhamento pré-natal, as gravidas devem ser
alertadas para esta elevada taxa de FP ja que, neste caso, € indicada a confirmacao através
de procedimentos diagnosticos invasivos, o que contribui para a ansiedade materna.o

Sendo aceite e comumente utilizado como método para rastreio de aneuploidias, o
RCPT nao permite determinar se o feto tem efetivamente uma anomalia cromossémica,
oferecendo apenas uma estratificacdo de risco. Por este motivo, é aconselhado realizar um
teste invasivo para diagnostico definitivo perante um RCPT que indique risco elevado. No
entanto, dado o elevado nimero de FP, uma em cada 20 mulheres com RCPT de risco
elevado é sujeita a testes invasivos que vém a demonstrar a auséncia de patologia
cromossomica fetal.”.8:1

Entre os possiveis testes invasivos diagnoésticos, a biopsia de vilosidades corionicas
(BVC) é o que pode ser oferecido mais precocemente na gravidez, com as diretrizes a
recomendar que seja efetuada apds as 10+0SG.'213 Quando realizada antes deste prazo
existe a possivel associacdo com transtornos oromandibulares e dos membros, além da
acrescida dificuldade na sua execucao pelo acesso e tecido placentario mais fino e menos
desenvolvido.'s Este procedimento consiste numa técnica transabdominal ou transcervical
para recolha e posterior andlise de células trofoblasticas da placenta, pelo que o seu
resultado pode ser afetado por mosaicismo placentario em 1—2% dos casos.12-4

Outra opc¢ao de teste diagnostico invasivo € a amniocentese, que permite a colheita de
uma amostra de liquido amniético e pode ser realizada apos as 15+0SG.!213 A sua execucao
antes deste prazo aumenta o risco de perda fetal e de talipes equinovarus, ou pé boto.!3.14

Existe ainda a cordocentese que consiste na colheita de sangue do cordao umbilical e
pode ser realizada apds as 18+0SG para investigacdo de mosaicismo, diagnostico fetal e
transfusoes fetais intrauterinas. Contudo, este procedimento é cada vez menos utilizado,
tendo sido substituido pela BVC e amniocentese por poderem ser realizadas mais
precocemente e terem menor risco de perda fetal, comparativamente.'215

Estes procedimentos invasivos permitem identificar alteracoes cromossémicas
numéricas (aneuploidias) e estruturais (translocacoes, inversoes, e grandes duplicacoes e
delecoes) através do estudo do genoma fetal, considerado atualmente como o
gold-standard das opcoes diagnosticas pré-natais. No entanto, estas técnicas acarretam
riscos, entre os quais: infecdo, sépsis, rotura prematura de membranas e aborto
espontaneo.’3 Estudos demonstram que a amniocentese tem um risco de aborto de 0.11%,
correspondendo a 1 caso por cada 909 procedimentos, e a BVC de 0.22% ou 1 caso por cada
455.1° No caso de gravidez multipla, o risco aumenta para a perda de 1 feto por cada 100

procedimentos (1%).*3 Este risco é, no entanto, dependente da experiéncia do profissional
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que realiza a técnica, sendo estes valores correspondentes a centros especializados com
profissionais altamente treinados.’>'31¢ No geral, o risco de perda fetal em ambos os
procedimentos pode chegar a 1%, equivalendo a 1 mulher em cada 100 sofrer um aborto
espontaneo em consequéncia de um teste invasivo.s

Como o RCPT que indique risco elevado instiga a realizacdo de um teste invasivo, e
sabendo que os testes invasivos estdo associados a possibilidade de perda fetal, a elevada
taxa de FP dos testes de rastreio atualmente utilizados contribui para o potencial aborto de
um feto sem anomalias genéticas.”

Este risco inerente aos procedimentos invasivos incitou o desenvolvimento de novos
procedimentos de rastreio e de diagndstico.* Sabendo que os procedimentos diagnoésticos
pré-natais que implicam uma técnica invasiva apenas devem ser realizados quando existe
uma grande probabilidade de se detetar uma anomalia congénita grave, urge procurar
novos métodos que permitam aferir com maior eficicia esta probabilidade, com menores
taxas de FP do que o atual RCPT.2 Neste sentido, surge o teste pré-natal nao invasivo (NIPT)
por analise de ADN (Acido Desoxirribonucleico) livre fetal (cffDNA).

A presenca de cffDNA na circulacdo sanguinea materna foi demonstrada pela
primeira vez em 1997 por Lo et al.”” Desde entdo, desenvolveram-se técnicas com base neste
conhecimento que permitiram a introducao clinica do NIPT para rastreio de aneuploidias
fetais em 2011. Atualmente o NIPT est4 ja difundido e é amplamente utilizado em mais de
60 paises nos 6 continentes.!8:19

O cffDNA origina-se da apoptose fisiol6gica de trofoblastos da placenta com pequenos
fragmentos de ADN inferiores a 200—300 pares de base que sao continuamente libertados
e passam para a circulacdo sanguinea materna.>2° Designa-se de fracao fetal (FF) a
percentagem de ADN livre de origem placentaria que circula no plasma materno.2* A FF
varia ao longo da gestacgdo entre os 2 e os 20% do ADN livre total, sendo possivel detetar
cffDNA desde as 5SG até ao final da gravidez."* Apos as 10SG, mais de 10% do ADN livre no
plasma da gravida é de origem placentaria.2° Sabe-se ainda que o cffDNA desaparece da
circulacio materna pouco tempo apoés o parto, nao coexistindo por isso em futuras
gravidezes.2?

Tal como os testes invasivos, o NIPT permite a obtencao de células nucleadas fetais e,
por conseguinte, possibilita a sua anélise cromossdmica. No entanto, por ser um teste que
implica apenas a colheita de uma amostra de sangue venoso materno, nao existe risco de
perda fetal associado, ao contrario dos testes invasivos. O NIPT é também o teste que mais
precocemente pode ser oferecido, permitindo um rastreio mais atempado do que o
atualmente utilizado.23 Por este motivo, permite tranquilizar mais cedo a maioria das
gravidas acerca da auséncia de patologia genética no seu feto, e possibilita um planeamento

e possivel IMG mais cedo e com maior seguranca aquelas cujo feto sofre de aneuploidia.zo-24



A eficacia do teste pré-natal nao invasivo (NIPT Cell-free DNA): A experiéncia do CHUCB

A analise de cffDNA pode ser realizada com recurso a diferentes tecnologias e métodos
de sequenciacdo de nova geracao (NGS) ou sequenciacao paralela massiva (MPS).
Atualmente os métodos utilizados sao: sequenciacao shotgun de todo o genoma (s-MPS),
sequenciacao seletiva (t-MPS) por sequenciacao seletiva de cromossomas (CSS), ou anélise
de polimorfismos de nucle6tido tnico (SNP).2t25 Existem também tecnologias que ja
permitem fazer analise do ADN por microarray ou sequenciacao de todo o genoma (WGS),
oferecendo uma visao mais abrangente do genoma fetal, possivelmente o futuro do NIPT.25

Ao analisar o ADN livre do sangue materno por NGS sao geradas sequéncias de ADN
de origem materna e fetal em proporgoes relativas a sua abundancia na amostra, tornando
possivel verificar se ha excesso ou perda de material genético fetal e consequentemente
detetar os casos com risco de aneuploidia.’»20 A s-MPS gera leituras de sequéncias das
regides informativas de todos os cromossomas e é capaz de detetar alteracbes como
microdelecGes e patologias monogénicas, tornando promissor um possivel aumento da
oferta de patologias identificaveis. Pelo contrario, a t-MPS por CSS amplifica e sequencia
seletivamente regioes de interesse de cromossomas especificos, pelo que, embora seja mais
custo-efetiva comparativamente a s-MPS, apenas permite a detecdo de um ntimero limitado
de desequilibrios cromossomicos. A SNP é um método qualitativo comparativamente aos
anteriores, que sao quantitativos, e permite identificar contribuicoes especificas maternas
e fetais nas sequéncias lidas, possibilitando reconstruir haplétipos e identificar alteracoes
como triploidias, microdelecoes e dissomias uniparentais.26-27 Estes métodos oferecem uma
eficicia semelhante na detecdo das trés trissomias mais prevalentes embora, por
dependerem da propor¢ao de ADN fetal em comparacao com o ADN materno, a sua
capacidade de detecao de alteracoes genéticas dependa da FF presente na amostra.!t2528

A FF ¢ afetada por varios fatores que, além de influenciarem o resultado obtido pelo
NIPT, podem conduzir a falsos negativos (FN) ou falsos positivos e até mesmo
impossibilitar a obtencdo de um resultado.29 Assim, o NIPT pode apresentar resultados
falsos positivos, falsos negativos e indeterminados, quer devido a erros técnicos como a
fatores biologicos. Estes fatores bioldgicos podem, por sua vez, ser de origem materna ou
fetal.3°

A causa mais comum para que nao seja possivel obter um resultado é uma FF
insuficiente, geralmente inferior a 4%, motivo pelo qual se aconselha que a amostra de
sangue materno para NIPT seja obtida apo6s as 10SG.10:21:24.30

Entre os vérios fatores que afetam a FF e aumentam a probabilidade de falha na
obtencao de um resultado por NIPT, sabe-se que: o peso materno aumenta o risco em 5%
por cada quilograma acrescido e a idade materna aumenta o risco em 2% por cada ano
adicional. As racas africana e sul asiatica tém uma maior propor¢ao de ADN livre materno

comparativamente a raca caucasiana, pelo que aumentam o risco em 2.0 e 1.7 vezes,
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respetivamente. Por sua vez, a fertilizacdo in vitro aumenta o risco 3.8 vezes, e uma gravidez
gemelar bicoridnica aumenta o risco em 1.7 vezes. Da mesma forma, por estarem
relacionados com uma menor massa placentaria e, portanto, uma menor FF, o risco de falha
aumenta quanto mais reduzida for a idade gestacional, a PAPP-A e a -hCG. Alguns dos
fatores fetais que também podem ter influéncia sdo o mosaicismo fetoplacentério e o
fenomeno de vanishing twin.29-34

Abordando algumas das caracteristicas maternas, sabe-se que no caso de obesidade
materna a proporcio de FF diminui com o aumento do peso e IMC (Indice de Massa
Corporal) da gravida. Esta reducao pode ser atribuida a um efeito dilucional, mas deve-se
considerar também o facto de que o ADN livre materno aumenta devido a intensificacao da
remodelacao e turnover de adipOcitos.29-31:33:35

Patologias autoimunes maternas também podem afetar o resultado do NIPT ja que,
em consequéncia das reacoes inflamatorias, o ADN livre materno aumenta em proporcao
ao fetal, traduzindo-se numa menor FF.30

O uso de heparina, por reduzir o tamanho dos fragmentos de ADN livre fetal, tem
também o potencial para interferir com o resultado do NIPT, sendo aconselhado fazer a
colheita da amostra de sangue quando a concentracgao sérica de heparina estiver no seu pico
minimo.3°

O tabaco é outro fator que influencia o NIPT. Se por um lado afeta o desenvolvimento
da placenta e diminui a sua massa, levando a uma diminuicao da FF, por outro lado esta
diminuicdo é compensada pelo aumento da necrose de trofoblastos, pelo que a fracao
materna acaba por estar mais diminuida do que a fetal.3%33

