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Resumo
O Diagnéstico Pré-Natal (DPN) é um conjunto de técnicas destinado a investigar a satde fetal
ainda no perfodo de vida intrauterina. E dirigido principalmente a casais com risco aumentado de
gerar uma crian¢a com uma anomalia genética ou congénita. Seu objetivo fundamental pressupoe
a identificagio de anomalias cromossdmicas, malformacoes, doengas metabdlicas mendelianas e
outras alteragées circunstancialmente adquiridas durante a gestagdo e com repercussoes sobre o

feto (1-4).

O DPN tem sido usado como um método formal de diagndstico por mais de 45 anos, passando
por diferentes fases no seu desenvolvimento. A histéria do DPN estd relacionada com a introdu-
¢40 e o aprimoramento de novas técnicas laboratoriais e diagndsticas. O primeiro passo para o
conhecimento do compartimento feto-placentdrio foi dado por Bevis, em 1952, quando realizou
uma amniocentese com fins propedéuticos: o estudo da doenga hemolitica fetal. Nos seguintes
anos, varios pesquisadores demostraram que é possivel determinar o sexo fetal mediante o estudo
da cromatina sexual em células de liquido amnidtico (5-8). O desenvolvimento das técnicas cito-
genéticas (9) levou a Fuchs e Philips (10) a demonstrar a viabilidade de se cultivar células obtidas
no Liquido Amniético (LA) para posterior andlise do caridtipo fetal. Desse modo, obtiveram-se
os primeiros caridtipos fetais a partir de células de LA entre 1965 e 1967 (11-13). Valenti (14) e
Nadler (15) descreveram o primeiro DPN de uma anomalia cromossdmica: a trissomia do cro-
mossomo 21. No mesmo ano, diagnosticou-se uma anomalia por erro inato do metabolismo (ga-
lactosemia) mediante a andlise do LA (15). Quatro anos depois, altas dosagens de alfa-fetoproteina
(AFP) no soro materno foram correlacionadas com o aumento da probabilidade de ocorréncia de
erros no fechamento do tubo neural (16).

palavras-chave: anomalia congénita, anomalia cromosémica, diagndstico pré-natal, retrospecti-
va, vida intrauterina..
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Resumen

El Diagnéstico Prenatal (DPN) es un conjunto de técnicas destinadas a establecer un diagndstico
fetal atin en el periodo de vida intra-uterina. Estd dirigido principalmente a parejas con mayor
riesgo de presentar un embarazo de un hijo con una anomalia genética o congénita. Su objetivo
fundamental es lograr la identificacién de anomalias cromosémicas, malformaciones, enfermeda-
des metabdlicas, mendelianas y otras alteraciones eventualmente adquiridas durante la gestacién
y con repercusiones sobre el feto. El DPN ha sido usado como un método formal de diagnéstico
desde hace mds de 45 anos, pasando por las diferentes fases de su evolucién. Esta revision describe
estas fases abordando las realizaciones cientificas que permitieron su implementacién y mejora-
miento continuo.

Palabras clave: anomalia congénita, anomalia cromosémica, diagnéstico pré-natal, retrospectiva,
vida intrauterina..

Abstract

Prenatal diagnosis is a set of techniques intended to establish a fetal diagnosis even in the period
of intrauterine life. It is aimed primarily at couples with higher risk of having a genetic or conge-
nital abnormal pregnancy. Its basic aim is to ensure the identification of chromosomal anomalies,
malformations, metabolic and Mendelian diseases, and other alterations eventually acquired du-
ring pregnancy which have an impact on the fetus.Prenatal diagnosis has been used as a formal
diagnosis method for more than 45 years, going through the various stages of its evolution. This
text revises these phases by addressing the scientific and technological developments that have led
to its implementation and continuous improvement.

Key Words: congenital abnormal pregnancy, genetic abnormal pregnancy, period of intrauterine
life, prenatal diagnosis, retrospective analysis.

turas internas do corpo. No final dos anos 1960,
a defini¢o das imagens obtidas por ultrassom foi
ampliada com a introdugio de um equipamento

Os pesquisadores citados introduziram um conhe-
cimento essencial para a capacitagao em uma me-
todologia util na realizagio de andlises bioquimi-

cas e citogenéticas em tecidos de origem fetal. No
entanto, a coleta do material destinado as andlises
diagnésticas pré-natais era um grande obstdculo
para uma maior compreensao e delimitagio das
patologias fetais. Devido a auséncia de parAmetros
seguros que determinassem o melhor local para a
inser¢do da agulha, ndo ¢ dificil imaginar o ris-
co acarretado por uma punc¢io da ciAmara 4mnica
sem auxilio de ultrassonografia. Um grande passo
na viabilizagdo do diagndstico pré-natal foi dado,
em 1958, por lan Donaid, Tom Brown e John
MacVivar. Os trés dedicaram-se a estudar a apli-
cagdo da ecografia visando  visualizagdo de estru-
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capaz de fornecer imagens em escala de cinza. Na
década de 1970, foram introduzidos os aparelhos
de ultrassonografia em tempo real (17-18). A partir
desse momento, foi possivel acompanhar todo o
procedimento de coleta de tecidos fetais pela ul-
trassonografia; com isso, a coleta de LA tornou-se
mais segura. A introdugdo do termo “diagndstico
pré-natal” data dessa época.

