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Resumo

A determinagdo do sexo fetal utilizando o plasma materno ¢ um teste de diagndstico
pré-natal ndo invasivo (DPIN), oferecido as gestantes, principalmente para aquelas com risco
aumentado de terem criangas com doengas ligadas ao sexo. Por se tratar de uma técnica nao
invasiva, apresenta-se com maior vantagem sobre outros métodos de diagnodstico pré-natal
invasivos como a amniocentese, cordocentese ¢ a biopsia de vilosidades corionicas. O
diagnostico pré-natal (DPN) tem sido importante no acompanhamento de gestagdes com
anormalidades fetais, além de permitir um planejamento mais adequado para o parto e de
cuidados neonatais especificos. Dessa forma, o DPN tem sido estabelecido na pratica
obstétrica moderna e integra um conjunto de procedimentos para identificar uma
anormalidade no feto durante a gravidez. Diversas pesquisas tém buscado a utilizagdo de
novas tecnologias para o diagnostico pré-natal nao invasivo (DPNI). O uso de DNA fetal livre
(cffDNA) no plasma materno passou a ser uma alternativa promissora para diagnostico do
sexo ndo invasivo e precoce. O objetivo do presente trabalho ¢ realizar um estudo qualitativo
em pacientes gestantes, com idade gestacional variando de 6 a 20 semanas utilizando o teste
pré-natal ndo invasivo para a determinacdo precoce do sexo fetal pela técnica de qPCR.
Foram selecionadas 21 gestantes saudaveis, maiores de 18 anos e gestacao unica e atendidas
em clinica de ginecologia e obstetricia do Centro de Diagndstico Clinico UNIGEN
pertencente a Rede Privada de Atendimento a Saude da Cidade de Goiania-GO. Apds a coleta
de sangue venoso, houve a separacdo e o congelamento do plasma (-20°C). O material a ser
analisado seguiu para o laboratdrio da empresa Qiagen® localizado em Sao Paulo-SP, onde
foram realizadas a extragdo e purificacio do DNA utilizando equipamento automatizado
(QIAcube®, com o kit QIAamp® DNA Micro, empregando-se o protocolo “Purification of
viral nucleic acids from large body-fluid samples”, conforme especificagdes do fabricante), e
em seguida foi ralizada a técnica de PCR quantitativa (Rotor-Gene® Qiagen) para
amplificacdo de sequéncia Y especifica. Das 21 gestantes selecionadas, duas participantes
abortaram, sendo dessa forma excluidas do estudo. Os resultados revelaram que dos 19 casos
analisados, ao comparar os resultados da qPCR com o sexo fetal determinado pela
ultrassonografia (USG), 7/19 (36,8%) gestagdes com resultados positivos para 0 cromossomo
Y (determinando o sexo Masculino) e 11/19 (57,9%) gestagdes com resultado negativo para o
cromossomo Y (determinando o sexo Feminino) e apenas uma gestacio (5,3%) apresentou

resultado falso-negativo para o sexo masculino. A analise do indice de concordancia, entre os
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resultados da qPCR com a USG foi de 0,89. Esses resultados confirmaram uma boa
sensibilidade e especificidade do método para o periodo de gestagao estudado (média de 12
semanas), indicando que este procedimento deve ser utilizado na rotina médica como
ferramenta auxiliar nos casos onde a sexagem fetal torna-se necessdria para tratamento fetal

e/ou diminui¢do da ansiedade dos pais.

Palavras-chave: Sexagem Fetal, DPNI, qPCR, cromossomo Y.



Abstract

The determination of fetal sex using maternal plasma is a noninvasive prenatal
diagnostic test (NIPDT), offered to pregnant women, especially those with an increased risk
of having children with conditions X-linked inheritance. Because it is a non-invasive
technique, it presents a greater advantage over other methods of invasive prenatal diagnosis
such as amniocentesis, cordocentesis and biopsy of chorionic villi. The use of cell free fetal
DNA (cffDNA) in maternal plasma has become a promising alternative for the diagnosis of
noninvasive and early sex determination. The porpuse this study is to conduct a qualitative
test in pregnant women with gestational age ranging from 6 to 20 weeks using the
noninvasive prenatal test for the early sex determination of fetal by the real time PCR
technique. Twenty-one healthy pregnant women, over 18 years of age, single gestation and
attended at the Gynecology and Obstetrics Clinic of the Unigen Laboratory belonging to the
Private Health Care Network of the City of Goiania-GO were selected. After venous blood
collection, plasma was separated and frozen (-20 ° C). The material to be analyzed followed
the laboratory of the company Qiagen® located in Sao Paulo, SP, where DNA extraction and
purification were performed using fully automated equipment (QIAcube®, with the
QIAamp® DNA Micro kit, using the protocol "Purification of viral nucleic acids from large
body-fluid samples", according to the manufacturer's specifications), and then the quantitative
PCR technique (Rotor-Gene® Qiagen) was run for specific Y-sequence amplification. Of the
21 pregnant women selected, two participants aborted and were excluded from the study. The
results showed that, in the 19 cases analyzed, comparing the results of QPCR with fetal sex
determined by ultrasonography (USG), 7/19 (36.8%) pregnancies with positive results for the
Y chromosome (determining the male sex) and 11/19 (57.9%) pregnancies with a negative
result for the Y chromosome (determining the female sex) and only one gestation (5.3%)
presented false-negative results for males. The analysis of the concordance index, between the
results of the qPCR and the USG, found a concordance of 0.89. These results confirmed a
good sensitivity and specificity of the method for the gestation period studied (mean of 12
weeks), indicating that this procedure should be used in the medical routine as an auxiliary
tool in cases where fetal sexing becomes necessary for health fetal and/or decreased parents
anxiety.

Keywords: Fetal sexing, NIPDT, Anxiety parents, Real Time PCR.
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1 - INTRODUCAO

O Diagnostico Pré-Natal (DPN) ¢ um protocolo da pratica obstétrica moderna que
engloba um conjunto de procedimentos para identificar anormalidades no feto durante a
gestacao (LO, 2012). Além do mais, tem sido muito importante no monitoramento de
gestagdes com anormalidades fetais, permitindo um planejamento mais adequado do parto e
de cuidados neonatais especificos (DHALLAN, 2004 & CHIU, 2011). As anomalias fetais
afetam cerca de 1% dos recém-nascidos em todo o mundo e estd diretamente associado com
cerca de 20% da mortalidade infantil durante o primeiro ano de vida (SAYRES;CHO.2011 &
FAN et al.2008).

As perdas gestacionais mais frequentes estdo relacionadas com a ocorréncia de
alteragdes cromossomicas no concepto, que podem ser causa de mais de 80% dos casos de
abortos espontaneos (CHOI et al., 2014).

Na maioria dos casos, o diagndstico pré-natal para a detec¢do das aneuploidias ¢ a
andlise do caridtipo em liquido amnidtico ou das vilosidades coridnicas, que possuem
acuracia elevada, mas sdo dependentes de procedimentos invasivos de coleta de amostras de
material fetal diretamente do utero materno, durante o primeiro e segundo trimestre de
gestagdo. Por serem invasivas, essas abordagens carregam risco de 0,5% - 1,0% de perda da
gestagao (TABOR & ALFIREVIC, 2010).

Os métodos invasivos, apesar de fornecerem o material necessario para a analise, sdo
arriscados pois podem ocasionar problemas na gestagdo, juntamente com outras complicagdes
associadas a ruptura de membranas, ocasionando hemorragias, infeccdes e abortos, e em
alguns casos, podem até mesmo, induzir a morte materna (LO, 2012 & HERNANDEZ-
ANDRADE, 2002). Entre os métodos invasivos mais utilizados, incluem a Amniocentese,
Biopsia de vilosidades corionicas e Cordocentese (EVANS, 2005).

A amniocentese, conforme apresentada na Figura 01, envolve a pun¢do do amnio,
membrana mais interna em torno do material fetal, para retirada de um determinado volume
do liquido amnidtico, no qual contém células fetais a serem avaliadas. Este tipo de
procedimento ¢ realizado proximo ou na 15* semana de gestacdo. No entanto, esta coleta pode
ser realizada entre a 10* ¢ a 14* semana de gestacdao. Alguns estudos exemplificaram que,
quando realizada nesses periodos, eleva em 2% a taxa de perda gestacional (EISENBERG,

2002 & CASTANO, 2010).
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Figura 01. Ilustracdo da amniocentese. Procedimento destinado a coleta de

liquido amniotico para avaliacdo diagnodstica Pré-Natal.
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Liquido E
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: \\ ;/"

> \

& 5—Celulas

0 DNA € analisado e (20 s A . 5
para verificar W J
mutagoes g \ P

Em meio de cultura,

%gﬁ- as células crescem

Faz-se o cariotipo para verificacdo  As células sao analisadas para
de anomalias cromossomicas  verificar problemas metabélicos

Fonte: https://prontuarioidmed.websiteseguro.com/imagens/image/il03amniocentese.jpg

A Biopsia das Vilosidades Corionicas (BVC), apresentado na Figura 2, consiste na
obtencdo de material coridnico, rico em células trofoblasticas. A coleta normalmente ¢
realizada por meio da insercao de uma agulha na placenta por via abdominal ou transcervical.
Este procedimento permite a obtengdo de amostras fetais entre a 10* e 12* semana, porém
representa um incremento no risco para a mae e feto (ALFIREVIC, 2009 & MALONE,
2005).