Paralelamente, embora nao esteja relacionado com a FF, é relevante considerar que
nos casos em que a gestante tenha recebido um transplante (de medula, 6rgao ou produtos
sanguineos) de um dador masculino, o NIPT pode gerar um resultado discordante
relativamente ao sexo fetal pela presenca de ADN livre do dador na circulagdo materna. No
caso de transfusao sanguinea, sabe-se que é possivel que a identificacao do sexo fetal seja
incorreta nas quatro semanas seguintes.0:3°

E necessério ter também em conta que na interpretacio do NIPT assume-se que a
gravida tem um caridtipo normal, o que pode nao ser verdade, conduzindo a um resultado
falso positivo.3° Embora nao seja este o propoésito do NIPT, importa salientar que este teste
potencialmente podera revelar informacao gendémica materna, levantando suspeitas de
neoplasias ocultas.*°

No que concerne a caracteristicas fetais ou da gestacao que afetam a FF, é conhecida
a influéncia das principais aneuploidias na FF. Sabe-se que a FF diminui nos casos de T18

e T13, em consequéncia da menor dimensao placentar, mas aumenta na T21. Por este
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motivo, no caso de falha na obtencao de resultado, pode-se considerar que exista um maior
risco de T18 e T13, mas nao de T21.28-31

Comparativamente a gestacoes por conce¢ao espontanea, as que sao conseguidas com
recurso a técnicas de procriacio medicamente assistida (PMA) apresentam uma FF
diminuida, o que aumenta o risco de que sejam obtidos resultados indeterminados.3¢

No caso de gravidez multipla, se ambos os fetos forem euploides, a FF é superior a
encontrada nos casos de gravidez Unica. Nao existe diferenca na FF entre gravidezes
monocorionicas e bicoridénicas, embora nas bicoridénicas pela presenca de um terceiro
genoma na analise (o materno e os dois fetais), e dada a variabilidade na contribui¢ao de
cada feto para a FF encontrada na circulacio materna, o resultado do NIPT pode ser
erréneo.™37 O NIPT demonstra ter nas gestacoes multiplas uma performance para detecao
de T21 sobreponivel a obtida em gravidezes tGnicas. No entanto, os estudos existentes nao
permitem concluir acerca da sua utilizacdo para detecdo de Ti8 e Ti3 dada a baixa
prevaléncia destas nas amostras.3”

A situacao particular de vanishing twins, pode associar-se com resultados falsos
positivos ja que, em cerca de 50% dos casos, a morte fetal é devida a aneuploidias
cromossomicas. A placenta do feto afetado pode libertar cffDNA dispar do feto sobrevivente
durante varias semanas e influenciar o resultado do NIPT.30

Tendo em conta que a origem do cffDNA sdo os trofoblastos da placenta, o resultado
do NIPT reflete o genoma desta, podendo nao ser condizente com o do feto em casos de
mosaicismo fetal ou placentar. Na presenca de mosaicismo, o NIPT pode apresentar um
resultado falso negativo quando o feto tem uma alteracdo cromossémica e a placenta
apresenta um cariétipo normal ou uma propor¢do superior de células normais
comparativamente as afetadas, e a situacao inversa pode originar falsos positivos. Estes
casos acontecem com mais frequéncia na T13, seguida da T18, mas sao raros em T21.3°

Apesar da existéncia destas condicionantes na FF, a analise de cffDNA permite
atualmente identificar varias aneuploidias, translocacoes, microdelecoes e microduplicagoes
que anteriormente eram apenas detetaveis através de testes invasivos.©

Na pratica clinica, o NIPT é cada vez mais utilizado para rastreio de T21, T18 e T13.
Quando consideramos gravidezes unicas independentemente do risco prévio para
aneuploidias, o NIPT consegue atingir uma sensibilidade de 99.4% para T21, 97.7% para
T18 e 90.6% para T13, com especificidades de 99.9% para as primeiras duas e de 100% para
T13.38 Se tivermos em conta apenas gestacoes de alto risco, este teste consegue uma
sensibilidade de 99.8% na detecao de T21, 97.7% para T18 e 97.5% para T13, com 99.9% de
especificidade para as trés trissomias.'8 Assim, o NIPT apresenta um desempenho superior
ao do RCPT no rastreio destas trissomias quando comparando a sua sensibilidade e

especificidade, com menos casos falsos positivos.411.28
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O NIPT permite também rastrear aneuploidias dos cromossomas sexuais como
Sindrome de Turner (45,X), Sindrome de Klinefelter (47,XXY), Sindrome de Triplo X
(47,XXX) e Sindrome de Jacobs (47,XYY).4* Nao havendo atualmente outros métodos para
rastreio de aneuploidias dos cromossomas sexuais, a procura de NIPT para identificacao
destas condicOes tem sido crescente.!® Para a identificacdo de Sindrome de Turner, o NIPT
consegue uma taxa de diagnostico de 95.8% com 0.14% FP. Para as restantes aneuploidias
dos cromossomas sexuais, as taxas de diagnoéstico sao frequentemente sobrevalorizadas por
nao ser comum a realizacao de diagnostico por cariotipo.28

Relativamente a delecdo 22q11.2 (Sindrome DiGeorge) e microdelecées 1p36,
5p- (Sindrome Cri-du-chat) e 15q- (Sindrome Prader-Willi/ Angelman), o NIPT tem um
valor preditivo positivo de 44.2% para a 22q11.2 e 31.7% para as restantes. A taxa de falsos
positivos para a 22q11.2 é de 0.07% e a das remanescentes quatro combinadas é também de
0.07%.39 O valor preditivo positivo do NIPT para as microdele¢oes é inferior ao da T18 e
T21, mas semelhante ao obtido para a T13 e Sindrome de Turner. Ainda assim, os seus
valores preditivos positivos sdo superiores aos observados com o RCPT, que é atualmente
considerado aceitavel para ser utilizado como exame de rastreio de primeira linha.39

Além do rastreio de cromossomopatias, o NIPT oferece também a possibilidade de
conhecer o Rhesus-D (RhD) fetal ainda in iitero. Sabe-se que em mulheres RhD negativo
gravidas de fetos RhD positivo, a presenca de antigénio RhD na circulacdo materna estimula
aproducdo de anticorpos anti-D. Esta isoimunizacao pode acontecer em qualquer momento
durante a gravidez, sendo mais comum no 3° trimestre e durante o parto, e conduz a anemia
hemolitica fetal. O risco aumenta nas gravidezes subsequentes com fetos novamente RhD
positivos. Por este motivo, gravidas RhD negativo recebem profilaxia com imunoglobulina
anti-D.40.41

A identificacdo do RhD fetal permite reduzir os casos em que é utilizada a profilaxia
anti-RhD, limitando o seu uso as situa¢des em que o feto é RhD positivo. Através do NIPT
¢é possivel conhecer o RhD fetal com uma sensibilidade de 99% e especificidade de 98%,
1.3% de FP e 2% de FN, possibilitando uma reducido substancial da administracao de
imunoglobulina anti-D nos casos em que esta é desnecessaria, com um aumento discreto
no namero de casos de sensibilizacao devido aos FN.4° Em alguns paises como a Dinamarca
e Paises Baixos, o NIPT é ja utilizado para este fim em substituicao de testes p6s-natais.42

Embora se verifiquem todas estas vantagens, todos os NIPT positivos para
aneuploidias devem ser confirmados com um teste diagndstico invasivo, tendo em conta
que podemos estar na presenca de um caso de mosaicismo sem patologia fetal, por exemplo.
A escolha depende da idade gestacional e da frequéncia de mosaicismo placentario para a

patologia em questdo.2!
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Por este motivo, nos casos de NIPT positivo para T13 é recomendado realizar uma
ecografia ainda no primeiro trimestre. Se forem identificadas anomalias na ecografia, entao
devera ser proposta uma BVC. Na auséncia de anomalias ecograficas, embora possa ser
oferecida uma BVC, é importante realcar que pela elevada frequéncia de mosaicismo
confinado a placenta podera ser necessaria a realizacao de amniocentese para confirmacao.
Nas situacoes de NIPT positivo para T18 ou T21, por o mosaicismo placentar nao ser tao
comum, podera ser proposta a BVC como procedimento diagnoéstico.43

Quando o NIPT ¢ positivo para Sindrome de Turner, deve-se verificar se existem
concomitantemente alteracoes ecograficas. Caso sejam detetadas caracteristicas

compativeis, como a translucéncia da nuca aumentada ou higroma cistico, a BVC ¢é

o,

recomendada. Se a ecografia nao revelar alteracoes, podera ser proposto um cariotipo
gravida para avaliar se existe mosaicismo materno. No entanto, deve ser salientado que um
cariotipo materno anormal nao exclui que o feto também possa ter a patologia, pela
possibilidade de existir mosaicismo materno.43

Se o NIPT for positivo para trissomias autossémicas incompativeis com a vida, deve
ser tido em consideracao que apenas casos de mosaicismo fetal sobrevivem, pelo que uma
BVC mostraria mosaicismo e seria necessario realizar amniocentese para confirmar se o
mosaicismo é placentario ou fetal. Caso o feto nao tenha alteracdoes no exame ecografico,
97% serao casos de mosaicismo confinado a placenta. Por este motivo, se a ecografia for
normal, é preferivel aconselhar amniocentese.43

Um NIPT positivo para varias aneuploidias em que a amniocentese exclua diagnostico
fetal podera refletir uma situacao de malignidade materna. Nestes casos dever-se-a realizar
uma historia clinica completa, exame fisico e considerar propor exames analiticos e de
imagem para excluir possiveis neoplasias.43

Dada a performance superior e os beneficios do NIPT, tem-se considerado que este
possa vir a substituir o RCPT como teste de rastreio de primeira linha. Esta opcao permitiria
uma maior detecdo dos casos de aneuploidias e, pelo menor niimero de falsos positivos e
falsos negativos, eliminaria a falsa seguranca dada pelo método atual e permitiria reduzir o
numero de testes invasivos necessarios.!8:44-46

Outra possivel abordagem seria introduzir o NIPT como teste de segunda linha, como
sequencial ou contingente ao resultado do RCPT atualmente aplicado. Como teste
sequencial, o NIPT seria oferecido a todas as mulheres cujo rastreio fosse de risco elevado
e intermédio. Assim, em vez do proximo passo apos um RCPT de risco ser a realizacao de
um teste invasivo, seria oferecida a possibilidade de realizar um NIPT primeiro. Neste caso,
apenas haveria indicacdo para teste invasivo se o NIPT indicasse alta probabilidade de
cromossomopatia. Num modelo contingente, mantém-se a indicacdo para teste invasivo se

o rastreio for de risco elevado, mas oferecer-se-ia o NIPT para as gestacoes de risco
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intermédio, que por sua vez apenas efetuariam um teste invasivo se o NIPT sugerisse
cromossomopatias. Estas alternativas permitiriam evitar de forma significativa um teste
invasivo na populacao de falsos positivos que realizam o RCPT atualmente.'.28