A década de 1980 foi marcada pela preocupa-
¢4o em torno de critérios de selegao das gestan-
tes sob risco de apresentar um feto com uma
anomalia congénita, especialmente nos casos de
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maior incidéncia na populagio de recém-nasci-
dos (como a sindrome de Down (SD) e os erros
de fechamento de tubo neural (EFTN). Nesse
sentido, diversos testes de triagem para o rastre-
amento populacional foram desenvolvidos. Em
1984, vdrios autores encontraram uma associa-
¢do entre a sindrome de Down e niveis de AFP
no sangue materno abaixo da média (18). Con-
cluiu-se que a combinagio da idade materna
com os niveis da AFP detectava de 25% a 33%
dos casos de SD, com 5% de falsos-positivos.
A descoberta desta associagao impulsou a busca
por outros potenciais marcadores bioquimicos
passiveis de utilizagdo no rastreamento das
aneuploidias fetais. Bogart et al (19) descreve-
ram a associacao entre niveis séricos elevados de
gonadotrofina coriénica humana (hCG) na mie
e aneuploidia fetal. Segundo Wald et al. (20), a
utilizacao da idade materna em associagdo com
os niveis de hCG identificaria até 60% dos fetos
com SD, com 6,7% de falsos-positivos. Canick
et al (21) analisaram um terceiro marcador, o
estriol nao conjugado (uE3). Em baixos niveis, o
uE, relacionava-se a sindrome de Down. Alguns
estudos avaliaram a combinac¢io dos trés mar-
cadores com a idade materna. Observou-se que
¢ possivel a detec¢do de mais de 67% dos fetos
afetados pela SD, com 7,2% de falsos-positivos
(20-26). Desde entiao, tém-se utilizado a andlise
que combina o risco relativo a4 idade materna
com a dosagem de AFP, hCG e uE3 em amos-
tras de soro materno no segundo trimestre de
gravidez (entre a 14* e a 20° semana gestacional).
Observou-se que niveis reduzidos de AFP, hCG
e uE, estao associados a gestagoes afetadas por
trissomia do cromossomo 18; baixos niveis de
AFP e uE, e niveis elevados de hCG associam-
-se a gestagdes com feto acometido por SD. Ha-
ddow et al (27) descreveram a associa¢ao no se-
gundo trimestre de gestagdo entre niveis séricos
elevados de no soro materno de Inhibina A e
aneuploidias fetais (SD e trisssomia 18).

A maioria das publicagdes anteriores enfatizou
a necessidade da dosagem de outros marcadores

bioquimicos no soro materno, porém, no primeiro
trimestre da gesta¢do. Consideram-se marcado-
res apropriados a proteina plasmdtica associada a
gravidez (PAPP-A) e a fracdo B (total ou livre) da
hCG (22-25). Wald et al. (26), ao estudar a sensi-
bilidade e a especificidade dos dois marcadores (em
associa¢ao com a idade materna), encontraram um
valor de 62% para a detec¢do da SD (5% de fal-
sos-positivos). A variabilidade da concentragao de
PAPP-A no soro de gestantes com feto acometido
por sindrome de Down é menor nas semanas de

gestagao 8 - 10. Recomenda-se a semana 10 para
sua medida (24).

Como j4 foi afirmado, a introdug¢io da ultrassono-
grafia no DPN permitiu uma melhor visualizagao
do feto, facilitando a realizagdo dos procedimen-
tos invasivos ¢ a detecgio precoce de malforma-
¢oes. Além de ser utilizada para fins diagndsticos,
a ultrassonografia ¢ também utilizada no rastrea-
mento de anomalias fetais e cromossdémicas. Em
1988, Jones (28) enfatizou que a maioria dos fetos
com alteracoes citogenéticas possui defeitos es-
truturais externos ou internos, que poderiam ser
detectados por meio da ultrassonografia morfolé-
gica. Virios marcadores ultrassonograficos foram
descritos, entre eles, o edema de nuca, o higroma
cistico, a onfalocele e os defeitos cardiacos (29-31).
Tais marcadores sinalizam patologias fetais em
uma grande propor¢ao dos casos. Por exemplo, se
o higroma cistico nao regride até a 18* semana, hd
uma probabilidade superior a 90% de que o feto
esteja acometido por alguma doenca (seja cromos-
sdmica ou nao).

A translucéncia nucal (TN), espago preenchido
por liquido (linfa) na regido que circunda a co-
luna cervical entre a pele e o tecido subcutineo,
apresenta uma espessura mensurdvel. Acredita-se
que o aumento ou a diminuigao da espessura da
TN, em compara¢io com « variagdo normal ob-
servada na populagio, esteja relacionado as alte-
ragdes causadas no equilibrio hemodinimico do
feto. Algumas pesquisas tém demonstrado que
fetos que apresentam alteracoes cromossdmicas
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como trissomia do cromossomo 21, demoram
mais para amadurecer o seu sistema linfético e,
por isto, tendem a ter uma maior quantidade de
linfa, aumentando a TN. Quando a espessura da
TN encontra-se aumentada no primeiro trimestre,
ha um fator de risco para a sindrome de Down e
outras anomalias cromossémicas como trissomia
do cromossomo 13 e 18 (29-33).