Por outro lado, a cordocentese, indicado na Figura 3, ¢ realizada, na maioria das vezes,
a partir da 17" semana de gestacdo por meio de uma pungdo percutdnea do corddo umbilical

ou da veia femoral, obtendo dessa forma amostras de sangue fetal (MALONE, 2005).
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Figura 02. Ilustragdo de uma bidpsia de Vilosidade Coridnica para coleta de

amostras fetais. Em [A] método Transcervical e em [B] método Abdominal.

A I"-II",I B 'I"|I

!"Jq"\. :I‘r
Aparelho -1 f_ k‘*, P Agulha
de ultrassom ! | Placenta

Cateter Placenta

Fonte:http://www.msdmanuals.com/~/media/manual’/home/images/gyn_detecting_abnormalities b

efore_birth_pt.gif?la=pt&thn=0

Figura 03. [Ilustragdo de uma cordocentese.
Procedimento destinado a obten¢do de amostra de

sangue fetal.

Fonte: http://img.tfd.com/mk/S/X2604-S-08.png



Nos tltimos 15 anos, diversos estudos tém buscado a utilizacdo de novas tecnologias
para o diagnoéstico pré-natal (LEVI, 2003; MARTINHAGO, 2006; AVENT, 2009 & LO,
2006). A descoberta de DNA fetal livre presente na circulagdo materna abriu um novo
horizonte para investigacdo de técnicas ndo invasivas (AVENT, 2009).

Tendo como uma metodologia nao-invasiva a ultrassonografia ou ecografia, ha mais
de 30 anos, tém sido utilizadas como importantes ferramentas de diagnostico na avaliacao
gestacional. Os principais objetivos destes exames tém sido a observagao, por imagem do
desenvolvimento fetal, a identificagdo de possiveis anormalidades (AVNI, 2007).

Os métodos ndo-invasivos ndo oferecem riscos maternos e fetais. A ultrassonografia e
analise bioquimica de soro materno surgiram como métodos nao-invasivos para a triagem de
aneuploidias fetais (MALONE, 2005).

As complicagdes na gestagdo pelas técnicas tradicionais, como a amniocentese, a
biopsia das vilosidades corionicas e a cordocentese podem ser evitadas pela utilizagdo de
células fetais intactas e DNA fetal livre que circulam na corrente sanguinea da gestante
(BIANCHI, 2004). Como alternativa a tais metodologias, DNA fetal livre e circulante no
plasma materno tém sido intensamente pesquisado nas ultimas décadas para o
desenvolvimento e aperfeicoamento de métodos de diagndstico pré-natal ndo invasivo (LO et
al. 1998 & LO, 2000).

O primeiro relato de identificacdo de células fetais na circulacio materna foi
observado por Schmorl em 1893, que identificou a presenca de células trofoblasticas no
tecido pulmonar de pacientes que faleciam por pré-eclampsia (SCHMORL, 1893).

A liberagdo de DNA fetal no plasma materno ocorre devido ao continuo escape de
células fetais através da placenta, que sdo rapidamente destruidas pelo sistema imune
materno, liberando o DNA fetal livre na circulagdo (PERTL, 2001).

As células fetais aparecem na circulagdo materna precocemente no primeiro trimestre
e continuam presentes com o decorrer da gestagdo. A concentracdo do DNA fetal no soro e
plasma das gestantes aumenta gradativamente durante a gestacdo e sdo eliminadas da
circulagdo materna apos o parto (AVENT, 2009; RIJNDERS, 2003 & LO, 1999).

O uso de DNA fetal no plasma materno passou a ser uma alternativa promissora para o
diagnostico pré-natal ndo invasivo e precoce. Desde entdo, diversos avangos nesta dire¢do tém
sido feitos. Além da utilizagdo do DNA fetal livre para a sexagem do embrido e/ou feto, as
investigacdes de algumas desordens genéticas ja estao sendo consolidadas na pratica clinica

(WRIGHT, 2009; DING, 2004).
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Meétodos utilizando equipamentos de detec¢do por qPCR (Real Time quatitative
Polymerase Chain Reaction), possibilitam o menor risco de contaminagdo e a obtengdo de
niveis mais altos de sensibilidade (BIANCHI, 2004).

O método qPCR ¢ uma tecnologia de inovagdo que permite mensurar a taxa de
acumulo de amplificacdo através da deteccao de fluorescéncia emitida a cada ciclo da reacdo.
Este processo ¢ baseado numa relagdo quantitativa entre o nimero de DNA-alvo presente no
inicio da reagao de qPCR e o montante de produto amplificado durante a fase exponencial da
reagdo (LIM, 2013 & HEID, 1996).

A descoberta da presenca do DNA livre fetal no plasma materno de gestantes trouxe
uma grande evolug¢do, sendo um método valioso e acessivel para obten¢do de material
genético fetal, aplicavel para diagnostico e acompanhamento pré-natal. Desde entdo, diversos
avancos nesta direcdo tém sido feitos (TOUNTA, 2011).

Dessa forma, os esfor¢os iniciais, que eram focadas em isolamento e anélise de DNA
fetal circulantes, acabaram por ser um desafio. As aplicacoes clinicas t€ém sido continuamente
ampliadas devido ao avanco da tecnologia de deteccao molecular (COSTA, 2002).

Apesar destes avangos técnicos serem promissores, ainda sdo caros e complexos para a
maioria dos laboratorios. Contudo, € necessario simplificar e otimizar os procedimentos para
a area clinica. Uma abordagem alternativa para a determinagdo do sexo fetal e detec¢do de
anomalias fetais seria enriquecer as regioes de interesse (SPARKS, 2012).

Esta tecnologia desempenha um papel cada vez mais importante para a investigacao
pré-natal de forma segura e precisa (LIM, 2013).

Por motivos praticos a técnica de sexagem fetal utilizam sequéncias do cromossomo Y
em gravidas de fetos masculinos (NICOLAIDES, 2011 & BIANCHI, 1997). Uma vez
comprovada a reprodutibilidade e sensibilidade do método, outros alvos estdo sendo
investigados, entre estes destacam-se a determinacdo do gendtipo Rh(D), a B-talassemia, a
acondroplasia e alvos de diagndstico para a identificagdao de fetos portadores da sindrome de

Down (BIANCHI, 1996 & FAAS, 2012).
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1. Investigacio e Diagnostico Pré-Natal

O rastreamento pré-natal ¢ amplamente utilizado para triagem de anormalidades
cromossdmicas. A sindrome de Down (Trissomia 21), sindrome de Edwards (Trissomia 18) e
a sindrome de Patau (Trissomia 13) sdo os trés disturbios aneuploides com consequéncias
significativas que podem ser detectados por meio da avaliacdo pré-natal (RESTA, 2005 &
RODECK, 2009) .

No entanto, o teste pré-natal € realizado a partir da andlise citologica e genética por
métodos invasivos e ndo invasivos (NICOLAIDES, 2011). Os procedimentos convencionais
de diagndstico pré-natal utilizam métodos invasivos. Esses procedimentos trazem um risco
pequeno, mas definitivo para o feto, podendo acarretar a perda fetal em torno de 0,5% a 2%,
isso reservados apenas para aquelas gestacdes consideradas de alto risco para doencas
cromossdmicas como idade materna avangada, historia familiar de cromossomopatias, abortos
repetidos e presenca de malformagdes ao ultrassom (BIANCHI, 1996; BIANCHI, 1997,
FAAS, 2012; LO, 2005 & ALFIREVIC, 2009).

Desenvolver técnicas que possibilitassem o acesso ao material fetal, sem a necessidade
de interferéncia a satde do feto e da mae por procedimentos invasivos foi motivado a partir de
1969, quando ficou conhecido que células fetais integras atravessavam a barreira placentéria e
podiam ser encontradas na corrente sanguinea materna (WALKNOWSKA et al., 1969). Em
1997, Lo e colaboradores demonstraram a presenca de cffDNA (DNA fetal livre, do inglés
cell free fetal DNA) originario do cromossomo Y no plasma e no soro de gestantes que
carregavam fetos masculinos e estimularam ainda mais o desenvolvimento dessas
metodologias como um atrativo recurso de diagndstico pré-natal ndo invasivo (BIANCHI,
1999; LO et al. 1998, CHAN et al. 2004).

A partir deste momento, diversos estudos sobre a utilizagdo de material fetal
disponivel na circulagdo materna foram publicados em diversas dreas do diagndstico pré-natal
ndo invasivo, visando sempre a sua aplicabilidade na area clinica, a fim de minimizar os
riscos e a necessidade dos procedimentos invasivos (MARTINHAGO et al. 2006).

Inicialmente, os esfor¢os se focaram nas pesquisas sobre a determinagdo do sexo fetal
e na genotipagem do gene RA(D) e resultaram em exames hoje oferecidos por laboratorios
académicos e particulares de muitos paises, inclusive do Brasil (MARTINHAGO et al. 2006;
NEWSON, 2008; HILL et al. 2011).
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A partir do século XIX, quando se observou pela primeira vez a presenca de células
fetais em parénquima pulmonar materno associada a eclampsia (SCHMORL, 1893), a
deteccdo das mesmas em sangue periférico materno permanece com objeto de intensas
pesquisas. Apos alguns anos, pesquisadores da area de oncologia constataram a presenca de
DNA tumoral livre no plasma de pacientes com cancer de pancreas (LEON, 1977 & LO,
2012). Baseados nestes dados, Lo e colaboradores (1997), descobriram a presenca de DNA
fetal circulando livre no plasma e soro de mulheres gravidas (LO, 1997 & BISCHOFF, 2005).