Existe ainda a possibilidade de utilizar o NIPT como substitui¢ao apenas do rastreio
bioquimico e nao do RCPT completo. Sabe-se que, até ao momento, o NIPT nao identifica
muitas das alteracoes de gene tinico, nao tem capacidade preditiva de complicagoes tardias
da gravidez como pré-eclampsia ou parto pré-termo espontaneo, nem deteta defeitos do
tubo neural. Por estes motivos, existe beneficio em continuar a oferecer a todas as gravidas
a quantificacao de alfa-fetoproteina e a avaliacao ecografica.1-20:33 Adicionando-se a estes o
NIPT, conseguir-se-ia aumentar a taxa de detecao de aneuploidias face ao método atual,
diminuindo em simultaneo os falsos positivos, obtendo-se assim o mesmo beneficio da
reducao de testes invasivos.146

Existem ja varios estudos publicados que mostram reducoes significativas no nimero
de testes invasivos efetuados apos a introducao do NIPT como método de rastreio. 47-50
Estes resultados promissores mostram que o nimero de testes pré-natais invasivos para
confirmacao de aneuploidias podera diminuir com seguranca no futuro através do aumento
da disponibilidade e oferta do NIPT, conduzindo a uma reducao das complicacGes e perdas
fetais associadas a estas técnicas.!*16

Apesar da ampla oferta mundial de NIPT, este encontra-se contemplado nas normas
e programas nacionais de apenas alguns paises. Na Europa, a Bélgica e os Paises Baixos
aconselham o NIPT como rastreio de primeira linha, enquanto os restantes incluem este
rastreio em segunda linha, diferindo nas indicacoOes e critérios adotados, bem como na
estratégia de financiamento. Relativamente as aneuploidias rastreadas, a Bélgica, Paises
Baixos e a Italia contemplam o uso de NIPT para rastreio do genoma completo. Por sua vez,
a Islandia, Dinamarca e Lituania testam para T21, T18, T13, aneuploidias dos cromossomas
sexuais e algumas microdelecoes. A Suécia, Roménia e Eslovénia rastreiam as principais
trissomias juntamente com as aneuploidias dos cromossomas sexuais. JA a Noruega,
Finlandia, Inglaterra, Pais de Gales, Escocia, Alemanha e Polonia testam apenas para T21,
T18 e T13. A Franca usa o NIPT para rastreio apenas de T21.552

Em Portugal, o NIPT n3o esta ainda incluido de forma sistematica e normalizada nos
testes de rastreio pré-natal pela Direcao-Geral da Satide no SNS, embora esteja disponivel
no mercado. Por este motivo, perante um RCPT de risco aumentado e a luz do conhecimento
atual e do estado da arte, se for proposto o NIPT os custos associados sao suportados pelos
progenitores. A escolha passa por isso entre um teste invasivo comparticipado para
confirmacao diagnoéstica, ou um NIPT com menores riscos, mas que acarreta custos que

podem nao ser acessiveis a todas as gravidas.
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No Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira (CHUCB), o NIPT é proposto desde
2016 numa estratégia sequencial como opcao perante fatores de risco aumentado de
aneuploidia fetal, com a condicionante dos custos envolvidos. Desde entao, as gravidas sao
informadas da possibilidade de realizar NIPT, com conhecimento dos respetivos riscos e
beneficios comparativamente aos testes invasivos oferecidos pelo SNS.

Para avaliar os resultados obtidos com o uso do NIPT na populacao obstétrica do
CHUCB, este estudo analisa todos os casos de gravidas que realizaram o NIPT nesta
instituicdo até marco 2022, no seguimento da vigilancia da sua gestacdo. Pretende-se
verificar, através da comparagdo dos resultados com o caridtipo fetal ou fenotipo do
recém-nascido quando o cariétipo nao foi estudado, se o NIPT poderia substituir com
seguranca o RCPT atualmente utilizado. Paralelamente sera averiguado o impacto que a sua
adocao poderia ter no namero de procedimentos diagndsticos invasivos realizados nesta

amostra.

Problema colocado: Poderia o NIPT substituir o RCPT sem comprometer o diagnostico
de cromossomopatias e, consequentemente, diminuir o nimero de testes invasivos

necessarios?

Hipoétese 1 em estudo: O NIPT pode ser utilizado como método de rastreio pré-natal de
primeira linha, substituindo com seguranca o RCPT atualmente utilizado, diminuindo
consequentemente o nimero de testes invasivos necessarios.

Hipotese 2 em estudo: O NIPT pode ser utilizado como teste de rastreio pré-natal de
segunda linha, em consequéncia de um RCPT de risco intermédio ou elevado, diminuindo

o numero de testes invasivos necessarios.

1.2 Objetivos do estudo

Considerou-se, para analisar esta questdo, explorar os seguintes objetivos gerais nesta
investigacao:

- Averiguar se o NIPT podera ser utilizado como teste de primeira linha em substitui¢io ao
RCPT atual.

- Determinar o impacto que a implementacdo do NIPT poderia ter no nimero de

amniocenteses realizadas.

10
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Para concretizar estes objetivos, estipularam-se os seguintes objetivos especificos:

- Comparar os resultados do RCPT com os resultados do NIPT.

[

- Correlacionar os resultados do NIPT com os resultados do caridtipo, ou fenotipo

nascenca quando nao foi estudado o cariotipo.

(%

- Correlacionar os resultados do RCPT com os resultados do cari6tipo, ou feno6tipo
nascenca quando nao foi estudado o cariotipo.

- Determinar a percentagem de resultados falsos positivos e falsos negativos do NIPT.

- Verificar se existe associacao entre os resultados discordantes do NIPT com caracteristicas
maternas.

- Verificar se existe associacao entre os resultados discordantes do NIPT com caracteristicas
da gestacao.

- Determinar a taxa de IMG realizadas apos diagnostico de patologia genética fetal.

- Avaliar a taxa e a gravidade de efeitos adversos de amniocenteses realizadas no CHUCB.

11
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2. Métodos

2.1 Tipo de Estudo

O presente estudo é classificado como observacional transversal retrospetivo, tendo

por base a recolha e analise de dados de processos clinicos.

2.2 Populacao em Estudo

Nesta investigacao foram incluidas todas as gravidas acompanhadas no servico de
obstetricia do CHUCB que realizaram NIPT entre fevereiro de 2016 e marco de 2022. Neste
periodo foram realizados 226 NIPT no CHUCB.

Considerou-se como critério de inclusao: gravidas seguidas em consultas de
Obstetricia no CHUCB que realizaram teste NIPT.

Considerou-se para critérios de exclusao: gravidas cuja gravidez nao foi acompanhada
no CHUCB; gravidas que nao consentiram realizar NIPT; gravidas a quem foi prescrito
NIPT, mas que nao realizaram o teste; resultados de NIPT realizados antes das 10SG ou
com FF<4%; gravidas sem registo das informacdes necessarias para este estudo no
processo clinico eletronico (auséncia de resultado do NIPT, ou concomitantemente do
cari6tipo e fendtipo a nascenca).

Para a obtencdao da amostra foi solicitado ao Gabinete de Estudos, Planeamento e
Informacao para a Gestdo do CHUCB a listagem de gravidas que realizaram NIPT neste
periodo, dando origem a uma populacido inicial de 226 gestantes a qual foram
posteriormente aplicados os critérios de exclusdo supracitados.

Desta forma, contabilizam-se um total de 29 gestagoes excluidas e 197 gestacoes

validas incluidas no presente estudo (figura 1).
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226 prescri¢oes de NIPT no
CHUCB

4 gestacgbes nao acompanhadas no CHUCB

222 gestacoes
acompanhadas no CHUCB

8 gestagdes sem resultado do NIPT documentado

12 gestagOes ainda em curso e sem cariotipo fetal

202 gestacoes em que pode
ser conhecido o cari6tipo ou

214 gestagOes com resultado
de NIPT documentado
fenétipo do recém-nascido ]

5 gestacoes terminadas, mas sem registo do desfecho,

do cari6tipo ou do fenétipo do recém-nascido

197 gestacoes

Figura 1: Fluxograma de selecio da amostra

2.3 Recolha de Dados

Para a realizacdo deste estudo, foi obtido parecer favoravel e a autorizacao do
Presidente do Conselho de Administracao, da Diretora do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia, da Comissdo de Etica e do Servico de Investigacio, Epidemiologia e Satde
Puablica (Gabinete de Investigacao e Inovacao) do CHUCB.

Os dados foram obtidos utilizando o programa informatico SClinico Hospitalar® para
consulta dos processos clinicos das gravidas, e posteriormente foram codificados e
anonimizados de forma irreversivel numa base de dados em documento Microsoft Excel
365®. ApoOs este processo, procedeu-se a analise dos mesmos, garantindo assim a

confidencialidade e a protecao de dados.
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2.4 Descricao das Variaveis

2.4.1 Variavel Dependente
Presenca de aneuploidia fetal detetada através de cariotipo fetal ou do fenétipo a nascenca.
2.4.2 Variaveis Independentes

Tendo em conta os dados utilizados, podemos agrupa-los em cinco grupos:
caracterizacdo sociodemografica, antecedentes obstétricos, antecedentes pessoais e
familiares, parametros gestacionais e dados relativos ao recém-nascido.

Foram analisadas as seguintes variaveis para cada parametro:

e Caracterizacao sociodemografica: Idade materna.

e Antecedentes obstétricos: Utilizacdo de técnicas de procriacio medicamente
assistida (PMA) para a gravidez atual.

e Antecedentes pessoais e familiares: IMC no inicio da gestacgao, histoéria pessoal e
familiar de patologias genéticas ou malformacGes congénitas, historia pessoal de
patologias autoimunes, terapéutica com heparina quando foi obtida a amostra para
o NIPT, habitos tabagicos da gravida.

e Parametros gestacionais: Idade gestacional no momento do NIPT e do teste
diagnostico invasivo, quando aplicavel; gravidez inica ou maultipla; corionicidade;
resultado do RCPT e do estudo ecografico do primeiro trimestre; tecnologia de NIPT
utilizada; resultado do NIPT e FF; tipo de teste invasivo realizado, quando aplicavel;
resultado do teste invasivo; eventos adversos resultantes do teste pré-natal invasivo;
desfecho da gravidez (interrupcao médica da gravidez, aborto espontidneo, morte
intrauterina, parto pré-termo, parto de termo).

e Dados do feto/ recém-nascido: presenca de malformacées ou dismorfismos
detetéaveis por feno6tipo a nascenca; cariotipo, quando estudado; estudo citogenético

do produto de IMG, quando aplicavel.
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2.5 Protocolo do estudo

Este estudo centra-se no rastreio de aneuploidias fetais do primeiro trimestre.

As gravidas que realizaram o acompanhamento da sua gravidez no CHUCB realizaram
0 RCPT como parte do rastreio implementado pelo Programa Nacional para a Vigilancia da
Gravidez de Baixo Risco, sendo este o rastreio padrao atualmente em vigor.
Simultaneamente, as gestantes incluidas nesta amostra optaram por realizar também o
NIPT.