A utilizagao conjunta da TN e dos marcadores
bioquimicos de primeiro trimestre tém propor-
cionado resultados interessantes no rastreamento
de algumas anomalias cromossémicas. De Biasio
et al (34) observaram uma sensibilidade de 85%
na detec¢io de SD, com 3,3% de falsos positivos.
Para a mesma sindrome, Sabrid et al (35) verifi-
caram uma sensibilidade de 75%, com 7,5% de
falsos positivos. Considerando em conjunto as
anomalias cromossdmicas encontradas (trissomia
do cromossomo 21 e monossomia do cromosso-
mo X), a sensibilidade foi de 83,3% e a taxa de
falsos positivos foi de 7,3%. Krantz et al (36) re-
portaram uma taxa de detec¢ao de trissomia 21 do
87,5% com 4,5% de falsos positivos em mulheres
menores de 35 anos e uma taxa de deteccao do
92% com 14,3% de falsos positivos em mulheres
com idades maiores ou iguais a 35 anos. Para a
trissomia 18, reportaram uma taxa de detec¢ao de
100% com 0.4 — 1.4% para mulheres < de 35 anos
e > de 35 anos respectivamente. Wapner et al (37)
reportaram, no primeiro estudo multicéntrico dos
Estados Unidos, uma taxa de detecgao para trisso-
mia 21 de 78,7% com 5% de falsos positivos; para
trissomia 18, a taxa de deteccio foi de 90,9% com
2% de falsos positivos.

Depois de virios estudos multicéntricos e rando-
mizados conclui-se que a triagem de anomalias
congénitas deve ser realizada antes da semana 20
de gestacdo, independentemente da idade mater-
na. As semanas 10 - 11 e a 15 - 16 sao as mais ade-
quadas para a triagem no primeiro e no segundo
trimestre, respectivamente. A eleicdo dos marca-
dores depende de vdrios fatores, incluindo a idade
gestacional, o nimero de fetos, a histéria clinica
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obstétrica prévia, a disponibilidade da medida da
TN, a sensibilidade e limitagoes das provas, o ris-
co dos procedimentos diagnésticos invasivos e das
opgoes da interrupgao da gravidez (24).

O desenvolvimento de novas tecnologias para a
identificacio de mutagdes génicas por meio de téc-
nicas de biologia molecular, tais como a reagao em
cadeia da polimerase (PCR) e a hibridagao i situ
por fluorescéncia (FISH) no diagnéstico genético
pré-natal permitiram o diagnéstico de um grande
nimero de distirbios génicos em fases precoces da
gestagao. O nimero de distdrbios diagnosticéveis,
a precisdo e a eficicia da anélise estao aumentando
a medida que novos métodos sao criados, novas
mutacoes caracterizadas e os mecanismos de se-
gregacdo de vdrias doengas genéticas sao compre-

endidos (38-39).

Uma preocupagio constante na drea de pesquisa
relacionada ao DPN ¢ a reducio dos riscos asso-
ciados a coleta de material destinado a andlise.
Uma alternativa a coleta de tecidos fetais seria a
obtengao de células fetais presente no sangue ma-
terno. Bianchi et al (40) demonstraram a existén-
cia de células fetais no sangue materno a partir
de una sequéncia do cromossomo Y, amplificada
por PCR. Desde esse tempo, numerosos grupos
de trabalho estio pesquisando os procedimentos
mais adequados que permitam a separagao das cé-
lulas fetais dos glébulos vermelhos matemos e pos-
sam proporcionar células suficientes para a andlise
genética (41,42). No entanto, o isolamento dessas
células - ainda é tecnicamente complexo. Células
fetais podem estar presentes no sangue materno
em razao de 1:100.000 células maternas ou menos
(ou aproximadamente uma por ml de sangue ma-
terno). Além do ndmero baixo, outro problema ¢é
a permanéncia de células fetais em circulagio ma-
ternal apés a gravidez. Foi relatada a detecgao de
DNA nuclear masculino em uma mulher que ha-
via tido seu filho homem 27 anos antes do estudo
(43,44). Contudo, na atualidade, os estudos cen-
tram-se no DNA fetal livre de células no plasma
materno que, por sua vez, representa at¢ um 6,2%
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do DNA total presente no plasma materno. A and-
lise do DNA fetal livre de células do plasma ma-
terno permite a sexagem fetal em casos de doencas
com padrio de heranca ligada ao X recessiva, onde
apenas os meninos seriam afetados. Acontece do
mesmo modo nos casos de Hiperplasia Congénita
de Adrenal, uma doenga genética com padrio de
heranca autossdémica recessiva (44).