Neste mesmo estudo foi sugerido que o DNA fetal livre derivado de plasma ou soro
materno poderia ser um recurso alternativo nao invasivo de obtencdo de material fetal para
diagnostico pré-natal. Utilizando amplificacio por PCR convencional de sequéncias
especificas do cromossomo Y, Lo e colaboradores (1997) identificaram DNA fetal em
amostras de soro ¢ plasma de mulheres gravidas de fetos do sexo masculino (FAAS, 2012;
LO, 2006 & WRIGHT, 2009).

Este mesmo grupo em 1998, desenvolveu um trabalho com o objetivo de quantificar a
concentragdo do DNA fetal livre no plasma materno. Foi estimado que a fragdo da quantidade
de DNA fetal livre no inicio da gestacdo ¢ em média de 3,4% a 6,2% do total de DNA no
plasma materno em gestagdes do primeiro ao terceiro trimestre (LO, 1998). Constataram
também que a concentracdo média de DNA fetal livre em plasma materno ¢ cerca de 21 vezes
maior em comparagdo com células intactas.

Metodos mais recentes utilizaram equipamentos de deteccao em tempo real (qPCR),
possibilitando com isso menor risco de contaminagdo ¢ a obtengdo de niveis mais altos de
sensibilidade (BIANCHI, 2004). Em 2002 Bischoff, realizou o diagnéstico da trissomia do
cromossomo 21 utilizando qPCR em DNA fetal extraido de sangue materno com
sensibilidade de 95 a 100% e especificidade de 100% e um menor risco de contaminagio
(BISCHOFF, 2002).

Durante a gestacdo, o tecido fetal que fica em contato direto com a circulagdo
sanguinea materna ¢ a placenta. Esta estrutura conecta o feto em desenvolvimento ao
organismo materno para permitir a entrada de nutrientes, elimina¢do de excretas e as trocas
gasosas. Ela é composta por uma parte materna: a decidua (endométrio durante a gravidez) e
por uma parte fetal: a placa corionica (que contém as vilosidades corionicas). Entre essas
duas partes ¢ formada uma lacuna, chamada de espaco interviloso, que ¢ preenchida por

sangue materno. A camada mais externa da placa coridnica ¢ revestida por células
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denominadas por trofoblastos, células fetais que ficam em contato direto com o sangue
materno (LO, 2000).

A liberacdo de DNA fetal no plasma materno ocorre devido ao continuo escape de
células fetais (trofoblastos) através da placenta, que sdo rapidamente destruidas pelo sistema
imune materno, liberando o DNA fetal livre na circulagcdo (PERTL, 2001). Adicionalmente, a
apoptose das células fetais ¢ também um mecanismo realizado, além dos processos de morte e
lise celular (BISCHOFF, 2005 & ANGERT, 2003).

Porém, ¢ importante salientar que os trofoblastos sdo a maior fonte de acidos nucléicos
fetais na circulacao materna, os quais sao liberados através da apoptose durante o crescimento
e remodelamento placentdrio, tornando primordial o estudo e compreensdo do papel da
placenta na fisiopatologia da gestacdo normal e patologica, aumentando as possibilidades de
um potencial método para o diagnostico pré-natal ndo invasivo (LITTON, 2009; TOUNTA,
2011; FLORI, 2004 & LICHTENSTEIN, 2001).

Uma andlise quantitativa do DNA fetal presente no plasma realizada por Lo e
Colaboradores (1998) demonstrou que este pode compor até 3-6% do DNA total presentes no
plasma (LO,1998 & LO, 2012). As células fetais aparecem na circulagdo materna
precocemente no primeiro trimestre e continuam presentes com o decorrer da gestacdo. A
concentracdo do DNA fetal no soro e plasma das gestantes aumenta gradativamente durante a
gestagdo e sao completamente eliminadas da circulacdo materna apds o parto (AVENT, 2009;
LO, 1999 & RIINDERS, 2003). Além disso, a depuragdo deste material ¢ rapida, com meia
vida de 16 minutos, uma média de 4 a 30 minutos (LO, 1998; LO, 1999 &, LO 2002).

A detecgdo qualitativa de sequéncias de DNA fetal tem implicagdo pratica em
diagnosticos moleculares pré-natais de sexagem fetal associada a doencas ligadas ao sexo,
genotipagem do gene Rh(D), desordens autossOmicas recessivas, como distrofia miotdnica,
acondroplasia e doenga de Huntington ou desordens monogénicas, como a fibrose cistica e
hemoglobinopatias ( LO, 1997; TOUNTA, 2011; COSTA, 2002 & KEYMOLEN, 2007).

O volume de cffDNA no sangue materno ¢ um importante pardmetro que afeta a
acurdcia dos testes genéticos pré-natais ndo invasivos, principalmente, porque resultados
falso-negativos podem surgir em amostras nas quais hd uma fracdo baixa do DNA fetal
(McCULLOUGH et al. 2014).

Apesar do plasma e soro materno conterem DNA fetal livre, o plasma ¢ o material de
escolha para uso em diagndstico pré-natal, pois a concentracdo de DNA materno misturado ao

fetal ¢ menor (SESARINI, 2010).
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No entanto, o uso do DNA fetal livre para o rastreamento pré-natal ndo invasivo ainda
¢ limitado pela pequena porcentagem de DNA fetal livre que € recuperado do plasma das
gestantes (BISCHOFF, 2005). A fracdio de DNA fetal recuperada representa
aproximadamente 5 a 10% do total de DNA circulante no plasma materno em gestacdes de
primeiro e terceiro trimestre respectivamente (LO, 1998). Sendo assim, ainda existem
desafios técnicos a serem ultrapassados antes da viabilizacdo desta op¢ao como teste pré-natal

de rotina.

2.2. A Técnica qPCR (Real Time Quantitative PCR)

A gPCR consiste em amplificar e quantificar as copias de DNA in vitro usando os
elementos basicos do processo de replicagdo natural (NASCIMENTO et al., 2010).

Um dos objetivos mais almejado no diagndstico ndo invasivo pré-natal ainda ¢ a
deteccao de sexo fetal e a identificacdo de aneuploidias (DANIELS, 2009). Assim, ainda ¢
necessario que novas pesquisas desenvolvam caminhos alternativos, com o objetivo de
aumentar a deteccdo da fragdo fetal que compde o DNA circulante no sangue de gestantes,
permitindo melhor assisténcia no periodo pré-natal.

A descoberta do DNA fetal livre circulante no plasma materno tem levado a
introdu¢ao de novos métodos ndo invasivos de deteccao de sexo fetal e aneuploidias. Nos
ultimos anos estes métodos tem sido amplamente testado em aplicagdes clinicas (CHIU,
2012).

O método qPCR ¢ uma tecnologia de inovagdo com uma metodologia consolidada que
permite mensurar a taxa de acimulo de amplificagcdo através da detec¢do de fluorescéncia
emitida a cada ciclo da reacdo (LIM, 2013; HEID, 1996). Este processo ¢ baseado numa
relagdo quantitativa entre o nimero de DNA-alvo presente no inicio da reacdo de PCR e o
montante de produto amplificado durante a fase exponencial da reacao (SIKORA, 2010). .

O gPCR representa um avancgo tecnoldgico, ja que esta técnica apresenta a capacidade
de gerar resultados quantitativos, permite o acompanhamento da reacdo e apresenta resultados
de forma precisa e rdpida, em comparacdo ao PCR convencional que apresenta resultados
apenas de forma qualitativa (PERTL, 2001).

Sendo assim, esta tecnologia desempenha um papel cada vez mais importante para a

investigacao pré-natal ndo invasiva (LIM, 2013).
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O conceito fundamental para se entender a reacdo de qPCR ¢ o ciclo de threshold
(CT). Inicialmente, se determinam os niveis de ruido fluorescente (linha de base ou baseline),
e a partir desta referéncia o CT serd definido. O CT compreende-se por uma linha de base no
intervalo entre 3° a 5° ciclos, precedentes ao primeiro ciclo que se inicia o sinal fluorescente
de amplificacdo. O CT ocorre quando a fluorescéncia ultrapassa a linha de threshold, a qual
pode ser fixa ou determinada pelo operador. A linha de threshold deve ser determinada na
fase exponencial da curva para resultados mais precisos, ja que se presume que esta fase seja
caracterizada pela eficiéncia méaxima da reagdo (PERTL, 2001).

A partir do principio de que a qPCR reflete o numero de copias do DNA-molde,
quanto maior a concentra¢do deste DNA, ou quanto maior o nimero de coOpias iniciais, mais
precocemente vai aparecer a fluorescéncia e consequentemente, menor sera o valor obtido do
CT (LIM, 2013).

Outra definicdo importante em qPCR ¢ o ARn (basiline corrected normalized
fluorescence), que nada mais € do que a fluorescéncia basal emitida naturalmente pela reacao
e os reagentes. Quanto maior o ARn mais robusta e eficiente foi a reagdo. O valor do ARn
depende de vérios fatores, dentre os mais importantes estdo o desenho dos primers e a sonda,
determinando a eficiéncia da reagdo, concentracdo de primers e sonda e o conjunto de todos
os demais reagentes, ou seja, reflete diretamente a eficacia com que a reagdo foi realizada
(SIKORA, 2010).

O uso da qPCR na determinagdo do sexo fetal pelo sangue materno, tem o objetivo de
quantificar o DNA fetal plasmatico, baseado na identificagdo de sequéncias especificas do
cromossomo sexual Y, na qual apresenta uma sensibilidade de 95% de especificidade
(BISCHOFF, 2002 & ZOLOTUKHINA, 2005).