De acordo com o American Congress of Obstetricians and Gynecologists, as
seguintes caracteristicas maternas foram consideradas como indicadores de risco
aumentado para aneuploidia fetal: idade materna igual ou superior a 35 anos no momento
do parto, aneuploidia ou malformacao congénita em gravidez anterior, antecedentes
pessoais e familiares de aneuploidias, RCPT de risco intermédio e elevado, e a existéncia de
anomalias identificadas na ecografia do 1° trimestre.53

Os resultados quer do rastreio padrao, quer do NIPT foram comunicados e explicados
as gravidas, que decidiram realizar ou nao um teste invasivo posteriormente a terem
conhecimento destes dados. A recusa de teste invasivo esta documentada nos processos
clinicos.

Considerou-se, para efeitos deste estudo, os seguintes limites na estratificacao de
risco obtida pelo RCPT: >1:150 risco elevado, 1:150-1:1000 risco intermédio, <1:1000 baixo
risco. Estes limites foram adotados tendo por base os valores que demonstraram ser mais
eficazes para a implementacdo do NIPT no Reino Unido.54 Os resultados do NIPT foram
categorizados em: alta probabilidade ou baixa probabilidade para a aneuploidia em questao.

Nos resultados discordantes (falsos positivos e falsos negativos) e indeterminados do
NIPT foi avaliada a presenca de fatores que potencialmente afetam a FF, nomeadamente:
patologia autoimune materna, gravidez conseguida com recurso a técnicas de PMA,
terapéutica com heparina, tabagismo, idade materna, excesso de peso materno, gravidez
multipla, e o diagndstico de trissomia fetal.

A determinacao de anomalia cromossomica fetal foi feita utilizando como
gold-standard o resultado do estudo do cari6tipo, sempre que este foi realizado. Na
auséncia de cariotipo, recorreu-se ao exame fisico do recém-nascido com avaliacao da
presenca de caracteristicas fenotipicas, sem as quais o recém-nascido foi considerado
euploide. Nas gestacoes que terminaram em IMG, foi obtido o resultado do estudo
citogenético para confirmacao.

Para determinacdo das gestacOes com indicacdo para realizar teste diagnostico
invasivo foram utilizadas as diretrizes da International Society of Ultrasound in Obstetrics
and Gynecology (ISUOG).2
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Os dados de gestacoes ainda em curso durante a presente investigacao foram
incluidos apenas nos casos em que foi realizado diagnostico pré-natal fetal com cariétipo.
As gestacoes bicoridnicas e gestacoes que por iniciarem o seguimento tardiamente

nao realizaram RCPT, foram consideradas apenas para avaliacdo da performance do NIPT.

2.6 Analise Estatistica

O tratamento dos dados e andlise estatistica foi realizada com recurso aos softwares
Microsoft Excel 365® e IBM SPSS 27.0® (IBM Corporation, Statistical Package for Social
Sciences), avaliando-se ao nivel de significancia de 5%.

Foi realizada analise descritiva, utilizando frequéncias e percentagens para descrever
variaveis qualitativas, e médias, mediana e desvio padrao no caso de variaveis quantitativas.
Para analisar a associacao entre duas variaveis qualitativas foi utilizado o teste de
qui-quadrado. No entanto, quando a percentagem de células com contagem esperada
inferior a 5 foi superior a 20%, apresenta-se o resultado do teste de Fisher.

Foi utilizado o teste de McNemar para analisar diferencas entre duas variaveis
qualitativas dicotomicas, referentes aos mesmos sujeitos.

Para analisar a capacidade discriminativa de cada teste em estudo foi utilizada a curva
ROC (Receiver Operating Characteristic). A area por baixo da curva ROC (AUC) pode
variar entre 0.5 a 1, sendo que 0.5 significa que o método nao tem qualquer capacidade
discriminativa, entre 0.7 e 0.8 considera-se uma capacidade discriminativa aceitavel e um

valor superior a 0.9 significa que tem uma excelente capacidade discriminativa.ss

2.7 Consideracoes Eticas

Para a realizacao desta investigacao, foi obtida autorizacdo do Conselho de
Administracdo do CHUCB, do Responsavel de Acesso a Informacao e Encarregado de
Protecao de Dados, da Diretora do Departamento de Ginecologia e Obstetricia, e da
Comissdo de Etica do CHUCB, tendo recebido parecer favoravel e consequentemente sido
aprovada (em anexo).

O sigilo e confidencialidade dos dados foram garantidos durante todo o projeto. A
base de dados, incluindo todos os dados recolhidos para o ambito do presente estudo, foram

destruidos apos a sua conclusao.
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3. Resultados

3.1 Caracterizacao sociodemografica da amostra

No total, 197 gestacOes integram a presente amostra. As medidas descritivas relativas
a caracterizacdo da amostra sdo apresentadas na tabela 1.

A idade materna variou entre o minimo de 26 anos e o maximo de 48 anos, sendo a
média de idades 37 anos, com um desvio-padrao (DP) de 2.88. 181 gestantes (91.9%)
apresentavam idade igual ou superior a 35 anos, enquanto 16 gestantes (8.1%) tinham idade
inferior a 35 anos.

Relativamente a antecedentes maternos de risco, além da idade, verificou-se que
apenas 5 gestantes (2.5%) apresentavam doenca autoimune. Quanto a héibitos tabégicos,
170 gestantes (86.3%) eram nao fumadoras, 12 (6.1%) eram ex-fumadoras, tendo cessado
os habitos tabagicos antes da gravidez, e 15 (7.6%) eram fumadoras durante a gestacao.

No que concerne ao peso materno, este variou entre o minimo de 43Kg e o maximo
de 158Kg, sendo o peso médio de 64.72Kg (DP= 14.26). Estes dados corresponderam a um
IMC materno minimo de 16.8Kg/m2 e maximo de 55.3Kg/m2, com um IMC médio das
gestantes de 24.55Kg/m2. Como tal, verificou-se que 119 gestantes (60.4%) apresentavam
IMC< 25Kg/mz2, enquanto 78 (39.6%) apresentavam IMC> 25Kg/mz2.

Das 197 gestacOes que integram a amostra, 188 (95.43%) eram gravidezes de alto
risco, enquanto 9 (4.57%) eram gestacoes de baixo risco. Verificou-se ainda que 166
gestacoes (84.3%) foram espontaneas, enquanto 31 gestacoes (15.7%) foram obtidas com
recurso a técnicas de PMA. 188 gestacOes sao de feto tnico (95.43%), 7 sdo gemelares
bicorionicas (3.55%) e 2 gemelares monocoriénicas (1.02%).

Quanto a prevaléncia de aneuploidias, 193 fetos sao euploides, e aos restantes 4 foi
diagnosticada uma aneuploidia: 2 casos de T21, 1 caso de Sindrome de Klinefelter e 1 caso
de triploidia 69,XXX.
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Tabela 1: Caracterizacdo sociodemografica e das gestagdes da amostra

Variaveis n %

<35 anos 16 8.1
Idade materna

=35 anos 181 91.9

Sim 5 2.5
Doenca autoimune

Nao 192 97.5

Nio Fumadoras 170 86.3
Habitos tabagicos Ex-fumadoras 12 6.1

Fumadoras 15 7.6

< 25Kg/m?2 119 60.4
IMC

> 25Kg/m?2 78 39.6

Unica 188 95.43
Gravidez Ginica/maultipla Gemelar monocoriénica 2 1.02

Gemelar bicoridnica 7 3.55

Alto risco 188 95.43
Grau de risco da gravidez

Baixo risco 9 4.57

PMA 31 15.7
Método de concecio

Espontanea 166 84.3

3.2 Testes NIPT utilizados

Verificou-se que os testes NIPT utilizados no CHUCB eram maioritariamente da
marca Harmony, tendo sido utilizados 120 testes desta marca (61%), seguida da marca
Trust, a segunda mais utilizada, com 62 testes realizados (31.4%) e, ainda, 15 testes da marca
Prenatest (7.6%) (tabela 2).

A tecnologia NIPT utilizada na maioria dos testes foi t-MPS, no caso de 120 gestantes

(61%). Nas restantes 77 gestantes (39%) foi utilizada a tecnologia WGS.
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Tabela 2: Caracterizagdo dos testes NIPT utilizados

Parametros avaliados

Marca Teste NIPT Ti3, Aneuploidias n %
T18, Cromossomas Microdelecoes 23 pares
5 cromossomas
T21 sexuais
Just X 2 1.0
Trust Trust X X 4 2.0
(WGS) Trust Plus X X X 3 1.5
Trust Premium X X X X 53 26.9
Harmony X 93 47.2
Harmony X X Monossomia X 8 4.1
Harmony
() Harmony Y X 9 4.6
Harmony XY X X 10 5.1
OP1 T21 11 5.6
Prenatest
OP2 X 22q11.2 3 1.5
(WGS)
OP3 X X X 1 0.5

Total 197 100%

3.3 Resultados discordantes e indeterminados do NIPT

Relativamente aos resultados dos NIPT, verificou-se que, entre os 197 resultados, 191
indicaram baixa probabilidade e 6 indicaram elevada probabilidade de aneuploidia.

Nos 6 resultados de NIPT de elevada probabilidade para aneuploidia, apenas 3 casos
tiveram patologia genética diagnosticada: dois casos de T21 e um Sindrome de Klinefelter.
Este achado indica a existéncia de 3 falsos positivos nos NIPT realizados.

Existiu ainda uma gestacdo que obteve o resultado de baixa probabilidade de
aneuploidia no NIPT e o feto tinha patologia genética (falso negativo). Salienta-se, no
entanto, que este resultado nao é um verdadeiro falso negativo deste teste, dado que a
patologia diagnosticada foi triploidia 69,XXX, que nao ¢é detetavel por NIPT. Tal sucede
visto que o NIPT identifica a propor¢cao de ADN fetal e, como todos os cromossomas em
fetos triploides sao trissomicos, a sua proporcao € idéntica a de fetos euploides, nao sendo
por isso detetavel através deste método.

Verificaram-se também 4 NIPT com resultados indeterminados, sendo que estes

tinham RCPT de baixo risco, e os fetos eram euploides.
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3.3.1. Associacao com caracteristicas maternas e da gestacao

De seguida, foi analisada a possivel associacao entre as caracteristicas maternas e da
gestacao e os resultados do NIPT realizados na amostra, classificados em verdadeiros
positivos, verdadeiros negativos e falsos positivos (tabela 3). Nao se verificaram, no entanto,
associacoes estatisticamente significativas entre os resultados do NIPT e as caracteristicas
maternas e da gestacao analisadas (p> 0.05).

Em relacdo a idade materna, observa-se que em todos os grupos a mediana (Mdn) foi
superior a 35 anos, sendo ligeiramente superior nos casos que revelaram ser verdadeiros
positivos de aneuploidias fetais (Mdn= 37 anos). No que concerne ao IMC, o tinico grupo
em que a mediana se encontra num intervalo correspondente a excesso de peso foi nos
falsos positivos (Mdn= 27.80Kg/m2). Observa-se que a maioria das maes sao nao
fumadoras (verdadeiros negativos, 86.8%; verdadeiros positivos, 66.7%; falsos positivos,
66.7%) e que todos os casos em que as maes eram fumadoras (7.9%) foram verdadeiros
negativos. Verifica-se que das gestantes com patologia autoimune, 2.1% (n=4)
apresentaram um resultado verdadeiro negativo, sendo que nao existe nenhum caso no
grupo de verdadeiros positivos e apenas um (33.3%) nos falsos positivos. Relativamente a
terapéutica com heparina, 6.8% das maes (n= 13) no grupo de verdadeiros negativos
estavam sob esta terapéutica, ndo havendo nenhum caso no grupo de verdadeiros positivos
e apenas um (33.3%) no grupo de falsos positivos.