Uma das aquisigoes proporcionadas pela aplicacao
da biologia molecular no diagndstico pré-natal é o
Diagnéstico Genético Pré-lmplantacional (DGP).
Este pode ser considerado uma opgao diagndstica
para determinados casais de alto risco genético.
Com o DGP, o estudo genético de gametas e/ou
embrides e a selecio daqueles nio afetados para
posterior transferéncia foram possiveis. O uso con-
comitante das técnicas de reprodugdo assistida e
de biologia molecular como FISH e PCR permite
diagnosticar doengas genéticas a partir de um ou
dois blastdmeros biopsados do embrido em estdgio
de clivagem, antes da transferéncia para o ttero
materno (45-46). Utiliza-se PCR no diagndéstico
de doengas autossdmicas recessivas (como fibro-
se cistica, sindrome de Lesch-Nyhan, doenga de
Tay-Sachs, B-talassemia, por exemplo), autossdmi-
cas dominantes (sindrome de Marfan, doenca de
Huntington e distrofia miotdnica, por exemplo) e
ligadas ao cromossomo X, como a distrofia muscu-
lar de Duchenne e sindrome do X-frégil (47-48). A
FISH possibilita conhecer e selecionar o sexo em-
briondrio quando os pais sao portadores de genes
responsdveis por doencas ligadas ao cromossomo
X. Afora isso, a técnica ¢ utilizada na identificacao
do niimero de copias de determinado cromossomo.
Virios trabalhos descrevem a utilizacio da FISH
multicolorida no DGP, que permite a identificagao
de cinco ou seis cromossomos diferentes de forma
simultinea em uma mesma hibridagao ou até nove
cromossomos em dois ciclos de hibridagao (45, 49-
51). Ulli et al. (52) indicaram que a técnica conhe-
cida como SKY (Spectral Karyotyping) pode ser
adaptada para a utilizagio em nicleos interfésicos.
Munné et al. (53), por sua parte, concluiram que
uma vez desenvolvida a metodologia apropriada

para obter preparagoes cromossdmicas eficientes de
blastomeros isolados, a técnica de SKY poderd ser
aplicada para detectar todos os tipos de anomalias
cromossdmicas (numéricas e estruturais) em uma
tnica célula. Entretanto, para Wells et al. (54), a
técnica conhecida como PEP (Primer Extension
Preamplification), combinada com a hibridagao
gendmica comparativa (CGH, de Comparati-
ve Genomic Hybridization), possibilitaria tam-
bém a detec¢io de todos os tipos de anomalia
cromossdmica (numéricas e estruturais). Assim,
o DNA extraido de um dos blastdmeros biopsa-
dos de um mesmo embrido pode ser submetido a
amplificacdo gendmica aleatéria mediante a PEP
e, portanto, pode ser hibridado com preparagoes
cromossémicas normais mediante CGH, permi-
tindo assim a detec¢do de qualquer tipo de ano-
malia cromossdmica.

Nos dltimos anos, o desenvolvimento de novas
tecnologias moleculares permitiu que o DPN
avancasse a uma velocidade sem precedentes. A
inclusao de provas de microarray, como Hibrida-
¢ao Genodmica Comparativa (CGH-Array), que
contem cerca de 60.000 oligonucleotideos que,
por sua parte, representam sequéncias do genoma
humano, permite, pela comparacio com o cari6-
tipo, detectar alteragoes cromossomicas (delegoes
e duplicagoes) que nio sao observadas ao micros-
copio dptico. Mais recentemente, foi desenvolvida
a técnica denominada Sequenciamento de DNA
de nova gera¢ao (Next Generation Sequencing
[NGS]), também conhecida como sequenciamen-
to em massa paralela, do inglés Massive Parallel
Sequencing (MPS). Esta “nova geragdo” melhorou
drasticamente nos tltimos anos, conseguindo que
o nimero de bases que se podem sequenciar tenha
crescido exponencialmente. Além disso, o sequen-
ciamento em massa tem o potencial de detectar
todos os tipos de variagio gendémica num tnico
experimento, incluindo variantes de nucleotideo
Unico ou mutagdes pontuais, pequenas insergoes
e delegdes, assim como variantes estruturais equi-
libradas (inversoes e translocagoes) e desequilibra-

das (dele¢oes ou duplicagoes) (49,55).
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Amniocentese

A amniocentese, o mais antigo procedimento de
coleta do DPN, consiste em retirar uma amostra
do liquido contido no interior da cavidade cério
-amni6tica mediante uma agulha inserida pela
parede abdominal. O material obtido pode ser
submetido a anilise citogenética, bioquimica ou
molecular. Em geral, o exame ¢ realizado a partir
da 15* semana gestacional (amniocentese tradicio-
nal); no entanto, pode ser realizado entre a 12%¢
a 14* semana de gesta¢ao (aminiocentese precoce)
(56). Alguns centros realizaram a amniocentese a
partir da 11* semana gestacional (57-60) e outros a
partir da 10* semana gestacional (61-64).