Consequentemente a metodologia da qPCR oferece dados em tempo real e, possui um
sistema fechado, sendo menos susceptivel a contaminacdo. Além disso, ¢ uma metodologia
que mostra resultados quantitativos. Isto demonstra seu emprego em varios estudos na
determinagdo e na concentragdo de DNA fetal livre em plasma materno. Além disso, ¢
sensivel o suficiente para detectar o DNA de uma unica copia (PERTL, 2001 & SIKORA,
2010).
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2.3. Sexagem Fetal

Uma das aplicagdes mais avancadas de cffDNA para o diagnostico pré-natal ¢ a
determinacdo do sexo fetal para gestagdes com alto risco de doencas ligadas ao X e ou
doengas enddcrinas masculinizantes (exemplo, hiperplasia congénita da supra renal), a fim de
reduzir a necessidade de testes invasivos e tratamentos desnecessarios (ZOLOTUKHINA,
2005).

Os processos de determinagdo e diferenciagdo sexuais estdo intrinsecamente
associados a presenca ou a auséncia do cromossomo Y. Com a descoberta de que o DNA fetal
circula no plasma materno proporcionou a analise do sexo do feto a partir do plasma da mae.
Homens apresentam os cromossomos sexuais X € Y, enquato as mulheres apresentam dois
cromossomos X, sendo assim fica clara a estratégia utilizada para a sexagem fetal. A analise é
realizada extraindo-se DNA livre do plasma materno e amplificando sequéncias especificas
do cromossomo Y através da técnica da qPCR. As gestantes com feto do sexo masculino
(XY) apresentam o exame positivo, com amplificacdo de sequéncia especifica do
cromossomo Y. J& na gestacdo de um feto feminino (XX), os exames dao resultados
negativos, isto é, ndo apresentam amplificagdes de sequéncias especificas do cromossomo Y
(BISCHOFF, 2002).

Apesar da tecnologia de amplificacdo de sequéncias especificas de DNA, através da
técnica qPCR, ser bastante eficiente, existe problema de sensibilidade, ja que a quantidade de
DNA fetal ¢ muito baixa. Sendo assim, dependendo da concentracdo de DNA fetal presente
no plasma materno podem ser gerados falsos resultados de feto feminino (SEKIZAWA,

2001).

2.4. O cromossomo Y (sequéncias Y-especificas)

O genoma humano estd organizado em 23 pares de cromossomos (22 pares de
autossomos € um par de cormossomos sexuais). Cada um dos pais contribui com um par de
cromossomos. Os cromossomos X e Y, também conhecidos como 0s cromossomos sexuais,
determinam o sexo biologico de um individuo: As fémeas herdam um cromossomo X do pai
para um genotipo XX, enquanto os machos herdam um cromossomo Y do pai para um
gendtipo XY (maes passam apenas o cromossomo X para os filhos e as filhas). A presenca ou

auséncia do cromossomo Y ¢ critica, pois este contém os genes necessarios para substituir o
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padrdo biolégico — desenvolvimento feminino — e provoca o desenvolvimento do sistema
reprodutor masculino (CAROLINA, 2013).

Diversos estudos sobre a determinacdo do sexo fetal no plasma materno foram
publicados por sequéncia Y-especifica do cromossomo. Alguns marcadores sdo utilizados
para esta finalidade, dentre eles pode-se destacar o gene SRY e o DYS14 marcador de
multiplas copias do gene TSPY — gene que codifica uma proteina testiculo-especifica

localizado no cromossomo Y, conforme apresentado na Figura 4 (DONABELA, 2008).

Figura 4. Ideograma do Cromossomo Y evidenciando os loci
das sequéncias Y-especificas. As setas indicam o gene SRY e

o marcador multi-copias DY S14 localizado no gene 7SPY.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Realizar o teste molecular pré-natal ndo invasivo para determinagdo precoce do sexo a

partir do DNA fetal livre presente no plasma materno utilizando qPCR.

3.1 - Objetivos Especificos

- Avaliar a sensibilidade, especificidade e acurdcia do método em estudo, no periodo
da 6* a 20? semanas de gestacao;

- Realizar a qPCR do DNA fetal plasmatico, baseado na identifica¢do de sequéncias
Y especificas;

- Promover a analise de concordancia entre o teste molecular de sexagem fetal com
o sexo fetal identificado por ultrassonografia;

- Contribuir para difundir a técnica qPCR na determinagdo do sexo fetal, tornando
este ponto um fator importante no sucesso de testes moleculares de identificacdo

sexual a partir do sangue materno;
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo qualitativo, constituido apenas por pacientes gestantes, com
idade gestacional variando de 6 a 20 semanas. O estudo foi conduzido no Ntcleo de Pesquisas
Replicon (NPR) / Escola de Ciéncias Agrarias e Biologicas (ECAB) / Pontificia Universidade
Catodlica de Goias (PUC-Goias), no Laboratério de Citogenética Humana e Genética
Molecular (LaGene) / Laboratorio de Satide Publica Dr. Giovanni Sysneiro (LACEN) /
Secretaria de Estado da Satde do Estado de Goias (SES-GO), e da empresa QIAGEN®
Brasil. Foram convidadas a participar do presente estudo gestantes observadas no Centro de

Diagnéstico Clinico UNIGEN situado na rua 9-A n° 626 - Setor Aeroporto, Goiania-GO.

4.2. Consideracdes Eticas

Este estudo atendeu as recomendagdes dispostas na Resolucdo n°® 466/12 do
Conselho Nacional de Satide (CNS) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da PUC-Goids e o nimero do CAAE foi 62563416.4.0000.0037. Todos os procedimentos
metodologicos da pesquisa foram esclarecidos pelos pesquisadores e equipe antes e durante a

pesquisa para todas as participantes.

4.3. Critérios de Inclusio

- Mulheres gravidas, maiores de 18 anos, com idade gestacional a partir da 6*
semana de gestagao;

- Gestac¢do unica;

- Gestagdo sem intercorréncia abortiva;

- Mulheres que concordaram, assinaram o TCLE — Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido e responderam o questionario para a obtengao dos dados descritivos.
4.4. Critérios de exclusio

- Mulheres ndo gravidas ou com idade inferior a 18 anos;

- Gestacdo gemelar, trigemelar, etc;
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- Abortos
- Pacientes que nao concordarem em assinar o TCLE e/ou responderem ao

questionario para a obtencao dos dados descritivos.

4.5. Grupo amostral

Foram selecionadas 21 gestantes saudaveis a partir da 6* semana de gestagdo, maiores
de 18 anos e com gestacdo unica. No momento da coleta as participantes voluntariamente
responderam um questiondrio para coleta de dados descritivos e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.6. Coleta de dados e material

Em um primeiro momento foi realizado um encontro com as possiveis participantes da
pesquisa, com o intuito de explicar os objetivos e importancia da mesma. Apos concordancia
com o estudo, as participantes eram questionadas sobre os pontos de inclusdo, e
posteriormente dava-se prosseguimento com a apresentagao, leitura e assinatura do TCLE. Foi
aplicado um questionario para as participantes com o intuito de esclarecer idade gestacional,
caso houvesse outras gestacdes, se a gravidez ¢ de feto Uinico, gemelar ou trigemelar e se teve
aborto e se passou por alguma transfusdo sanguinea recente. Em seguida foi realizada a
venipungdo periférica para a obtencdo do material bioldgico dando seguimento as analises
genéticas. Todas as atividades foram realizadas em ambiente adequado e com privacidade
para todas as participantes.

A coleta de dados e material bioldgico (Sangue) foram executadas por uma equipe
constituida por 1 técnica de laboratorio, além do pesquisador responsavel, ambos experientes
na técnica de venipungdo periférica. As coletas ocorreram no laboratério Centro de
Diagnostico Clinico UNIGEN, situado na rua 9-A n°® 626 - Setor Aeroporto, Goiania-GO.

Foram coletadas 5 mL de amostras de sangue materno, por pun¢ao venosa, em tubos
de EDTA (BD vacutainer Plus Plastic K2EDTA tubes®), utilizando agulhas e tubos estéreis e

descartaveis.
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4.7. Separaciao do Plasma Materno

As amostras de sangue coletadas no tubo de EDTA foram imediatamente
centrifugadas a 3.000 RPM por 10 minutos para a separagdo do plasma. Posteriormente as
amostras de plasma foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL e preservadas em freezer a

-20°C, aguardando para serem utilizadas no processo de extragao de DNA e qPCR.

4.8. Extracio e purificacio do DNA

O processo de extragdo e purificacio do DNA foi realizado a partir do plasma
materno. A metodologia foi automatizada em todas as etapas da extragdo, utilizando o
equipamento QIAcube®, com o kit QIAamp® DNA Micro, empregando-se o protocolo
“Purification of viral nucleic acids from large body-fluid samples”, conforme recomendacdes

do fabricante.

4.9. Amplificacao (qQPCR)

Todo o procedimento pratico da metodologia qPCR deste estudo foi realizado no
laboratorio da empresa Qiagen localizada em Sao Paulo-SP. A empresa Qiagen forneceu os
reagentes tanto para a extragdo de DNA, quanto para a quantificagdo das amostras. Apds a
extracdo e purificacdo do DNA, as amostras foram preparadas para a etapa seguinte, ou seja,
quantificagdo do material genético para identifica¢do do sexo fetal.