No que se refere a caracteristicas da gravidez, a maioria dos casos sdo de gravidez
uinica nos grupos de verdadeiros negativos e verdadeiros positivos (95.8% e 66.7%,
respetivamente), nao existindo casos de gravidezes gemelares nos falsos positivos. Apenas
15.3% (n= 29) dos casos no grupo de verdadeiros positivos e 33.3% (n= 1) no grupo de
verdadeiros positivos sdo de gravidez por PMA, verificando-se que os 3 falsos positivos

foram gestacgoes espontaneas.
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Tabela 3: Associacdo entre resultados obtidos por NIPT e caracteristicas maternas e da gestacao

Verdadeiros Verdadeiros Falsos
negativos positivos positivos P
(n=190) (n=3) (n=3)
Caracteristicas maternas
Idade (Mdn, AIQ) 36.00 (4.00) 37.00 (---) 36.00 (---) 0.569
IMC (Mdn, AIQ) 23.80 (5.60) 20.20 (---) 27.80 (---) 0.470
Tabagismo (n, %) 0.116
Nao 165 (86.8) 2 (66.7) 2 (66.7)
Ex-fumadora 10 (5.3) 1(33.3) 1(33.3)
Fumadora 15 (7.9) 0 (0.0) 0 (0.0)
Doenga autoimune (n, %) 4 (2.1) 0 (0.0) 1(33.3) 0.145
Terapéutica heparina (n, %) 13 (6.8) 0 (0.0) 1(33.3) 0.363
Caracteristicas da gravidez
Gravidez tinica (n, %) 182 (95.8) 2 (66.7) 3 (100.0) 0.249
Gravidez por PMA (n, %) 29 (15.3) 1(33.3) 0 (0.0) 0.636

Nota: AIQ = Amplitude interquartilica; (---) AIQ nao passivel de ser calculado, dada a reduzida dimensao da
amostra.

Quanto aos resultados indeterminados (tabela 4), verifica-se que todos eram
gestacgoes Unicas e que corresponderam a gravidezes de termo. A idade materna superior a
35 anos verificou-se em todos os NIPT indeterminados e 3 dos 4 casos foram gestacoes

obtidas com recurso a técnicas de PMA.

Tabela 4: Descrigdo dos resultados indeterminados obtidos por NIPT

Cari(')tipo / Desfecho da Caracteristicas maternas

NIPT RCPT At 5 e/ou da gestacao
Fenotipo gravidez verificadas
Sem resultado Baixo risco Euploide Gravidez de termo Gestante >35 anos
. . . Gestante >35 anos, gravidez
Sem resultado Baixo risco Euploide Gravidez de termo pos-PMA, IMC>25
Gestante >35 anos, gravidez
Sem resultado Baixo risco Euploide Gravidez de termo p6s-PMA, terapéutica com
heparina
Gestante >35 anos, gravidez
Sem resultado Baixo risco Euploide Gravidez de termo p6s-PMA, terapéutica com

heparina
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3.4 Comparacao entre os métodos de rastreio

Neste ponto pretende-se comparar, através dos testes estatisticos de qui-quadrado e
de McNemar, os resultados obtidos entre os métodos atuais de rastreio e os resultados
obtidos por testes diagnoésticos, nomeadamente: entre os resultados do RCPT e o
cariotipo/fendtipo a nascenca, entre os resultados do NIPT e o cariotipo/fendtipo a

nascenca e, por ultimo, comparar a performance do NIPT com a do RCPT.

3.4.1. Comparacao dos resultados do RCPT com o cariétipo/ fenotipo a

nascenca

A figura 2 representa as 185 gestacoes em que foi realizado RCPT, das quais 3 fetos
tinham aneuploidia e 182 eram euploides.

Para simplificacao da analise, sera considerado que 143 gestantes obtiveram resultado
negativo no RCPT (correspondente a baixo risco), enquanto 42 gestantes obtiveram
resultado positivo (risco intermédio ou risco elevado).

Para analisar a associacdo entre os resultados do RCPT e o cari6tipo/ fenotipo a
nascenca foi utilizado o teste de Fisher, que revelou ndo existir uma associacao
estatisticamente significativa entre os resultados do RCPT e o cariotipo/fen6tipo a nascenca
(Teste de Fisher, p= 0.130). No entanto, embora nao seja significativo, observa-se que em
66.7% dos casos em que foi diagnosticada patologia genética fetal (n= 2), o resultado do

RCPT foi de risco intermédio ou elevado.
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197
gestacoes

12 nao
realizaram RCPT

RCPT Positivo

185 gestacoes
com RCPT

(n=42)

[

Risco intermédio

(n=29) (n=13)
0 aneuploidias 2 aneuploidias J
confirmadas confirmadas
29 falsos 11 falsos
positivos positivos

o verdadeiros
positivos

positivos 21.62%.

foi de 99.30%.

Risco elevado

RCPT Negativo

(n=143)

1a

confirmada

neuploidia

1 falso negativo

2 verdadeiros
positivos

Figura 2: Resultados obtidos pelo RCPT

e a especificidade do teste foi 78.02%.

1.00), indicando uma capacidade discriminativa aceitavel.
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142 verdadeiros
negativos

A tabela 5 apresenta os dados relativos ao desempenho do RCPT na detegdo de
aneuploidias. No caso das 42 gestantes em que o resultado do RCPT foi considerado
positivo, 2 fetos apresentavam anomalias cromossomicas (verdadeiros positivos) e 40 eram

euploides (falsos positivos). Assim, o valor preditivo positivo foi de 4.76% e a taxa de falsos

Nas gestacoes que obtiveram resultado negativo (n=143 gestantes), foram observados

142 fetos euploides e 1 com anomalia cromossémica. Deste modo, o valor preditivo negativo

Dos 3 casos de aneuploidias, o RCPT apresentou resultado positivo em 2 deles. Assim,

a sensibilidade do teste foi 66.67% para o total de patologias cromossémicas fetais detetadas

A AUC para o RCPT, representada na figura 3, foi de 0.72 (p= 0.185; CI 95% 0.41,
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Tabela 5: Desempenho do RCPT na detecao de aneuploidias

Alteracoes cromossomicas

Variavel
(95% CI)

Sensibilidade 66.67% (9.43-99.16)
Especificidade 78.02% (71.30-83.81)
Valor preditivo positivo 4.76% (2.10-10.43)
Valor preditivo negativo 99.30% (96.62-99.86)
Falsos Positivos n=40 / 21.62%
Falsos Negativos n=1 / 0.54%
Verdadeiros Positivos n=2/1.08%
Verdadeiros Negativos n=142 / 76.76%
Exatidao do teste 77.84% (71.16-83.60)

Curva ROC

Sensibilidade

0,0 T T 1
0,0 02 0,4 06 08 1,0
1 - Especificidade

COs segmentos diagonais sdo produzidos por empates.

Figura 3: Curva ROC para RCPT na detec¢io de aneuploidias
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3.4.2. Comparacao dos resultados do NIPT com o caridtipo/ fenétipo a

nascenca

Para analisar a associacdo entre os resultados do NIPT e o cariotipo/ fenétipo a
nascenca foi utilizado o teste de Fisher, que apontou a existéncia de uma associacao
estatisticamente significativa entre os resultados do NIPT e o caribtipo/fenotipo a nascenca
(Teste de Fisher, p< 0.001).

Entre as 197 gestacoes em que foi realizado NIPT, em 193 o feto era euploide e 4

tinham aneuploidia. A figura 4 apresenta os resultados obtidos pelo NIPT.

197 gestacoes com

NIPT
. Baixa probabilidade

Elevada probabilidade P
para aneuploidia (n=6) para (2;111;311311)01d1a

‘ 1s loidia

3 aneuploidias 1 aneup
confirmadas (69,XXX)
confirmada
3 ‘ﬁ;gi?gggos 3 falsos positivos o falsos negativos* 19;‘67;1;&1; %Zl*ros

Figura 4: Resultados obtidos pelo NIPT

*Considerando que a triploidia 69, XXX ndo é detetavel no NIPT efetuado.

Considerando-se que 3 casos euploides apresentaram elevada probabilidade de
aneuploidia no NIPT, obteve-se uma taxa de falsos positivos de 1.52% e uma especificidade
de 98.45% (tabela 6).

Observa-se que dos casos com patologia genética fetal diagnosticada, 75% (n= 3)
tinham elevada probabilidade de aneuploidia segundo o NIPT. Assim poder-se-ia
considerar uma sensibilidade do teste de 75% para o total de anomalias cromoss6micas. No
entanto, a alteracdo de cariotipo que nao foi identificada pelo NIPT (69,XXX) nao é
detetavel nos NIPT utilizados, pelo que se podera considerar uma sensibilidade de 100%
para as anomalias testadas.

Nas gestacoes em que o resultado do NIPT foi considerado de elevada probabilidade
(n=6), 3 fetos apresentaram anomalias cromossémicas (dois casos de T21 e um de 47,XXY)

e 3 apresentaram cariétipo normal. Assim, o valor preditivo positivo do teste foi de 50%. Ja
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quando o resultado foi considerado baixa probabilidade (n=191) foram observados 190 fetos
euploides e 1 com anomalia cromossoémica (69,XXX), mas sendo esta nao detetavel pelo
NIPT utilizado, para efeitos estatisticos nao sera considerada para a performance do teste.
Deste modo, o valor preditivo negativo do teste foi de 100%.

A AUC para o NIPT, representada na figura 5, foi de 0.87 (p= 0.012; CI 95% 0.61,

1.00), indicando uma boa capacidade discriminativa.

Tabela 6: Desempenho do NIPT na detecdo de aneuploidias

Alteracoes cromossOmicas

Variavel

(95% CI)
Sensibilidade 100% (29.24-100)*
Especificidade 98.45% (95.55-99.68)
Valor preditivo positivo 50% (24.55-75.45)
Valor preditivo negativo 100%*
Falsos Positivos n=3 (1.52%)
Falsos Negativos n=0 (0%)*
Verdadeiros Positivos n=3 (1.52%)
Verdadeiros Negativos n=191 (96.95%)*
Exatidao do teste 08.48% (95.61-99.68)

*Considerando que a triploidia 69,XXX ndo é detetavel no NIPT efetuado.
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Figura 5: Curva ROC para NIPT na detecdo de aneuploidias

3.4.3. Comparacao do desempenho do NIPT e do RCPT

Para comparar os resultados do NIPT e do RCPT, utilizou-se o teste de McNemar, que
apontou a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os resultados dos
dois testes (p< 0.001). A tabela 7 apresenta a comparacao do desempenho dos dois testes.

Verificou-se que 41 casos foram identificados pelo NIPT como apresentando baixa
probabilidade de doenca genética, mas tinham RCPT positivo (29 de risco intermédio e 12
de risco elevado), e 4 casos classificados pelo NIPT como tendo elevada probabilidade de
aneuploidia foram considerados de baixo risco pelo RCPT.