Aspectos historicos

Em 1919, Henckel foi o primeiro a empregar a
amniocentese transabdominal com fins prope-
déuticos. Deve-se a O’Menees (1930), a utiliza-
¢ao do procedimento na amniografia. Albano
(1933) utilizou a amniocentese no diagnéstico de
morte fetal intrauterina; no mesmo ano, Dieck-
man avaliou o volume amniético pelo vermelho
congo (65). Bevis (66) utilizou-a para analisar o
teor de bilirrubina presente no LA. O método
ganhou importincia a partir da década de 1950,
quando a espectrofotometria de LA foi instituida
no seguimento de gestantes aloimunizadas pelo
fator Rh (65). A partir de 1966 ficou aberto o
caminho para os estudos citogenéticos do feto
humano. Grandes séries foram publicadas (67-
69) relatando o diagnéstico da maioria das ano-
malias cromossdmicas. Em 1970, Nadler e Gerbie
(70) sumarizaram a experiéncia inicial na execu-
¢do da amniocentese genética em 142 pacientes
e, no mesmo ano, Littlefield (71) demostrou que
0 exame apresentava precisao diagndstica e risco
relativamente baixo. Nos anos seguintes, vérios
pesquisadores relataram a possibilidade do DPN
numa ampla variedade de alteragoes cromosso-
micas e metabdlicas. A partir da década de 1980,
gracas aos avangos da ultrassonografia, a AT se
tomou a técnica preferencial em rotina diagnéds-
tica devido a simplicidade, seguranga e confiabi-
lidade dos resultados.
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Liquido amniotico
O LA obtido por amniocentese ¢ um meio com-
plexo proveniente tanto da mae como do feto. Na
cavidade amniética, o LA encontra-se em renova-
Gao constante e apresenta importantes variagoes
de composi¢ao e volume no decorrer da gravidez.
Dentre suas fungées estio a protegao do feto con-
tra traumatismos, garantia de espago para movi-
menta¢io corporal, manutengio da temperatura
e auxilio no desenvolvimento pulmonar e renal.
Por isso, ¢ importante a existéncia de um volume
adequado de LA para o desenvolvimento normal

do feto (65,72).

Especulag¢oes a respeito do LA sdo antigas. Jd no
século V A.C., Hipdcrates sugeriu que o LA era
produto da urina fetal. Uma das primeiras revi-
soes sobre os componentes do LA foi efetuada
por Uyeno, em 1919, com dados adicionais para
fons inorganicos e compostos orginicos. Nas
décadas seguintes, as publicagoes apresentavam
andlises quimicas comparando o LA com a uri-
na e o sangue. Em 1927, Zangeimeister propos
uma tabela para estabelecer a relagio entre o
volume de LA e a idade gestacional. Em 1933,
estudando a fisiologia ovular, Albano realizou
uma amniocentese para calcular o volume de
LA. Em 1961, Harvey prop6s que o feto deveria
participar da renovac¢io do fluido amniético
através da degluticao (73). Nas trés altimas dé-
cadas, o desenvolvimento de métodos de andlise
bioquimica, estudos citolégicos e de cultura ce-
lular, expandiu os conhecimentos sobre a inter
-relacio mae-feto-LA.

A regulagio do volume do LA depende da inte-
ragdo entre o feto, a placenta e a mae. A quanti-
dade de LA estd intimamente relacionada com o
estagio da gestagao. Entre a 10* e a 20* semana,
a composi¢ao assemelha-se ao plasma sanguineo
do feto. Estimativas realizadas por diversos mé-
todos permitem calcular o volume esperado de
LA nas vdrias semanas de gestagiao. De acordo
com Elejalde et al. (74), o volume total de LA
encontrado em média é de 30 ml, 70 ml e 200
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ml na 10%, 13* e 16° semana de gestagao, respec-
tivamente. Para fins de DPN, uma reduc¢io de
até 10% do volume total é considerada inécua
para o feto (75). Alguns autores propdem a re-
tirada de um ml de LA na amniocentese por se-
mana de idade gestacional (76-78). No entanto,
autores como Eiben et al. (59) e Tharmaratnam
et al. (64) ressaltam a importincia de minimi-
zar a quantidade de LA removido na AP. Eles
concluiram que a remo¢ao de aproximadamente
12 ml de LA em periodos precoces da gravidez
(antes da 12° semana) poderia aumentar a taxa
de perda fetal e causar alteragoes respiratorias e
ortopédicas nos conceitos.

Em gesta¢des normais, o LA ¢ translicido e apre-
senta uma coloragio amarela clara nos dois pri-
meiros trimestres da gesta¢do. A partir do inicio
do terceiro trimestre fica ainda mais claro e torna-
-se opaco proximo ao final da gestagao devido a
descamacio da pele fetal e a0 muco produzido
pelas glandulas sebdceas. Antes da 24" semana,
o LA apresenta pH em torno de 7,25; apds esse
periodo, o pH diminui em consequéncia da parti-
cipagdo urindria na manuten¢io do volume (72).
O LA, constituido basicamente por dgua (em tor-
no de 98 a 99%), apresenta compostos tais como
glicose, bilirrubina, creatinina, ureia, dcido trico,
proteinas (albumina, imunoglobulina G, alfa-1-
-antitripsina, transferrina, glicoproteina 4cida e
AFP sao exemplos comuns), lipidios (por exem-
plo, esfingomielina, lecitina e fosfatidil-glicerol),
horménios e enzimas (por exemplo, gama gluta-
mil transferase, leucino aminopeptidase, fosfatase
alcalina). Também sio encontrados diversos fons,
tais como sédio, cloro, bicarbonato, fésforo, cal-
cio, magnésio e potdssio. A concentragio de vdrios
desses componentes ¢ utilizada para inferir o esta-
do de satide fetal, a partir de indica¢des consolida-
das. Em relagdo aos fons, apenas a concentragao
do sédio apresenta clara tendéncia de diminuir a
medida que a idade gestacional progride. Essa di-
minuic¢do resulta do amadurecimento dos tibulos
renais e do consequente aumento da capacidade
de reabsor¢ao do s6dio, bem como da queratiniza-