A técnica foi separada em trés passos: o primeiro foi o preparo da curva padrao
conforme recomendagdes do manual Investigator® Quantiplex HYres, kit utilizado para os
testes de quantificagdo. O segundo passo foi o preparo da reagao de 20uL, contendo: 9uL de
Reaction Mix + 9uL de Primers Mix + 2 uL de DNA alvo (volumes). O terceiro e ultimo
passo foi a amplificacdo gendmica, utilizando a seguinte termociclagem: 1 ciclo a 95°C por 1
minuto para desnaturacado inicial, seguida de 40 ciclos a 95°C por 5 segundos. A temperatura

de anelamento foi de 60°C por 30 segundos, e 72°C por 20 segundos para extensao.
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4.10. Estimativa da Sensibilidade (S), Especificidade (E) e Acuracia (A)

Para a estimativa da Sensibilidade (S) e Especificidade (E) do teste de qPCR foram
utilizados o protocolo para testes com resultados dicotomicos, isto ¢, resultados expressos em
duas categorias: correto ou incorreto. Assim, na avaliacdo de um teste diagndstico existem 4
interpretagdes possiveis para o resultado do teste: 2 em que o teste estd correfo € 2 em que
esta incorreto (BEAGLEHOLE et. al. 1993).

Segundo Pereira (1995), quando o teste apresenta resultado correto, ele deve ser
verdadeiro positivo (VP) ou verdadeiro negativo (VN), onde ambos apresentam concordancia
entre o resultado do teste molecular para a sexagem fetal com sexo correto da crianga. Por
outro lado, o teste estd incorreto quando ele for falso positivo (FP) ou falso negativo (FN),
onde ambos apresentam disconcordancia entre o resultado do teste molecular para a sexagem

fetal com sexo correto da crianca. Dessa forma, na Figura 5, temos a seguinte formulagao.

Figura 5. Formulacdo para a avaliagdo da Sensibilidade (S),

Especificidade (E) e Acuracia (A) para os testes de diagndstico.

Verdadeiro Paositivo Falso Positivo a+hb
(VP) (FP)
b
[a1] ] N(a+b+c+d)
[c]{[d]
Falso Negativo Verdadeiro Negativo | ., 4
(FN) (VN)
a+c b+d

Fonte: PEREIRA, 1995.

Dessa forma, a Sensibilidade (S) pode ser definida como a capacidade que o teste
molecular apresenta de detectar os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, de
determinar o sexo corretamente dos individuos, enquanto que a Especificidade (E) ¢ a
capacidade que o teste molecular tem de detectar os verdadeiros negativos, isto €, de

determinar o sexo corretamente dos individuos avaliados (FLETCHER et. al. 1983).
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Onde, utilizando-se dos dados apresentados anteriormente:

Sensibilidade do teste (S)
S = a/(atc)

Especificidade do teste (E)
E = d/(b+d)

Para a avaliagdo das acuracias do teste molecular para a determinagdo do sexo precoce
utilizando DNA fetal livre circulante no plasma materno, onde a acuricia corresponde a
avaliagdo da exatiddo e/ou precisdo do resultado apresentado pelo procedimento de

determinagdo do sexo, temos:

Acuracia do teste (A)
A=(a+d)/N

4.11 Analises Estatisticas

Os dados foram registrados em planilha eletronica Microsoft Excel. Criou-se um
banco Unico, analisado com aplicagdo do programa IBM Statistical Package for Social
Science (SPSS), versdao 23.0. As varidveis quantitativas foram apresentadas por meio de
estatisticas descritivas: média, desvio padrio, mediana, minimo ¢ maximo; e as variaveis
qualitativas foram apresentadas por meio de frequéncia absoluta (n) e relativa (%).

A fim de verificar o grau de concordancia entre o sexo da crianca por USG e o
resultado da qPCR foi realizado o indice de concordancia Kappa.

A normalidade dos dados continuos foi testada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. A
correlagcao de Spearman foi utilizada para verificar a relagdo entre as variaveis continuas.

A comparacao dos valores médios das varidveis continuas entre o sexo da crianga por
USG e o resultado da qPCR foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney. Para todas

analises foi adotado um nivel de significancia de 5% (p < 0.05).

29



5 - RESULTADOS

As estatisticas descritivas apresentadas na Tabela 1 refletem o resultado da analise dos
dados demograficos, evidenciando que a idade das gestantes (IG) variou de 19 a 40 anos, com
média de 27,4 anos. A idade gestacional informada (IGI) foi de 6 a 20 semanas, com média
de 12,7 semanas. Adicionalmente, a Tabela 1 indica os valores obtidos para as variaveis
controle interno da reacdo, DNA humano, DNA masculino e os resultados da determinagao do

sexo por USG e qPCR.

Tabela 1. Estatisticas descritivas dos resultados da analise dos dados demograficos.

Variaveis Mediana Média £ DP Minimo Maximo
Idade das Gestantes 25,0 27,4+7,1 19,0 40,0
Idade Gestacional Informada 12,0 12,7+4,1 6,0 20,0
CT Controle Interno da Reagao 27,9 28,0+£0,2 27,7 28,9
CT DNA humano 29,5 29,4+0,9 27,4 30,9
CT DNA Masculino 34,8 33,8 +2,8 30,1 37,5
n %
Sexo da crian¢a (USG)
Feminino 11 57,9
Masculino 8 42,1
Resultado qPCR
Feminino 12* 63,2*
Masculino TE* 36,8%*

(*) Nestes valores estd incluso um resultado referente ao sexo masculino confirmado pela USG, sendo
considerado como incerto (discordancia). (**) Nestes valores estd faltando um resultado referente ao sexo

masculino confirmado pela USG, sendo considerado como incerto (discordancia).

Das 21 amostras de sangue coletadas em gestantes com idade gestacional entre a 6* e a
20% semanas, 02 pacientes foram excluidas do estudo, pois apresentaram aborto espontaneo.
Das 19 pacientes restantes, 7 (36,8%), foram quantificadas por qPCR com marcadores
moleculares especificos para deteccdo do sexo masculino, 11 (57,9%) amostras negativas para
o sexo masculino gerando assim resultados confidveis para deteccdo do sexo feminino, apenas
uma amostra (5,3%) apresentou resultado incerto, diferente do achado da USG para o sexo da

crianga (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem dos resultados de sexagem fetal no

plasma materno por qPCR. O resultado incerto refere-se a

discordancia da qPCR com o resultado da USG.

Feminino 'I '
57.9% |

Masculino
36,8%

Incerto
5,3%

Como foi detectado um divergéncia entre o resultado da qPCR e o resultado da USG

quanto o sexo da crianga, foi realizado o teste de concordancia (Kappa), apresentado na

Tabela 2.

Tabela 2. Resultado da analise de concordancia do resultado da qPCR com o sexo da crianca

confirmado pela USG.
Sexo da crianca - n (%)
Total k p*
Feminino Masculino
Resultado PCR
Feminino 11 (100,0) 1(12,5) 12
Masculino 0(0,0) 7 (87,5) 7 0,89 <0,001
Total 11 8

*Estatistica significativa de concordancia Kappa.

A Figura 7 indica os resultados das representacdes graficas da PCR quantitativa em

tempo real para a determinagdo do sexo pré-natal com kit comercial que permite uma PCR
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rapida, produzindo resultados em 51 minutos utilizando o termociclador Rotor-Gene Q® da

QIAGEN - SP.

Figura 7. Resultados da qPCR na Determinagdo Pré-Natal do Sexo pela Analise de
DNA Fetal Livre em Plasma Materno. Em [A] representacdo grafica das
amplificagdes obtidas utilizando PCR quantitativa em tempo real para quantificacdo
de DNA humano em regido autébnoma de multiplas copias com 146pb do genoma
humano — Controle da Reagdo. Em [B] representacdo grafica da qPCR para
quantificacdo da regido DYS14 (marcador de multiplas copias com 129pb do gene
TSPY — codifica proteina testiculo-especifica localizado no cromossomo Y). Cada
reagdo particular ¢ dependente de uma quantidade alvo especifica de DNA marcada

por fluorescéncia separadamente — VERD em [A] e VERM em [B].

[A]

an

]
E 1 1 & B FE " 1 @ % H 0 H H & ® ¥ & H 3 3T KR EF R X EF & N " % H D BN " &
| m
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A Tabela 3 apresenta os dados referentes a matriz de correlagdo de Spermann
destinada a uma analise simultanea da associacdo entre as diversas variaveis continuas e/ou

discretas.

Tabela 3. Matriz de correlacdo de Spearman para analise de associagdo entre variaveis.

IM 1GI CIR DNA Humano
IGI -0,36
CIR -0,36 0,20
DNA Humano -0,13 0,10 0,22
DNA Masculino 0,21 -0,02 0,23 0,12

Legenda: IGI — Idade Gestacional Informada; IM — Idade Materna; CIR — Controle Interno da Reag@o.

A Tabela 4 apresenta os resultados do testes de Mann-Whitney destinado a
comparacdo da idade materna com as variaveis idade gestacional informada, controle interno

da reacdo e as quantidades de DNA humano e DNA masculino.

Tabela 4. Resultado da comparacao (Teste de Mann-Whitney) da idade materna e demais

variaveis com o resultado da qPCR e o sexo da crianga determinado pela USG.

IM IGI CIR DNA humano DNA Masculino
Resultado _ _ _ _ *
qPCR p=0,18 p=0,88 p=0,48 p=0,43 p <0,001
Feminino 292+7,2 12,6 £4.,8 28,1 £0,3 29,62 +£0,9 356 £1,6
Masculino 24,0+ 6,0 12,8 £2,7 27,9+0,1 29,10+ 1,1 30,7+ 0,4
Sexo da
crianga por p=0,12 p=0,36 p=0,99 p=0,84 p <0,001*
USG
Feminino 29,7+ 7,2 11,9+43 279+0,1 29,5+0,9 359+0,9
Masculino 239+5,4 13,9+3,7 28,1 +0,4 293+1,1 30,7+0,5

Legenda: USG — Ultrassonografia; IGI — Idade Gestacional Informada; IM — Idade Materna; CIR — Controle

Interno da Reagdo. (*) valores estatisticamente significativos.
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Os resultados das estimativas da Sensibilidade (S), Especificidade (E) e Acuracia (A)
dos testes de qPCR para a deteccao precoce do sexo em DNA fetal livre e circulante no
plasma materno estdo apresentados na Tabela 5, onde foram considerados, separadamente por

sexo, cada estimativa.