Por outro lado, 139 resultados de baixo risco no RCPT, 29 de risco intermédio e 12
risco elevado, obtiveram uma baixa probabilidade de aneuploidia no NIPT. 4 gestacoes de
baixo risco e uma de risco elevado no RCPT, obtiveram um NIPT de elevada probabilidade

de aneuploidia.
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Tabela 7: Comparagao do desempenho do RCPT com o NIPT na detecao de aneuploidias

NIPT
Rastreio
Variavel padrio: RCPT Todas as Com RCPT Com RCPT
n=185 gestacoes positivo negativo
n=197 n=42 n=143

Verdadeiros Positivos — n (%)

n=2 (1.08%)

n=3 (1.52%)

n=1 (2.38%)

n=1 (0.70%)

. . n=142 n=191 n=41 n=139
Verdadeiros Negativos — n (%)
(76.76%) (96.95%)* (97.62%)* (97.20%)
Falsos Positivos — n (%) n=40 (21.62%) n=3 (1.52%) n=o0 (0%) n=3 (2.10%)
Falsos Negativos — n (%) n=1 (0.54%) n=0 (0%)* n=0 (%)* n=0 (0%)
- 66.67% 100% 100% 100%
Sensibilidade — % (95% CI)
(9.43-99.16) (29.24-100)* (2.5-100)* (2.5-100)
78.02% 98.45% 100% 97.89%
Especificidade — % (95% CI) 0 ° ° °
(71.30-83.81) (95.55-99.68) (91.4-100)  (93.95-99.56)
Valor preditivo positivo — % 4.76% 50% o 25%
1007
(95% CI) (2.10-10.43) (24.55-75.45) (9.81-50.52)
Valor preditivo negativo — % .30%
. E 0 R 100%* 100%* 100%
(95% CI) (96.62-99.86)
.84% 8.48% 100% .90%
Exatido — % (95% CI) 77-54% 95457 0 97:907%
(71.16-83.60) (95.61-99.68) (91.59-100)  (93.99-99.57)

*Considerando que a triploidia 69,XXX nao é detetavel no NIPT efetuado.

3.5 Impacto do uso de NIPT no numero de procedimentos

Invasivos

3.5.1. Gestacoes da amostra com critério para amniocentese

Das 32 gestantes da amostra que preenchiam critérios para serem submetidas a
amniocentese 2 (figura 6), apenas 8 realizaram o teste invasivo.

Destas 32, uma tinha RCPT de risco elevado e o NIPT revelou elevada probabilidade
de aneuploidia, confirmando a necessidade de realizar um teste diagnostico invasivo, que

veio demonstrar ser um caso de T21.
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Por sua vez, 7 gravidas optaram por prosseguir com o teste invasivo embora tenham
obtido um resultado de baixa probabilidade de aneuploidia no NIPT. Destas 7, 6 tinham
RCPT positivo, incluindo o caso de triploidia 69,XXX, e 6 fetos eram euploides embora
apenas 1 tivesse um RCPT negativo.

As restantes 24 gestantes com critério para amniocentese recusaram o teste invasivo
apos conhecimento do resultado do NIPT de baixa probabilidade para aneuploidia. Destas,
nao se confirmou aneuploidia em nenhum dos fetos e 7 tinham RCPT positivo, 16 negativo
e 1 nao realizou RCPT.

Assim, na presente amostra o NIPT evitou 24 das 32 amniocenteses que eram
necessarias, nao tendo existido falsos negativos. Verifica-se adicionalmente que outras 7
gestantes poderiam também ter optado pela nao realizagdo de amniocentese apoés um NIPT
de baixa probabilidade para aneuploidia, embora neste caso tal levasse a falha de
diagnostico do caso de triploidia 69,XXX que nao era detetavel por NIPT. O tinico caso com
critério para amniocentese em que o NIPT indicou uma probabilidade elevada de

aneuploidia confirmou-se ser um caso de T21.

197 gestagoes
|

22 com critério para

amniocentese
RCPT RCPT
positivo negativo
(n=14) (n=17)
I . | 1 nao realizou |
NIPT elevada NIPT baixa RCPT E —
o a WNIPT elevada WIPT baixa
probabilidade) | probabilicade probabilidade | | probabilidade
- n=13 (n=0) (n=17)
! c%sc de L 1 caso de NIPT baixa
21 triploidia 69,XXX probabilidade 17 fotos
12 fetos euploides L euploides
ifeto
euploide

Figura 6: GestacOes da amostra com critério para amniocentese

3.5.2. Amniocenteses realizadas na amostra

No total das 197 gestacoes que realizaram NIPT, 182 gestantes nao realizaram
amniocentese (92.4%), enquanto apenas 15 (7.6%) optaram pelo teste diagnostico invasivo.
Os resultados do cariotipo demonstraram 12 casos de euploidia, 1 caso de triploidia 69,XXX,
e 2 casos de T21.

Dos 15 casos em que foi realizado cariétipo fetal, 6 tinham um RCPT negativo e

corresponderam a fetos que demonstraram ser euploides. 8 dos casos em que se conhece o
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cariotipo tinham um RCPT positivo, embora 6 sejam euploides e apenas 2 tenham
aneuploidias diagnosticadas (um caso de T21 e um de triploidia 69,XXX). Por fim, houve
um caso sem RCPT em que foi feita amniocentese, pelo que nao é possivel incluir na analise
destes resultados.

Destes 15 cariotipos efetuados, 10 tinham baixa probabilidade para aneuploidia pelo
NIPT, embora um seja um caso de triploidia 69,XXX, ndo detetavel neste teste, e 9
corresponderam ao resultado obtido na amniocentese, verificando-se que poderia ter-se
evitado a amniocentese nestes casos. Os restantes 5 dos 15 casos em que foi obtido o
cariotipo tinham um NIPT de elevada probabilidade de aneuploidia, dos quais 3 eram

euploides (falsos positivos do NIPT) e 2 foram casos de T21 (verdadeiros positivos do NIPT)

(figura 7).
197 gestages
I
15
amniocenteses
RCPT RCPT
positivo negativo
(HTS) (n=6)
I 1 I
Nlirﬁzl ﬁzﬂa mbP;{}]Taé};ad 1 ndo realizou NIPT elevada NIPT baixa
pro 8_1_11} © pro @ _1,;) € RBQ probabilidade probabilidade
- _ | (n=3) (n=3)
1 caTsc de L 1 caso de NIPT elevada
21 triploidia 69, XXX probabilidade 3 fetos 3 fetos
6 fetos euploides L euploides euploides
icasode
T21

Figura 7: Amniocenteses realizadas na amostra

3.5.3. Impacto do NIPT no numero de testes invasivos necessarios

De acordo com as hipo6teses em estudo, importa analisar quantos casos de testes
invasivos estariam indicados se o NIPT tivesse sido utilizado em substituicdo do RCPT
(figura 8), bem como a quantas gestantes poderia ser proposta a amniocentese se o NIPT
fosse aplicado apenas as gestacoes com RCPT positivo (figura 9). Observa-se, assim, que a

hipotese 2 permitiria uma redugiao mais acentuada das amniocenteses indicadas.
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197 Gestagoes

Euplmdes,n =193 | ‘Aneuplmdlas n= 4‘

NIPT

Falsos positivos, Verdadeiros negativos, Falso negativo, Verdadeiros positivos,
n=3 (1.52%) n=190 (96.44%)* n=1(0.51%)* n=3 (1.52%)

Teste diagnostico invasivo
6/197 (3.05%)

Figura 8: Testes diagno6sticos invasivos necessarios se o NIPT fosse o rastreio de primeira linha

*Falso negativo ndo considerado por a triploidia 69,XXX ndo ser detetavel por NIPT.

197 Gestacdes
| Euploides, n=193 | ‘ Aneuploidias, n=4 ‘
RCPT
Falsos positivos, Verdadeiros negativos, Verdadeiros positivos, Falso negativo,
n=40 (21.62%) n=142 (76.76%) n=2 (1.08%) n=1(0.54%)
NIPT
Positivo | Negativo | ‘ Postivo
Falsos positives,| |Verdadeiros negativos, Verdadeiro positivo, Falso negativo,
n=0 (0%) n=40 (100%) n=1(2.38%) n=1(2.38%)*

\d

Teste diagnostico invasivo
1/197 (0.51%)

Figura 9: Testes diagndsticos invasivos necessarios se o NIPT fosse rastreio de segunda linha, apés RCPT
positivo

*Falso negativo nao considerado por a triploidia 69,XXX nao ser detetGvel por NIPT.
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3.6 Efeitos adversos de amniocenteses realizadas no CHUCB

Das 197 gestacoes, 15 realizaram amniocentese, correspondendo a 7.6% da amostra.

Nestas, nao se verificaram efeitos adversos em consequéncia da amniocentese.

3.7 IMG realizadas apo6s diagnostico de patologia genética
fetal

Nas gestacOes que terminaram em IMG, o diagnostico foi confirmado por estudo
citogenético.

Dos 4 casos de aneuploidias diagnosticadas, em trés o desfecho foi uma IMG,
nomeadamente num dos casos de T21 as 18SG, no segundo caso de T21 as 22+2SG e na
triploidia 69,XXX as 19SG.

Observa-se, por isso, que da populacao que obteve um NIPT que demonstrava uma
elevada probabilidade de aneuploidia no CHUCB (n= 6), 3 tinham uma anomalia
cromossomica (dois casos de T21 e um Sindrome de Klinefelter), que culminaram em IMG
em 66.67% dos casos (0s dois T21). Um caso de triploidia 69,XXX nao detetavel por NIPT
teve o mesmo desfecho, demonstrando que os progenitores optaram por IMG em 75% dos
casos totais de aneuploidia diagnosticada nesta amostra.

Assim, apenas o caso do Sindrome de Klinefelter teve desfecho num nado-vivo com

um parto de termo as 39+5SG.
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4. Discussao

O DPN permite identificar anomalias fetais in titero durante a gestacao. Atualmente
baseia-se num rastreio que estratifica as gestacoes em graus de risco, alertando para aquelas
que tenham maior risco para anomalias cromossOmicas fetais. Para confirmacao
diagnostica, é indicado que estas realizem testes invasivos para colheita de células
nucleadas fetais que possibilitam o estudo do cari6tipo.5-7 No entanto, sabe-se que o rastreio
utilizado tem uma elevada taxa de falsos positivos, levando a que os testes de diagnostico
invasivos sejam propostos a um namero elevado de gravidas cujos fetos sao euploides.7-8:

O NIPT trouxe, pela primeira vez nas técnicas de diagnodstico pré-natal, a
oportunidade de conhecer o genoma fetal através de um procedimento nao invasivo que
consiste na analise de cffDNA presente na circulacao sanguinea materna. Além de ser uma
técnica inécua que implica apenas uma puncao venosa, o NIPT permite uma detecao mais
fidedigna de patologias genéticas do feto comparativamente a estratificacdo de risco
oferecida pelo RCPT atualmente utilizado. Assim, pelo menor niimero de falsos positivos,
menos gestacoes sem aneuploidias fetais sao sinalizadas para testes invasivos.4.11:23.28

O estudo apresentado fez um levantamento de todas as gravidas que realizaram o teste
pré-natal nao invasivo por cffDNA no CHUCB desde fevereiro de 2016 até marco de 2022,
com um total de 197 gestacoes elegiveis apos aplicados os critérios de exclusao necessarios.