cao do tegumento conceitual. Assim, o sédio pre-
sente no LA representa um importante parimetro
de avaliagao das fungées renais. Quanto aos fons
restantes, nio hd nenhum padrio que permita
estabelecer relagoes funcionais motivando as va-
riacoes aparentemente aleatérias de concentragao
no decorrer da gravidez. De modo semelhante, os
lipidios supracitados permitem inferir a situagio
de maturidade do sistema respiratério (79). As en-
zimas gama glutamil transferase, leucino amino-
peptidase, fosfatase alcalina tém sido utilizadas no
DPN de anomalias do sistema digestivo. J4 a ace-
tilcolinesterase, em concentragdes elevadas impli-
ca major risco de EFTN ou de disrupgao da pare-
de abdominal a partir da 12* semana gestacional.
A concentragdo de alguns hormoénios tem demos-
trado também uma correlagao com anomalias in-
trauterinas. A dosagem da 17-hidroxiprogesterona
constitui parAmetro de inferéncia para hiperplasia
congéntica da supra-renal. O déficit de biossintese
esteroidiana pode ser detectado pela concentragao
dos horménios esteroides de origem supra-renal

ou gonadal (80).

Atualmente, um grande nimero de doengas men-
delianas ja pode ser diagnosticado pela andlise
bioquimica do LA, com técnicas de cromatogra-
fia, espectrofotometria de massa e eletroforese.
Pode-se citar, entre outras, erros do metabolismo
de carboidratos, mucopolissacaridoses, lipidoses,
aminoacidopatias, acidemias orginicas, anemia
hemolitica congénita, sindrome de Lesh-Nyhan e
hiperplasia congénita da supra-renal.

O estudo citolégico do LA ¢ relevante para o
DPN. Dada a dificuldade de se realizar amniocen-
tese como rotina antes da 10* semana de gravidez,
pouco se conhece acerca dos componentes celula-
res do LA em periodos mais precoces da gestagao.
Em um estudo do LA de pacientes cuja idade ges-
tacional variava entre 7 e 11 semanas, encontrou-
-se uma composi¢io celular totalmente diferente
da achada em gestagdes mais tardias. Sugeriu-se
que as células encontradas antes da 12°* semana de
gestagdo tém as mesmas caracteristicas daquelas
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localizadas entre a endoderme e o mesénquima do
saco vitelinico, bem como das células da superfi-
cie do cordao umbilical primitivo. Conjecturou-
-se serem as células, encontradas no LA, derivadas
das células hematopoiéticas do saco vitelinico, as
quais passariam pela fina membrana dessa estru-
tura entre a 11* e a 12* semana de gestagao, em di-
re¢do a cavidade cério-amniética (81). Entre a 13*
e a 14* semana gestacional, o nimero de células
encontradas no LA é pequeno e, principalmente,
de origem membranosa. Na 13* semana, ocorre a
abertura da membrana anal do feto e 0 LA comega
a circular através do tubo digestivo. Isso permite a
passagem de células fetais provenientes da descama-
¢ao das mucosas para o liquido aumentando a con-
centragio celular. Apds esse evento, o polimorfismo
celular passa a ser uma caracteristica dominante no
LA. A partir de ento, a maioria das células provém
da descamagdo das mucosas oral, anal, respiratéria,
vaginal, epidérmica e funicular. A quantidade de cé-
lulas obtidas entre 16 e 18 semanas é de aproximada-
mente 10.000/ml, mas a maioria delas nao ¢ vidvel.
Depois de cultivados, os tipos celulares distinguiveis
sa0: grandes células epiteliais (células “E”), derivadas
provavelmente da pele fetal e das mucosas genito
-urindrias; pequenas células epiteliais (células “AF”,
do inglés ammniotic fluid), que sio mais abundantes e
derivadas fundamentalmente do trofoblasto; fibro-
blastos (“F”), menos frequentes, mas com grande ca-
pacidade de proliferagao, derivados da derme fetal e
do tecido conjuntivo. Entre a 17* e a 20° semana de
gestacdo inicia-se a queratinizacdo da pele fetal, que
pode dificultar o crescimento das células em cultura

(75-84).

Indicacoes para o exame
As principais indica¢oes para a realizagao da am-
niocentese para o diagndstico citogenético sao:

1. Idade materna avancada (> 35 anos)

2. Pais portadores de rearranjos cromossémicos
equilibrados

3. Filho anterior apresentando malformagao

4. Filho anterior portador de alguma anomalia
cromossomica
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5. Determinagio do sexo fetal por risco de
doenga ligada ao cromossomo X, para estudos
moleculares posteriores

6. Presenca de marcadores ultrassonograficos su-
gestivos de aberra¢io cromossomica fetal

7. Malformagées observadas em ultrassonografia
de rotina

8. Ansiedade

Entre as indicag¢bes nao primordialmente citoge-
néticas estdo a determinagao bioquimica para do-
encas metabdlicas, a andlise molecular, a pesquisa
de infecgoes por rubéola, toxoplasmose, citomega-
lovirus e a determinagdo de paternidade (85).