Tabela 5. Valores estimados para a Sensibilidade (S), Especificidade (E) e
Acuracia (A) dos testes de determinacao do sexo em DNA fetal livre presente no

plasma materno utilizando a metodologia qPCR.

Sensibilidade Especificidade Acuracia

Sexo n (QPCR/USG) (%) (%) (%)
Masculino 7/8 87,5 100,0 94,7
Feminino 12/11 100,0 87,5 94,7
Total 19/19 n/a n/a n/a

Legenda: n — Tamanho do grupo amostral; gPCR — Metodologia de diagnodstico por PCR Real

Time Quantitativa; USG — Ultrassonografia; n/a — Nao se aplica.
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6 — DISCUSSAO

Segundo Lo e colaboradores (1997) a descoberta do DNA fetal livre na circulacao
sanguinea materna abriu um novo horizonte de pesquisas na busca do diagnostico pré-natal
ndo invasivo. Esta descoberta trouxe a oportunidade em apresentar varias pesquisas
demonstrando a sensibilidade e especificidade do método na determinacao do sexo precoce
utilizando o plasma materno. O DNA fetal livre circulante ¢ uma ferramenta valiosa para o
diagnostico pré-natal ndo invasivo, porém o seu uso ainda nao esta sendo muito utilizado na
pratica obstétrica.

Em nosso estudo realizado com o uso da tecnologia de qPCR utilizando um Kit
comercial (QIAGEN) permitiu obter com sucesso o0 DNA fetal e a determinacdo precoce do
sexo fetal, como rotina durante o pré-natal, em gestantes com idade gestacional informada
(IGI) variando de 6-20 semanas, corroborando assim, com os estudos realizados e validados
por Lo & colaboradores (1989), Costa & colaboradores (2002), Sesarini & colaboradores
(2009) e Tounta (2011). Dessa forma, o teste também apresenta um fator limitante para a
aplicacdo da metodologia em outros diagndsticos, a concentragao total de DNA presente no
plasma das gestantes, devido a maior parte do DNA ser proveniente do proprio organismo
materno (LO, 1998 & FERNANDO, 2010). Portanto, ainda existem desafios técnicos a serem
ultrapassados antes da viabilizagdo desta opcdo como diagnostico pré-natal na rotina. Além
disso, segundo Zhong (2001) e Hahn (2001), a quantidade de DNA circulante varia
consideravelmente em individuos normais e saudaveis, constituindo assim, um fator que
necessita de cautela na utilizagdo desta metodologia.

Na gestacdo, a placenta serve como intermediadora na passagem de células fetais na
circulagdo materna, que somado ao processo de apoptose das células trofoblasticas da origem
ao DNA fetal livre (LITTON, 2009; TOUNTA, 2011). A placenta ¢ o 6rgao responsavel pelo
controle da liberagdo do material genético fetal no sangue materno. Portanto, a integridade e o
bom funcionamento da placenta ¢ fundamental na interferéncia nas concentracoes de DNA
fetal livre. Assim, qualquer doenca clinica e/ou obstétrica materna que evolua com alteragdo
vascular placentéria, tais como hipertensdo arterial cronica, doenca hipertensiva especifica da
gestacdo e diabetes mellitus, podem alterar quantitativamente a detec¢do de DNA fetal livre
no plasma materno (LO, 2000b & WATAGANARA, 2005). Atentando a essas informagdes e

como prevencdo de viés nos resultados desta pesquisa, foram selecionadas gestantes sem
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alteracdo clinica e/ou obstétricas. Dessa forma, em nosso estudo foram consideradas apenas
mulheres gravidas saudaveis, sem qualquer manifestagao clinica de doenga.

Apesar da concentragdo de DNA fetal livre ser menor no primeiro trimestre de
gestacdo (AGNIESZKA, 2007), das 21 gestantes testadas, 16 estavam gravidas com até 14
semanas de gestagdo e 5 gestantes estavam com o tempo de gestacdo entre 16 a 20 semanas de
gestagdo. Nestes periodos de gestacdo ¢ importante a determinacdao precoce do sexo fetal,
durante o periodo pré-natal, para o planejamento do pré-natal, para os cuidados a serem
tomados no momento parto e nos cuidados pos-natais com o recém-nascido. Assim percebe-se
que a sexagem fetal precoce se torna importante, pois pode contribuir de forma decisiva no
monitoramento de pacientes portadores de patologias que podem ser precocemente tratadas,
reduzindo também, a realizagdo de exames invasivos (coleta de vilosidade corionica ou de
amostras do liquido amnidtico).

O estudo de determinacao do sexo utilizando o DNA fetal livre e circulante no plasma
materno demonstra importancia na detec¢ao de ambiguidade genital. Esta evidéncia corrobora
com o estudo realizado por Donabela (2008) o qual descreve sobre a identificacdo precoce da
Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC), fortalecendo assim o emprego desta metodologia ¢ a
sua importancia na sexagem fetal durante a gestagdo, ¢ o direcionamento antecipado no
esquema terapéutico e/ou profilatico, que poderd ser iniciado precocemente, prevenindo a
virilizagao dos fetos femininos afetados.

Entretanto, muitas variantes atuam na concentracdo total de DNA livre e,
consequentemente, na concentracdo relativa do DNA fetal no sangue materno (ANGERT,
2003). Outros estudos feitos por Barrett (2011) também constaram que a concentragdo total de
DNA livre no sangue materno, colhido em tubo EDTA, permanece estavel em temperatura
ambiente por até 4 horas apos a coleta do material. Em condigdes entre 6 a 24 horas apos a
flebotomia, hd um aumento de DNA materno na amostra. Entre 24 ¢ 72 horas apds a coleta
ocasiona a diminuigao significativa na propor¢cao de DNA fetal/ DNA materno. Estes estudos
demonstram a degradacdo de células maternas apos a coleta do sangue materno por apoptose,
lise celular e posterior liberacio do DNA materno, na amostra, dificultando a detec¢do do
DNA fetal no material genético. Atentando a essas variantes, o processamento do material
(separacdo do plasma), foi iniciado precocemente, em menos do que 4 horas apos a coleta e
congelado a -20°C, garantindo assim a manutencao da relacio DNA fetal/ DNA materno

nicial.
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O protocolo de processamento de material também ¢ uma importante variavel na taxa
de deteccao do DNA fetal livre em plasma materno. O método de qPCR, o tipo de reagente
empregado, o fabricante dos instrumentos utilizados na extracdo de DNA, além do marcador
padronizado para identificagdo do DNA fetal (JOHNSON, 2004). Atentando a essas
referéncias os fatores de qualidade no processamento e metodologia foram empregados de
forma rigorosa para nao haver viés que poderiam comprometer os resultados deste estudo.

Atualmente, os centros de diagndsticos genéticos tendem a ser regionalizados e
distantes do local onde foram realizadas as coletas. Na pratica clinica, sabe-se que uma
amostra de sangue colhida em uma localidade distante, podendo ter um tempo de transporte
demorado até o local onde serdo realizados o processamento do material (BARRETT, 2011).
Portanto, neste tipo de estudo situagcdes em que se sabe que o material levard mais do que 8
horas para iniciar o processamento. Para esse tipo de estudo seria importante que o material
biologico coletado fosse armazenado em tubo que minimize o contato do material bioldgico
fetal com o material biol6gico materno, a fim de melhorar a taxa de detecgdo do DNA fetal
(BARRETT, 2011). Apesar do seu alto custo o tubo PPT, continua sendo uma alternativa
confidvel para o método de enriquecimento de DNA fetal (CAROLINA, 2013).

A técnica de qPCR ¢ muito sensivel, pois ela permite que uma unica molécula de
DNA de interesse (inicio da reacdo) seja copiada no final da reagdo, milhdes de vezes. Para
trazer maior confiabilidade 4 sexagem fetal sugerimos que os testes sejam realizados por
mulheres, desde a extragdo do DNA até a sua amplificagdo. Além disso, € importante que
sejam realizadas duas extragdes e amplificacdes em diferentes datas (GARCIA, 2012). Para
minimizar os problemas de contaminagdo o processamento das amostras foram realizados por
individuos do sexo feminino e equipamentos robotizados.

A técnica escolhida para este estudo (QPCR) foi minuciosamente pesquisada para se
ter uma confiabilidade na andlise pois ela permite uma grande sensibilidade em detectar com
precisao pequenas quantidades de DNA fetal presente no plasma materno. Conforme Lo e
colaboradores (1998) a evolucdo da gravidez aumenta a quantidade de DNA fetal no plasma
materno que provém de diferentes tipos de células fetais. Por ndo ser possivel separar o DNA
fetal do DNA materno igualmente presente no plasma, mas em maiores quantidades, o
diagnodstico do gendtipo fetal s6 € possivel quando este apresentar sequéncia de bases
diferentes do materno. Devido a isso a técnica escolhida para esse tipo de estudo deve

apresentar uma confiabilidade extrema para ndo gerar resultados incertos.
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Seguindo as recomendagdes descritas na literatura o kit Investigator® Quantiplex
HYres foi selecionado para ser utilizado nesta pesquisa, pois 0 mesmo ja possui uma
validagcdo e um indice de confiabilidade adequado para esta pesquisa. Pois segundo relatos
encontrados na literatura, trata-se de uma técnica sujeita a variacdes, parte destas derivadas
dos métodos de coleta e preparo do DNA (CHIU, 2001), assim a escolha dos primers de PCR,
da metodologia de PCR propriamente dita e da idade gestacional ¢ de extrema importancia
para que se tenha uma eficacia e confiabilidade nos resultados gerados (JHONSON, 2004).