Através da caracterizagdo da amostra, percebe-se que a maioria das mulheres que
optaram por realizar NIPT tém mais de 35 anos (91.9%). Isto pode dever-se ao facto da
amostra obtida estar incluida na populagio obstétrica que faz o acompanhamento da sua
gravidez no hospital, correspondendo habitualmente a gestacdes de risco acrescido, o que
foi também traduzido por 95.43% das gestagoes serem de alto risco. Sabendo que a idade
materna avancada (>35 anos) é um dos fatores que aumenta o risco da gestacao e que leva
ao encaminhamento para consulta hospitalar, seria de esperar que a maior parte das
gestacoes incluidas nesta amostra se encontrasse nessa faixa etaria.

Por outro lado, 4.57% da amostra correspondeu a gestacoes gemelares, uma
populacdo em que o NIPT podera ter particular interesse dado estar demonstrado terem um
risco acrescido nos testes invasivos.!3 Verificou-se ainda que 15.7% das gravidas que
optaram por realizar NIPT conseguiram a gestacdo atual com recurso a técnicas de
procriacdo medicamente assistida. Este é outro grupo que se compreende optar pelo NIPT
em detrimento de testes invasivos na tentativa de evitar riscos que possam nao ser
essenciais, face a dificuldade e muitas vezes as tentativas repetidas para obter uma gravidez
viavel.

Relativamente ao tipo de NIPT que as gestantes preferem, verificou-se uma tendéncia

para optar pelo teste mais basico da marca Harmony (47.2%), correspondendo ao teste mais
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barato de entre as opcoes, e pelo teste mais completo da marca Trust (26.9%), que em
oposicao é a opcao mais dispendiosa dos testes apresentados. Salienta-se, no entanto, que
os testes da Trust foram introduzidos posteriormente aos da Harmony, em marcgo de 2019.
Estes resultados mostram que, embora o preco possa ser um fator que é tido em conta na
decisao do teste NIPT, uma percentagem relevante de gestantes acabou por optar pelo teste
mais completo e, por conseguinte, mais caro, o que demonstra preocupacao e interesse em
conhecer patologias fetais. Por outro lado, atribui-se o nimero reduzido de gravidas que
realizaram o Prenatest a sua introducdo mais tardia, em fevereiro de 2019, e a sua
descontinuac¢ao em Portugal, tendo os tltimos do CHUCB sido realizados em abril de 2021.

Sabe-se que varios fatores podem afetar a FF obtida no NIPT.29-3¢ O presente estudo
procurou estabelecer uma associagio entre os resultados discordantes obtidos pelo NIPT
com as caracteristicas maternas e da gestacao que possam interferir com a FF. Constatou-se
que, nestes casos, todas correspondiam a gestacoes tnicas com RCPT de baixo risco.
Observa-se que nos 3 falsos positivos as gestantes tinham idade superior a 35 anos. No
entanto, sabendo que 91.9% da amostra tinha idade superior a 35 anos, este achado nao
pode ser valorizado. Apurou-se ainda que nos resultados verdadeiros negativos e
verdadeiros positivos, a mediana do IMC das gestantes foi inferior a 24.90Kg/m2, enquanto
nos falsos positivos a mediana do IMC foi de 27.80Kg/m2, correspondendo a gestantes com
excesso de peso. Conhecendo-se a associagio entre o excesso de peso materno e o aumento
da proporcao de ADN livre materno face a FF, poder-se-ia esperar que estes casos
apresentassem uma FF reduzida, podendo este ser um fator precipitante dos resultados
falsos positivos obtidos.29-31:33.35 Contudo, estatisticamente nao se verificou uma associagao
significativa por serem nimeros residuais na amostra. Salienta-se, por fim, que 2 dos 3
falsos positivos indicavam uma elevada probabilidade de T13 fetal, o que nao se verificou,
embora esteja demonstrado que a trissomia 13 tem taxas de falsos positivos superiores, pelo
que este achado vai de encontro ao descrito na literatura.28-3

No que concerne aos resultados indeterminados, todos tinham em comum as
gestantes terem idades superiores a 35 anos, facto que pode ser explicado pelo motivo
supracitado. Além disso, 3 dos 4 casos coincidiam ser gestacoes obtidas com recurso a
técnicas de PMA. Sabe-se que estas tendem a apresentar FF menores comparativamente as
gestacOes por concecdo espontanea, um fator que contribui para que se obtenham
resultados indeterminados.3¢ Obteve-se ainda que 2 das 4 gestantes faziam terapéutica com
heparina, o que podera ter interferido com o resultado por reduzir os fragmentos de
cffDNA.3° Estes testes foram repetidos e verificou-se que nao existiu nenhum caso de

aneuploidia.
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Passando a analise do desempenho do RCPT e do NIPT, salienta-se que neste estudo
apenas foi possivel considerar as principais aneuploidias, ja que sdao as que todas as opcoes
dos testes NIPT realizados incluem em comum.

A evidéncia sugere que o NIPT apresenta melhor sensibilidade e especificidade, e
menos casos de falsos positivos para aneuploidias do que o RCPT.4':28 Na presente amostra,
verificou-se que o NIPT efetivamente alcancou um desempenho superior no rastreio de
aneuploidias comparativamente ao RCPT utilizado. As AUC geradas demonstraram que o
RCPT teve uma capacidade discriminativa aceitavel enquanto o NIPT conseguiu uma boa
capacidade discriminativa na detecao destas cromossomopatias.

A primeira hipo6tese inferencial colocada postula que o NIPT poderia ser utilizado
como método de rastreio pré-natal de primeira linha, substituindo com seguranca o RCPT
atualmente utilizado e que, consequentemente, permitiria diminuir o nimero de testes
invasivos necessarios.!8:44-46 Para tal, importa considerar que na presente amostra, o NIPT
foi capaz de detetar 3 dos 4 casos de aneuploidias fetais, comparando com os 2 casos
detetados pelo RCPT. Aplicado a populacao geral, o NIPT apresentou melhor performance
em todos os parametros comparativamente ao RCPT, incluindo maior sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.

E ainda de realcar os falsos positivos obtidos pelo NIPT (1.52%) comparativamente ao
RCPT (21.62%). Esta demonstrado que o RCPT consegue atingir 5% FP, uma percentagem
bastante menor do que a conseguida na presente amostra. Contudo, deve ser tido em conta
que a selecdo da amostra teve por base a realizacdo de NIPT, sendo que estas gestagoes
tinham uma média de idade materna aumentada (37 anos), bem como uma percentagem
significativa de RCPT positivos (29.4%).9 Além disso, o limite utilizado na definicdo do
grupo de risco intermédio foi um valor amplo, o que podera também ter conduzido ao valor
obtido.

Verificou-se que 32 gestacoes da amostra tinham critério para realizar amniocentese
e, paralelamente, houve 6 casos de NIPT positivos na amostra total, incluindo uma gestacao
que ja tinha indicacao para amniocentese sem consideracao do NIPT. Assim, o NIPT como
teste de primeira linha permitiria diminuir de 14 para 6 as amniocenteses indicadas pelo
rastreio de primeiro trimestre, correspondendo a uma reducao de 57.14%. Além de ser uma
diminuic¢ao significativa, permitiria evitar o teste invasivo em 92.5% dos casos em que o feto
era euploide.

Desta forma, verifica-se que na presente amostra o NIPT poderia substituir com
seguranca o RCPT utilizado, com uma maior sensibilidade e especificidade para a detecao
das trés aneuploidias mais frequentes e um numero significativamente menor de falsos
positivos, diminuindo efetivamente o namero de testes invasivos necessarios. Salienta-se

ainda que, utilizando o NIPT em substituicao do rastreio combinado, o seu resultado devera

37



A eficacia do teste pré-natal nao invasivo (NIPT Cell-free DNA): A experiéncia do CHUCB

ser tido em conta em conjunto com os achados ecograficos e a determinacao da
alfa-fetoproteina, de forma a possibilitar a detecio de outras complicacbes além das
aneuploidias, tal como defeitos do tubo neural ou outras malformacdes fetais.10-20:33

A segunda hipoétese inferencial em analise é que o NIPT poderia ser utilizado como
teste de rastreio pré-natal de segunda linha, em consequéncia de um RCPT de risco
intermédio ou elevado, diminuindo o niimero de testes invasivos necessarios.'-28 Verifica-se
que na populacao com RCPT positivo o NIPT atingiu a sua melhor performance, com maior
especificidade e valor preditivo positivo, e com igual valor preditivo negativo e sensibilidade
atingida pelo NIPT aplicado a populacao geral. Ao mesmo tempo, esta estratégia permitiu
nao obter nenhum falso positivo.

Considerando as gestantes com RCPT positivo (n=42), pode verificar-se que apenas 2
casos correspondiam a aneuploidia, pelo que, se tivéssemos em conta apenas o RCPT,
poderia ser sugerido estudo adicional através de um teste invasivo confirmatoério a 40
gravidas com fetos euploides. Segundo as diretrizes da ISUOG, mesmo que destas apenas
fosse proposta amniocentese as gravidas com RCPT de alto risco de aneuploidia, e segundo
os limites atualmente em vigor, entdo 14 gestantes fariam o teste diagnostico invasivo.
Tendo em conta que estas 14 gravidas realizaram NIPT e apenas uma obteve resultado de
elevada probabilidade para aneuploidia, entdo adotando o NIPT como segunda linha em
casos de RCPT positivo apenas esta gestante realizaria amniocentese, que por sua vez viria
a revelar ser um caso de T21. Esta opcao permitiria assim diminuir o nimero de
amniocenteses indicadas pelo resultado dos rastreios de 14 para apenas 1, correspondendo
a uma reducao de 92.86%. Pesa, no entanto, que nas restantes 13 gestacoes existia um caso
de triploidia 69,XXX que nao seria detetada, sendo esta uma limitacdo dos testes NIPT
utilizados por nao permitirem testar para todas as aneuploidias. Porém, sendo esta uma
aneuploidia incompativel com a vida, e muitas vezes suspeitada por anomalias detetadas
por ecografia, o NIPT nao afetaria o desfecho desta gestacao.

E por isso possivel concluir que, através da utilizacio de NIPT na populacio com
RCPT positivo, se poderia reduzir de forma substancial e segura o nimero de testes
invasivos necessarios pelos falsos positivos do RCPT. A partir desta analise, verifica-se que
o teste NIPT quando utilizado como segunda linha num esquema sequencial, aplicado aos
casos de RCPT positivo, apresenta a melhor performance e efetivamente permite diminuir
o nimero de testes invasivos necessarios.

Em suma, na populacao geral o NIPT detetou 3 dos 4 casos de aneuploidias e
apresentou 3 falsos positivos, enquanto o NIPT dirigido a populacdo com RCPT positivo
alertou para 1 dos 2 casos de aneuploidias (sendo o restante nao detetavel por NIPT), sem
casos de falsos positivos. Em ambas as situacoes, através do uso de NIPT quer na populacao

geral, quer nos casos com RCPT positivo, nao se obtiveram falsos negativos e atingiu-se a
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mesma sensibilidade e valor preditivo negativo. Por sua vez, a especificidade e o valor
preditivo positivo foram superiores quando o NIPT foi realizado na populagdo com RCPT
positivo, atingindo 100%. Apura-se também que a exatidio demonstrada pelo teste na
segunda hipotese foi superior.