Procedimento
A amniocentese (precoce e tradicional) pode ser
realizada em regime ambulatorial, apés exame ul-
trassonografico detalhado; o recurso da ultrassono-
grafia deve estar também disponivel durante o pro-
cedimento de coleta para a determinagio nao s6
do local de inser¢io da agulha, como também da
orientacio da mesma dentro da cAmara, de modo
a atingir um ponto onde haja maior quantidade de
LA, evitando assim les6es ao feto e perfuragoes da
placenta. A drea onde o cordao umbilical se insere
na placenta deve ser sempre evitada, pois existe a
possibilidade de se perfurar um dos grandes vasos
da placa coridnica. Sob orientagio ultrassonogri-
fica, uma agulha de calibre 20 ou 22 gauge (G)
¢ introduzida através da parede abdominal e ute-
rina até o interior da cavidade amnidtica. Através
da seringa conectada & agulha aspira-se um volume
de aproximadamente 20 ml para a AT; no caso da
AP, calcula-se um ml por semana gestacional para
efeitos de coleta (86,87). Ndao hd necessidade de
se administrar anestesia local. Virios estudos rela-
tam dor minima ou auséncia de dor nas pacientes
durante e apds o procedimento (88). O estudo de
Dorfer et al. (89) abordou a algesia em mulheres
que realizaram a AP. Em uma escala de algesia, va-
riando de zero a dez, encontrou-se uma média de
2,9, ou seja, a sensagao de dor durante o procedi-
mento foi considerada baixa. Caso a tentativa ini-
cial de se obter o LA seja mal sucedida, hd a op¢ao
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de se inserir uma segunda agulha, puncionando-se
outro local. Nao mais do que duas inser¢oes devem
ser realizadas no mesmo dia; se nio houver suces-
so, deve-se repetir uma semana depois. Virios es-
tudos relatam aumento de perdas fetais associadas
a multiplas inser¢oes (90,91). Quando a placenta
apresenta inser¢ao anterior, a pungao pode ocasio-
nalmente ser transplacentdria. Alguns autores su-
gerem uma taxa maior de complicagdes associadas
a este procedimento (92,93). No entanto, outros
autores relatam que a inser¢ao anterior da placen-
ta e, consequentemente, a pungio transplacentd-
ria, ndo aumenta a taxa de complicagdes quando
profissionais experientes realizam o procedimen-
to. Hills et al. (94) analisaram uma série de 562
amniocenteses e verificaram que a taxa de perda fe-
tal no grupo com pungio transplacentdria nao foi
estatisticamente significativa comparada ao grupo
em que a pun¢do nao havia sido transplacentdria.
Crane e Kopta (95) realizaram 1.000 amniocen-
teses sob orientagio ultrassonogrifica, evitando a
placenta, sempre que possivel, ou tentando realizar
o procedimento perfurando a regido mais delgada
desse anexo fetal. Esses autores observaram que a
localizagao da placenta nao estava associada a taxas
maiores de perda fetal. No estudo de Bombard et
al. (96), 1.000 pacientes foram avaliadas. Os pro-
cedimentos foram realizados por operadores ex-
perientes e se examinaram as taxas de perda apds
amniocentese placentdria e nio-placentdria. Um
total de 518 pacientes apresentou placenta anterior
e em 306 mulheres a agulha penetrou através da
placenta. Todas as gravidezes foram acompanha-
das prospectivamente at¢ o momento do parto.
Os autores concluiram que ¢ uma taxa de perda
semelhante tanto para os grupos transplacentd-
rios quanto para os nao transplancentarios. Bravo
et al. (1995) revisaram 380 casos de amniocente-
se realizada antes da 15* semana de gestagio; em
38,7% dos casos a pun¢io havia sido transpla-
centdria. Os autores concluiram que as taxas de
perda gestacional foram semelhantes nos grupos.
Zolnierczyk et al. (97), estudando amostras de
183 AP realizadas entre a 12° e a 14* semana de
gestacao (49 casos transplacentdrios), encontra-

ram aumento na incidéncia de sangramento apés
a AP transplacentdria. Nio foram observadas per-
das gravidicas, nem outras complicagdes serias nas
pacientes. Concluiram, fundamentados em tais
resultados, ndo haver nenhuma razio para evi-
tar a via transplacentdria na amniocente. Thar-
maratnam et al. (98) estudaram as complicagoes
associadas a procedimentos transplacentdrios.
Foram realizadas 401 AP entre a 10° ¢ a 14* sema-
na gestacional. No grupo transplacentdrio (148
casos), houve maior incidéncia de sangramento
ap6s a coleta (diferenca significativa). Apesar
desses resultados, nao houve diferenca na taxa de
perda fetal entre os dois grupos, nem em rela-
¢ao as intercorréncias de perda de LA e cdlicas.
Igualmente aos achados de outros trabalhos, os
autores concluem que a AP transplacentdria é se-
gura e sem riscos aumentados de complicagoes.