Na maioria das publicac¢des pesquisadas foram encontrados resultados falso-negativos
variando entre 2 a 5% (SEZIKAWA, 2001; RIJNDERS, 2003; MARTINHAGO, 2007,
ALBERRY, 2007 & BOON, 2007).

Foi pesquisada por Alberry e colaboradores (2007) a regido Y especifica DYS-14 em
15 gestantes de 11 semanas através do método da PCR em tempo real e obtiveram 100% de
sensibilidade e especificidade. Pesquisa que demonstrou um alto grau de confiabilidade nos
testes realizados em gestantes com maior tempo de gestagao.

Outro estudo também realizado em gestantes com 11,2+3,3 semanas por Boon e
colaboradores (2007) utilizando o gene SRY para sexagem fetal em 58 casos, utilizando a
qPCR obtiveram 18 resultados positivos e 25 negativos para a presenca do gene SRY gerando
100% de sensibilidade e 97,7% de especificidade.

Também foram avaliadas por Martinhago e colaboradores (2007), 52 gestantes a partir
da 5" semana de gestacdo com 92,6% de acerto em relacdo ao sexo fetal, utilizando como
marcador o DYS-714. Em nosso estudo, foram obtidos 18/19 (94,7%) de acertos e 1/19 (5,3%)
de discordancia quando se compara a determina¢do do sexo por qPCR e USG. Estes valores
estdo de acordo com a literatura.

Adicionalmente, a validade de um teste refere-se a quanto, em termos quantitativos ou
qualitativos, um teste ¢ util para diagnosticar um evento ou para predizé-lo. Para determinar a
validade, compara-se os resultados do teste com os de um padrdo, sendo que esse padrdo pode
ser o verdadeiro estado do paciente, se a informacao esta disponivel, um conjunto de exames
julgados mais adequados, ou uma outra forma de diagndstico que sirva de referéncia. O teste
diagnodstico ideal deveria fornecer, sempre, a resposta correta, ou seja, um resultado
verdadeiramente positivo e um resultado verdadeiramente negativo. Além do que, deveria ser
um teste rapido de ser executado, seguro, simples, indcuo, confidvel e de baixo custo.

O teste ideal, com 100% de sensibilidade e especificidade raramente existe na pratica,

pois a tentativa de melhorar a sensibilidade freqlientemente tem o efeito de diminuir a
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especificidade. Em algumas situacdes clinicas os resultados sdo obtidos através de variaveis
continuas, ndo havendo uma separagdao clara e inquestiondvel entre o que € "normal" e
"anormal". Nas condi¢des avaliadas neste estudo, os resultados foram considerados distintos,
sendo sexo masculino e sexo feminino, separadamente. Contudo, a sensibilidade e
especificidade para qPCR predizer o sexo masculino foi 87,5% e 100%, respectivamente,
enquanto que para o sexo feminino foi 100% e 87,5%. Estes resultados estdo proximos dos
poucos dados apresentados na literatura.

Em relagdo a acuracia, nao conseguimos identificar nenhuma literatura que
apresentasse os dados de acuracia para qPCR em sexagem fetal. Contudo, nossos estudos
mostram uma acurdacia igual (94,5%) para a detec¢do do sexo masculino e do sexo feminino
por qPCR.

Estes achados podem ser explicados pela natureza bioldgica da amostra obtida para o
teste. Durante a gestacdo, o tecido fetal que fica em contato direto com a circulagdo sanguinea
materna conectando o feto ao organismo materno, permitindo que células fetais que ficam em
contato direto com o sangue materno (LO, 2000). Assim, a liberagao de DNA fetal no plasma
materno ocorre devido a esse continuo escape de células fetais pela placenta, que sdo
rapidamente destruidas pelo sistema imune materno, liberando o DNA fetal livre na
circulacao da mae (PERTL, 2001).

A concentragdo do DNA fetal no plasma das gestantes aumenta gradativamente
durante a gestacao e sdo completamente eliminadas da circulagdo materna apos o parto. A
quantidade de DNA fetal masculino € proporcionalmente menor do que o DNA feminino com
o decorrer do tempo gestacional, enquanto que a concentragdo de DNA feminino (fetal e/ou
materna) aumentam proporcionalmente (AVENT, 2009; LO, 1999 & RIJNDERS, 2003).
Dessa forma, a determinacdo do sexo masculino podem ocasionar situagdes de falsos
negativos mais comumente do que para a determinagdo do sexo feminino, reduzindo assim a
sensibilidade do teste para meninos (87,5%), quando comparados com a determinacdo do
sexo para as meninas (100%). De forma inversa ocorre com a especificidade. Do ponto de
vista da acuracia (94,7%) do teste, o sexo fetal ndo influencia, visto que os padrdes técnicos
da abordagem diagnoéstica ndo se alteram.

A determinagdo do sexo pela andlise de DNA fetal livre em plasma materno a partir da
6" semana de gestagdo pela técnica de qPCR, apresentou 87,5% de sensibilidade, 100% de
especificidade e acuracia de 94,7% para o sexo masculino ¢ 100% de sensibilidade, 87,5% de

especificidade e acuracia de 94,7% para o sexo feminino.
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O indice de concordancia encontrado 0,89 (89%) entre os resultados dos testes
moleculares com a ultrassonografia permite concluir que, os testes possuem uma excelente
concordancia, visto que o indice ideal ¢ acima de 0,80 (80%). Essa concordancia foi
significativa entre o sexo da crianga confirmado pela USG e o resultado da qPCR.

Outros estudos referentes a sexagem fetal através de plasma materno devem ser
conduzidos a fim de contribuir para uma melhor compreensao deste processo. A determinacao
ndo invasiva do sexo fetal esta sendo, cada vez mais, melhor estabelecida e tem sido utilizada
clinicamente ha mais de 10 anos em diversos paises da Europa. No Brasil, a sua utilizacao
tem sido restrita, devido o seu alto custo, nao estando disponivel para a populagdo de menor
poder aquisitivo. Considerando a sua implantagdo no SUS (Sistema Unico de Saude), seria

uma Otima alternativa em substituicdo dos procedimentos invasivos.
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7 - CONCLUSAO

O presente estudo mostra que o diagnostico genético pré-natal ndo invasivo utilizando
a andlise de DNA fetal livre circulante no plasma materno em qPCR ¢ viavel, sendo que
sensibilidade da sexagem fetal utilizando o kit comercial da QUIAGEN e equipamentos
robotizados mostraram eficazes.

O equipamento QIAcube®, o kit QIAamp® DNA Micro, empregando-se o protocolo
“Purification of viral nucleic acids from large body-fluid samples”,se mostrou eficiente no
processo de extragdo do DNA. O tempo de extragdo foi relativamente baixo, a quantidade e

qualidade do DNA foram consideradas satisfatorias.
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9 — APENDICE
9.1. Questionario
= PUC

= GOIAS QUESTIONARIO

Nuamero:

Nome:

Data de nascimento: / / Idade:

Documento de Identidade: Org. Exp.

CPF: Profissao:

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:

CEP: Telefone: Celular:

Naturalidade: Nacionalidade:

Email:

Teve gestacoes anteriores? () sim ( ) nao

Quantos (as)? menino( ) menina ()

Ja teve aborto? ( )sim ( ) nao

Quantas vezes? ( )1 ()2 ()3 ( ) Mais de 3 ( ) Nunca

Idade gestacional atual (em semanas):

Realizou alguma transfusao de sangue nos ultimos trés meses: ()
Feto: ( ) tnico ( ) gemelar ( ) trigemelar

Sexo do feto: ( ) nao sabe ( ) menina ( ) menino

Assinatura da paciente

Responsavel pela coleta : Keller Gabriel Martins CRBIO 76461-04
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Data da coleta:

OBS:
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9.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de Pesquisa
sob o titulo Determinacao pré-natal do sexo fetal pela analise do DNA no plasma
materno. Meu nome ¢ Claudio Carlos da Silva, sou o pesquisador responsavel, doutor em
Biologia Celular e Molecular. Apos receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser assinado em duas vias e em
todas as paginas, sendo a primeira via de guarda e confidencialidade do Pesquisador
responsavel e a segunda via ficard sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de
recusa, vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de duvida sobre a pesquisa,
vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Claudio Carlos da Silva, nos
telefones: (62) 3946-1385/  (62) 3946-1443, ou  atraves do e-mail
dasilva.genetica@gmail.com. Em caso de duvida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catdlica de Goids, telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida Universitaria, N° 1069,
Setor Universitario, Goiania Goias.

|. Este projeto tem o objetivo de desenvolver um procedimento de determinacao
precoce do sexo fetal a partir do sangue materno. Esta pesquisa justifica-se a
necessidade de rever as evidéncias disponiveis sobre a seguranca e eficacia de
novas técnicas para verificar o sexo do bebé a partir do sangue da mae, que nao
prejudique a crianga e a mae. Sera feito a inclusdo da senhora como grupo controle,
0 que significa que se ja possui um exame que tenha identificado o sexo do seu

bebé, a senhora fara o teste apenas para confirmar o exame ja realizado.