Relativamente a possiveis complicacoes resultantes dos testes diagnosticos invasivos,
nao se verificaram efeitos adversos na presente amostra em consequéncia destes
procedimentos. Tal pode dever-se ao reduzido nimero de amniocenteses realizadas na
amostra, bem como as boas praticas dos obstetras da unidade e cuidados adotados durante
e apos a técnica.

Por fim, salienta-se que em 75% dos casos em que foram diagnosticadas aneuploidias
no periodo pré-natal, os progenitores optaram por realizar uma IMG. O caso com desfecho
em nado-vivo corresponde ao Sindrome de Klinefelter, para o qual nao é autorizada IMG
exceto se na presenca de malformacoes severas. Estes valores vao de encontro a proporcao
nacional que entre 2018—-2019 correspondeu ao desfecho de 80.8% dos casos de anomalias

cromossOmicas em IMG.!
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5. Conclusao

Perante os resultados obtidos, e tendo em consideracdo apenas a detecdo das
aneuploidias compativeis com a vida mais frequentes, o NIPT apresentou um desempenho
superior ao RCPT, quer como rastreio de primeira linha, quer quando utilizado em segunda
linha apenas nos casos de RCPT positivo. Por este motivo, a sua utilizacao traria sempre
beneficios face ao rastreio atualmente implementado.

Contudo, quando utilizado em segunda linha ap6és um RCPT positivo, o NIPT
demonstrou ser superior na detecao de aneuploidias. Verificou-se uma maior sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e exatidao, atingindo 100%,
comparativamente a 66.67%, 78.02%, 4.76%, 99.3% e 77.84% no RCPT isolado,
respetivamente. Com esta associacdo dos dois métodos de rastreio, conseguiu-se reduzir
para o0 o nimero de falsos positivos no rastreio de aneuploidias do primeiro trimestre, o que
permitiria uma diminuicdo de 92.86% nos testes invasivos necessarios.

Assim, conclui-se que na populacdo obstétrica do CHUCB o NIPT apresentaria mais
vantagens se fosse introduzido como rastreio de segunda linha em esquema sequencial
perante um RCPT positivo. Esta op¢ao nao comprometeria a detecdo de aneuploidias e,
simultaneamente, permitiria diminuir o nimero de testes invasivos necessarios de forma
significativa.

Dadas as limitacoes deste estudo, assume-se que esta conclusao podera nao ser

extrapolavel, devendo ser entendida no respetivo contexto e amostra analisada.

5.1 Limitacoes do estudo

As principais limitacoes deste estudo prendem-se com a dimensao da amostra, que
veio mostrar ser reduzida face ao que era ambicionado, tanto em ntimero de testes NIPT
realizados como na baixa incidéncia de cromossomopatias, limitando as conclusoes que
podem ser retiradas desta investigacao. Tal deve-se ao foco num teste com custos elevados
suportados inteiramente pelos utentes, e por se enquadrar num hospital com um nimero
reduzido de acompanhamento de gestacoes anual quando comparado com outros centros
hospitalares. Por estes motivos, é possivel que a amostra nao seja representativa da
populacdo nacional e que possa existir viés na inferéncia de potenciais resultados e
vantagens do NIPT. Ainda assim, conseguiu-se corroborar as hipteses em estudo e obter
conclusoes aplicaveis a populacao do CHUCB.

No presente estudo podem também ser identificadas algumas limitacGes

relacionadas com o seu caracter transversal retrospetivo.
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Por ser um estudo retrospetivo, a obtencao de alguns dados foi impossibilitada.
Nomeadamente, o desfecho da gravidez, o fen6tipo a nascenca e resultados de exames
quando estes foram realizados noutras institui¢coes. Em varias utentes o resultado do
proprio RCPT nido estd disponivel para consulta por ser anexado ao processo clinico
eletrénico e ndo integrado no mesmo como os exames realizados no CHUCB. A obtencao do
resultado dos testes NIPT esteve também limitado ao seu registo em contexto de consulta,
j& que por nao ser analisado no CHUCB nao é possivel consultar o respetivo relatorio.

Pesa ainda um possivel viés de informacao pelo desenho transversal deste estudo, ja
que a recolha de informacao baseada em registos passados elaborados por terceiros nos
processos clinicos pode ter implicagcdes na causalidade e associacGes encontradas. Pelo uso
do Boletim de Satide da Gravida no contexto de consultas, é possivel que haja dados que
foram recolhidos mas registados neste documento em vez do processo clinico eletronico,
limitando os dados que estdo acessiveis para consulta e consequentemente a obtencao da
totalidade das informacoes necesséarias a este estudo.

Finalmente, existe um possivel viés por, na inexisténcia de cari6tipo, se ter
considerado a auséncia de caracteristicas fenotipicas como representativo de euploidia, o
que em alguns casos se assuma que possa nao ser equiparavel.

Considera-se, no entanto, que a amostragem e metodologia utilizadas foram
adequadas e que foram adotadas medidas para a obtencao de conclusdes validas para a

populacao obstétrica do CHUCB.

5.2 Linhas futuras de investigacao

Este estudo incluiu apenas a populagao de gravidas do CHUCB, podendo ser uma
amostra pouco representativa da populacdo portuguesa. Por este motivo, e sendo o NIPT
um teste que jA demonstrou resultados tdo promissores, seria interessante expandir a
investigacao para a realidade nacional.

Outras linhas de investigacao poderiam ser desenhadas, trazendo dados de interesse
para a discussao sobre a adocao do NIPT: uma comparando a performance do NIPT com o
do rastreio integrado do 1° e 2° trimestres; outra com um grupo controlo a quem sejam
aplicados os métodos de rastreio atualmente implementados e comparar os resultados com
o grupo em estudo que tenha realizado NIPT sem consideracao do RCPT, ou aplicado
apenas as gestacoes com um RCPT de risco elevado e intermédio. Seria também de relevo o
desenvolvimento de estudos de custo-efetividade e custo-beneficio destas estratégias.

A continuacao do estudo da aplicacdo do NIPT a populacao portuguesa através de
investigagoes futuras podera trazer conclusoes interessantes para uma possivel inclusao do

NIPT como rastreio implementado pelo SNS.
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~7. Anexos

~.1 ANEXO I — Parecer da Comissio de Etica do Centro

Hospitalar Universitario Cova da Beira

,,,,,,

B -, JCentro
i, = Hospita[ar Universiciny

Cova da Beira, EPE.

- Comihi/Funddo

IMPRESSO

Parecer da Comiss3o de Etica para a Satde

Cédigo: CHUCB.IMP.COMET.01 Edicgo: 5 Revisdo: 1

i Parecer n2: 09/2022

Data: 2022-02-16

| Assunto: Estudo ne 04/2022 - "A eficacia do teste pré-natal ndo invasivo (NIPT Cell-free DNA): a experiéncia

| do CHUCB"

Membros da CE do

CHUCB:

Prof. Doutor Manuel
Passos Morgado
(Presidente,
Farmacéutico)

Dra. Ana Paula Torgal
Carreira
{Vice-Presidente,
Assistente Social}

Dr. Luis Manuel Ribeiro
(Médico)

Enf. Maria Gabriela
Ramalhinho
(Enfermeira)

Dra. Maria Teresa Bordalo
Santos
(Psicologa)

Dr. Luis Manuel Carreira
Fiadeiro
(Jurista)

Dr. Antdnio Luciano Costa
(Tedlogo)

Exma. Senhora Investigadora:
Ana Filipa da Silva Clemente

A Comissdo de Etica do Centro Hospitalar Universitdrio Cova da Beira, em reunidao
realizada em 2022-02-16, deliberou emitir parecer relativamente a realizacdo do
Estudo n2 04/2022 - "A eficacia do teste pré-natal ndo invasivo (NIPT Cell-free DNA): a
experiéncia do CHUCB"

Membros da CES do CHUCB presentes:

Prof. Doutor Manuel Passos Morgado
Dra. Ana Paula Torgal Carreira

Enf2 Maria Gabriela Ramalhinho

Dra. Maria Teresa Bordalo Santos

Dr. Luis Manuel Ribeiro

Dr. Luis Manuel Carreira Fiadeiro

Parecer:
Apreciado o projeto do estudo, foi decidido por unanimidade dos votantes emitir
parecer favoravel a sua realizacdo.

Este parecer ndo dispensa eventuais requisitos ou procedimentos por parte do
Responsavel pelo Acesso a Informagdo (RAI) ou do Encarregado de Protegdo de Dados
(EPD) desta institui¢do, no ambito do previsto no Regulamento Geral sobre a Protegdo
de Dados (RGPD) ou noutra legislagdo aplicavel quanto a acesso, tratamento e
protecdo de dados.

A realizagdo do estudo carece da necessdria autorizacdo por parte do Exmo. Conselho
de Administragdo do CHUCB e no seu decurso pode ser sujeito a auditorias.

O Presidente da Comisséo de Etica do CHUCB

/‘/.7,-,,,,( / {/‘,- sal

7 =
(Prof. Doutor Manuel Passos Mo/rﬁ))

Pagino: 1de 1
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7.2 ANEXO II — Autorizacao do Conselho de Administracao

do Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira

| REPUBLICA ﬁ”"‘ SERVIGD NACIONAL - I Cntro
i Hospitalar
PORTHGUESA b a’ S N MR C:)lvs da Beira,EPE

SAUDE Kb #ham

Considerando, no ambito do estudo n® 04/2022 “A eficicia do teste pré-natal ndo invasivo

(NIPT Cell-free DNA): a experiéncia do CHUCB” que:

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

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

¢ Os intervenientes no processo comprometer-se a destruir os dados recolhidos apds a
conclusdo do estudo;

¢ Ointeresse publico revelado pelo presente estudo.

Foram verificadas as condicbes acima descritas autorizando-se a realizagdo do estudo e
solicitando-se ao Servi¢o de Gestiio de Produgdo e Apoio ao Planeamento — GEPI que fornega
os dados relativos a todas as gravidas seguidas no Hospital Péro da Covilhd, na consulta de
diagnéstico pré-natal ou de acompanhamento de gravidez, a quem tenha sido proposto o
teste NIPT ou amniocentese apas rastreio bioquimico de moderado e alto risco desde 2016 até
ao momento, 3 Dra Nélia Lamberta Pereira Rodriguez ou 'Dra Fernanda Taliberti Pereto

Meyer, médicas a exercer no Centro Hospitalar Universitario Cova da Beira.

Data: 28/02/2022

EPD RAI

’!I;jo P )—f—r::l-c.

Centro Hospitalar Cova da Beira
Hospital P&ro da Covilha | Alameda Péro da Covilh, 6200-251 Covilha, PORTUGAL | TEL + 351 275 33 00 00 FAX + 351 275 33 00 01 12
Hospital do Funddo | Av. Adelfo Portela, 6230-288 Fundio, PORTUGAL | TEL + 351 275 33 00 00 FAX + 351 275 751 257
E-MAIL administracao@chcbeira.min-saude.pt www.chcheira.pt
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