Contudo, a AT apresenta algumas limitagoes por
ser realizada no segundo trimestre de gestagao. Adi-
cionalmente, a obten¢ao dos resultados citogenéti-
cos pode levar, em média, duas semanas. Caso o
resultado revele alguma altera¢ao cromossémica no
feto, a gestagdo pode estar num periodo avangado
para uma eventual interrupg¢io, causando compli-
cagdes obstétricas e psicolégicas para a gestante.

Uma alternativa de diagnédstico no primeiro tri-
mestre de gestagdo ¢ a coleta de Amostra de Vilosi-
dades Coridnicas (AVC), introduzida em 1968 por
Hahnemann e Mohr (99). A AVC pode ser obtida
por via transcervical entre a 10%e a 11* semana de
gestagao ou ainda pela via transabdominal a partir
da 11* semana até o inicio do terceiro trimestre
de gestagdo. Sua principal vantagem sobre a AT
¢ permitir resultados diagnésticos em um estdgio
inicial da gravidez, minimizando os complexos
fendmenos psicoldgicos associados ao diagndstico
pré-natal (100).

A eficdcia de cada uma dessas técnicas de diag-
néstico tem sido objeto de estudos colaborati-
vos em diferentes paises na tentativa de compa-
rd-las. Os paridmetros analisados dizem respeito
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principalmente aos riscos e complicagoes técni-
cas associadas, tais como incidéncia de perdas
fetais, dificuldades na andlise das preparacoes,
falha nas culturas, qualidade das preparagoes
cromossdmicas e contaminagdo por células ma-

ternas (CCM).

Um dos aspectos estudados com mais frequéncia
¢ a ocorréncia de mosaicismo cromossdémico em
AVC. A principal dificuldade diz respeito ao re-
conhecimento das linhagens celulares anormais
de origem nio fetal e sua interpreta¢io. A frequ-
éncia de mosaicismo em AVC varia de 0,7% (101)
a 2,4% (102,103); portanto, é muito superior as
taxas de 0,1% (104) a 0,31% (105) encontradas
em amniocentese. A maioria do mosaicismo des-
crito em AVC ¢ confinado ao tecido placentdrio e
nao ¢ representativo do caridtipo fetal. Sua inter-
pretagio e significado clinico tém sido motivo de
controvérsia. Por outro lado, enquanto o mosai-
cismo encontrado na amniocentese é confirmado
no feto em mais de 70% dos casos, na AVC s6 se
confirma em 5 a 25% dos casos (103). A CCM no
tecido fetal estudado pode levar também a erros
diagnésticos e envolve aproximadamente 0,25%
a 1% das amostras de LA (106) e 3% das culturas
de AVC (106-108).

Sumario e conclusoes

A partir da segunda metade do século passado,
uma série de realizagdes cientificas permitiu o sur-
gimento do diagnéstico pré-natal na drea médica.
O primeiro procedimento de coleta de células fe-
tais para o estudo do cariétipo foi a AT, realizada
ap6s 15 semanas de gestagdo. Além de ser um pro-
cedimento de baixo risco, proporciona suficiente
material para a andlise citogenética do feto e os
resultados obtidos apresentam alta sensibilidade e
especificidade no diagndstico pré-natal. Contudo,
esse diagndstico s6 ¢ realizado no segundo trimes-
tre, dificultando decisées reprodutivas que, por
vezes, demandam urgéncia.
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A introducio da coleta de AVC veio ao encontro
da demanda por um diagnéstico pré-natal no pri-
meiro trimestre. Pode se dar por via transabdo-
minal (apés 11 semanas gestacionais) ou trans-
cervical (a partir da 10* semana). Por se tratar
de tecido placentdrio, o achado de mosaico em
células cultivadas a partir de AVC demanda uma
contra checagem. Contudo, a coleta de AVC ¢ a
que proporciona os resultados mais precoces en-
tre os exames invasivos mais utilizados no diag-
néstico citogenético pré-natal.

As principais indicagbes para a realizagao do
diagnéstico citogenético pré-natal sio a idade
materna avancada (> 35 anos), a existéncia de re-
arranjos cromossomicos equilibrados em um dos
progenitores, filho anterior apresentando malfor-
magao, filho anterior portador de alguma ano-
malia cromossémica, necessidade de determinar
o sexo fetal por risco de doenga ligada ao cromos-
somo X, presenga de marcadores ultrassonografi-
cos sugestivos de aberragio cromossoémica fetal,
malformacoes observadas em ultrassonografia de
rotina e ansiedade materna. De modo geral, a fre-
quéncia de anomalias cromossémica encontradas
em populagdes estudadas correlaciona-se com as
indicag6es para o exame, embora haja excegoes.

Diversosestudosabordaramacomposi¢io, proprie-
dades e aspectos citolégicos do liquido amnidtico,
bem como as mudangas que este vai apresentan-
do no decorrer da gestagao. Esse conhecimento
¢ utilizado em vidrias abordagens do diagnéstico
pré-natal, inclusive a da citogenética.

Assim como em outros procedimentos de coleta
de tecidos fetais, a ultrassonografia é hoje uma
ferramenta indispensivel no DPN. Além de ser
utilizada para orientar os operadores antes, du-
rante e apds o procedimento, a ultrassonografia é
utilizada tanto no diagnéstico como no rastrea-
mento de anomalias fetais.
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