II. A sua participagdo na pesquisa inclui: a) responder um questiondrio com perguntas
relacionadas a gestacdo; b) doagdo de 10 mL de amostra de sangue.
II. A coleta de sangue sera realizada no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-Goias por

profissionais habilitados para essa fungao.
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IV. o material bioldgico coletado serd armazenado no laboratorio Replicon da PUC-Goids até
o final do periodo da realizacdo do projeto. Ficara sob a responsabilidade do pesquisador
Claudio Carlos da Silva e este material podera ser retirado a qualquer momento pela senhora.
V. O descarte do material ocorrera segundo as normas e regulamento institucional.

VI. Os riscos decorrentes da sua participagdo na pesquisa sdo minimos, proprios de qualquer
coleta de sangue, que sdo dor no local e possivel aparecimento de manchas roxas
(hematomas). Caso ocorra qualquer intercorréncia devido a coleta de sangue (crise nervosa,
com dificuldade respiratdria, aumento da pressdo arterial, sudorese intensa), o participante
serda encaminhado imediatamente ao servigo de assisténcia a saude gratuita e integral para
dano direto ou indireto, imediato ou tardio em decorréncia da sua participagdo na pesquisa.
VII. Os beneficios referentes a coleta de sangue ¢ que este estudo traga informacdes
importantes para o desenvolvimento de métodos de diagndsticos pré-natal ndo-invasivos, de
forma que o conhecimento que serd construido a partir desta pesquisa possa diminuir a
necessidade de utilizagdo de procedimentos invasivos.

VIII. A senhora tem a op¢ao de tomar conhecimento ou ndo do resultado do sexo fetal.

IX. A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e também nao havera nenhuma
remuneracdo financeira. Os gastos necessarios para sua participacdo na pesquisa serao
assumidos pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos
comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial (justica
comum).

X. Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé ¢ livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a
qualquer momento.

XI. A sua participagdo ¢ voluntdria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios. O(s) pesquisador(es) ird(3o) tratar a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo e as informacdes colhidas serdo utilizadas somente para fins
cientificos.

XII. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas a sua identidade ndo sera
divulgada, sendo guardada em sigilo. Todos os dados que permitam a identificacdo pessoal
serdo mantidos em sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido que todos os
resultados obtidos serdo utilizados somente para estudos cientificos e ndo irdo prejudicar

qualquer tratamento que o participante esteja sendo submetido (a).
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XIII. Este termo sera assinado em duas vias, sendo que uma ficard sob responsabilidade do

pesquisador e a outra via sera entregue ao participante da pesquisa.

Eu , RG , abaixo

assinado, discuti com o Dr. Claudio Carlos da Silva sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo ¢ isenta de
despesas e que tenho garantia de assisténcia integral e gratuita por danos diretos e indiretos,
imediatos ou tardios quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servico.

Goiania, , de ,de20 .
/I
Assinatura do participante Data
/]
Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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9.3. Termo de Aceite do Comité de Etica

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
PUC

CATOLICA DE GOIAS - Wﬂv
GOIAS PUC/GOIAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DETERMINAGAO PRE-NATAL DO SEXO FETAL PELA ANALISE DO DNA NO
PLASMA MATERNO

Pesquisador: Claudio Carios da Silva

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
élica por parte da CONEP;),

Versao: 2

CAAE: 62563416.4.0000.0037

Instituicao Proponente: Ponlificia Universidade Caltdlica de Goias - PUC/Goias
Patrocinador Principal: Pontificia Universidade Catolica de Goias - PUC/Goias

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 2.017 457

Apresentacdo do Projeto:

O projeto intitulado: "DETERMINACAO PRE-NATAL DO SEXO FETAL PELA ANALISE DO DNA NO
PLASMA MATERNO", de acordo com s} documento
"PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_800423 pdf, trata de um “estudo que tem como desafio
validar uma lécnica diagnoéslica e, portanto trata-se de um estudo prospectivo de validacao de teste
diagnostico. O objetivo da presente proposta é desenvolver um teste pré-natal nao invasivo para a
determinacdo precoce do sexo fetal, utilizando DNA fetal circulante em plasma matemo®.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Pnmario: O objetivo do presente estudo & desenvolver um teste pré-natal nao invasivo para a
determinacao precoce do sexo fetal pela técnica de PCR em tempo real a partir do pnmeiro inmestre de
gestacao.

Objetivo Secundano:

- Avaliar a sensibilidade e especificidade do método em estudo, a partir do pnimeiro frimestre de gestagdo;-
Estabelecer um método de diagndstico pré-natal ndo invasivo analisando o DNA fetal por meio de PCR em
tempo real;- Quantificar o DNA fetal plasmalico, baseado na idenlificacao de

Endereco: Av.Universitaria, N.° 1.069

Bairro: Sefor Universitario CEP: 74 805-010
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3946-1512 Fax: (62)3846-1070 E-mail: cep@pucgosas edu br

Pasna0lde D4
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
PUC

CATOLICA DE GOIAS - Wﬂv
GOIAS PUC/GOIAS

Continuagdo doParecer: 2.017 457

sequéncias Y especificas;- Entender a metodologia geral necessaria para a analise de DNA fetal circulante
em plasma materno;- Olimizar e implementar uma metodologia simples e precisa para determinagao do
sexo fetal; - Desenvolver uma metodologia para identificacao do sexo fetal a parlir do plasma materno;-
Aprimorar e difundir a técnica tornando este ponto um fator importante no sucesso de testes genéficos ndo
invasivos.- Verificar a especificidade e sensibilidade da sexagem fetal correlacionando com o sexo fenotipico
fetal verificado pela ultrassonografia efou pelo exame fisico do recém-nascido.- Correlacionar a sensibilidade
da sexagem com a idade gestacional e com o sexo fenotipico

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o documento intitulado: "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_800423.pdf”, os
nscos e heneficios descntos sado: "Riscos: Os desconforios e nscos minimizados sdo os decorrentes de uma
coleta de sangue com agulha da veia do brago. A coleta de sangue pode causar um pouco de desconforio
na puncéo e as vezes pode causar hemaloma ou inchaco temporario.Beneficios Esperamos gue esle
estudo traga informacdes importantes para o desenvolvimento de métodos de diagnostico pré-natal nao-
invasivo, de forma que o conhecimento que sera construide a partir desta pesquisa possa diminuir a
necessidade de ulilizacgo de procedimentos invasives.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Nao se aplica

Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Todos os termos de apresentacao obngatona foram vinculados,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Existiam cinco pendéncias, sendo uma do projeto e quatro referentes ao TCLE. Apds revisdo do
pesquisador responsavel, todas as pendéncias destacadas foram corrigidas de acordo com as
especificagdes anteriores.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
INFORMACOES AO PESQUISADOR REFERENTE A APROVACAO DO REFERIDO PROTQCOLO:

1. A aprovacao deste, conferida pelo CEP PUC Goids, nao isenta o Pesquisador de prestar salisfacao sobre
sua pesquisa em casos de alteracdes metodolégicas, principalmente no que se refere a populagao de

estudo ou centros parlicipantes/coparlicipantes.

Enderego: Ay Universténa N.° 1068

Bairro: Setor Universitario CEP: 74605-010
UF: GO Municipio: GOMANIA
Telefone: (52)3946-1512 Fax: (62)3546-1070 E-mail: cep@pucgoias.edu br

Pagra DZcs 01
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2. O pesquisador responsavel devera encaminhar ac CEP PUC Goias, via Plataforma Brasil, relatorios
semeslrais do andamento de protocolo aprovado, quando do encerramento, as condusbes e publicactes. O
nao cumprimento deste podera acarmetar em suspensao do estudo.
3. O CEP PUC Goias podera realizar escolha aleaténa de protocolo de pesquisa aprovado para venficacdo
do cumprimento das resolucdes pertinentes.
4. Cabe ao pesquisador cumprir com o precenizado pelas Resolugdes perlinenles a proposta de pesquisa
aprovada, garantindo seguimento fiel ao protocoio

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Siluaczo
Informacdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 29/03/2017 Aceifo
do Projeto ROJETO 800423 .pdf 16:04:45
Qutros doc.bmp 28/03/2017 |Claudio Carlos da Aceifo

16:0250 |Silva
Qutros Pendencias docx 23/03/2017 | Claudic Carlos da Aceito
16:4220 | Silva
TCLE / Termos de | TCLE docx 23/03/2017 |Claudio Carlos da Aceilo
Assentimento / 16:40.31 |Silva
Justificativa de
[ Auséncia ——
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 23/03/2017 |Claudio Carlos da Aceifo
Brochura 16:40:18 |Silva
Investigadaor
Qutros keller pdf 08/11/2016 |Claudio Carlos da Aceilo
182354 |Silva
Qutros emilia.pdf 08/11/2016 |Claudio Carlos da Acello
182245 |Silva
Qutros claudio pdf 08/11/2016 |Claudio Carlos da Aceifo
18:21:3¢ | Silva
Qutros DECK jpeg 271092016 |Claudio Carlos da Aceilo
13:50:50 | Silva
Folha de Rosto Folha. pdf 27/09/2016 |Claudio Carlos da Aceilo
Qutros Questionano docx 27/09/2016 |Claudio Carlos da Aceifo
11:10:35 | Silva
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
Endereco: Av. Universitaria, N.° 1,069
Bairro: Setor Universitario CEP: 74.605-010
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3946-1512 Fax: (62)3946-1070 E-mail: cep@pucgoias edu.br
Paognat3de 14
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Assinado por:
NELSON JORGE DA SILVA JR.
(Coordenador)
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