CENTRO DE ENSINO SUPERIOR DE JUIZ DE FORA
ANA CAROLINA DE AQUINO GUEDES NERY

A IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO GENETICO
PRE IMPLANTACIONAL (PGD) NO SUCESSO
DA REPRODUCAO HUMANA ASSISTIDA

Juiz de Fora
2018



1

A IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO GENETICO PRE IMPLANTACIONAL (PGD)
NO SUCESSO DA REPRODUCAO HUMANA ASSISTIDA

Ana Carolina de Aquino Guedes Nery*

Nathélia Barbosa do Espirito Santo Mendes?

RESUMO

Com o0 advento da tecnologia muitos casais recorrem as clinicas de Reproducédo
Humana Assistida devido a dificuldades na manutencdo da gravidez. Além desse
problema, o aborto de repeticdo também é uma realidade para diversos pacientes.
Tendo em vista o grande numero de casos desse tipo, métodos de diagnostico
foram desenvolvidos com o objetivo de melhorar o progndstico gestacional. O
diagnostico genético pré implantacional retne diversas técnicas para a analise de
possiveis alteracbes cromossdmicas em embrides in vitro e seleciona apenas
aqueles geneticamente normais para serem transferidos. E uma técnica considerada
menos invasiva do que outras existentes como a amniocentese e cordocentese e
recentemente também vem sendo utilizada como ferramenta na terapia génica. No
Brasil, sua regulamentacédo é feita através de resolucdes do Conselho Federal de
Medicina (CFM) e embora a procura por esse tipo de exame cresca a cada dia,
novas questdes surgem no que se refere a aplicabilidade, questfes éticas e acesso
restrito devido ao alto custo. No entanto, muitas pesquisas estdo sendo feitas e este
pode ser considerado um método promissor.

Palavras-chave: Aborto de Repeticdo. Técnicas Reprodutivas. Aconselhamento
Genético.

1 INTRODUCAO

A Reproducéo Assistida (RA) se baseia na utilizacdo de técnicas, tecnologias,
equipamentos e praticas médicas e biomédicas para a obtencdo de embrides in
vitro. Algumas variagcdes sao encontradas nos termos empregados, tais como
“‘Reproducao Humana Assistida” (RHA), “Técnicas de Reprodugao Assistida” (TRA)
e “Reproducdo Medicamente Assistida (RMA)”, no entanto, possuem o mesmo
significado (CORREA; LOYOLA, 2015).
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A RA s0 foi possivel com o desenvolvimento da tecnologia, visando auxiliar a
gestacdo para casais com dificuldades, e tantas outras. Dentre os procedimentos
seguidos estdo a Relacdo Programada ou Coito Programado, Inseminacao Artificial
(IA) ou Inseminagédo Intra-Uterina (IlU), Fertilizagcdo In Vitro (FIV), Injecao
Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI) e outras, que estdo classificadas em
dois grupos: de baixa complexidade e de alta complexidade (DE FREITAS;
SIQUEIRA; SEGRE, 2008; MAGALHAES, 2016).

As técnicas classificadas de baixa complexidade sdo o Coito Programado, a
IA ou IlU. No que se refere as técnicas de alta complexidade estdo a FIV, a ICSI, e
algumas técnicas de diagnéstico (LUNA, 2005; MAGALHAES, 2016).

O método do Diagnodstico Genético Pré Implantacional (PGD) foi realizado
pela primeira vez na década de 1990 com o objetivo de prevenir doencas ligadas ao
cromossomo X (BASILLE et al., 2009). E um procedimento considerado menos
invasivo que algumas técnicas existentes ja realizadas, como por exemplo, a
amniocentese (extracdo de células do liquido amniético), a cordocentese (extracao
de células do corddo umbilical) e a extracdo de amostras de células das vilosidades
coridnicas (COLLINS; IMPEY, 2012; MENDES; COSTA, 2013).

Segundo Oliveira e colaboradores (2009), o PGD é sugerido em casos de
casais férteis que tem altas chances de transmissdo de doencas genéticas para
seus filhos e também para o diagnéstico de aneuploidias em casais que recorrem a
FIV, aumentando as chances de gravidez dos mesmos.

Os avancos das técnicas de biologia celular, em parceria com a engenharia
genética produzem ferramentas que sao utilizadas no PGD para o diagnéstico de
doencas atribuidas as anomalias de origens cromossémicas e génicas e também
para a selecdo dos embrides mais saudaveis que virdo a ser transferidos (ADJUK;
ZERNICKA-GOETZ, 2013; TAN et al., 2014).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho € evidenciar a importancia do
Diagnostico Genético Pré Implantacional na reducdo dos casos de aborto de

repeticdo, e consequentemente, no sucesso da Reproducdo Humana Assistida.



2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi construido através do levantamento de dados encontrados na
literatura. As pesquisas bibliograficas foram executadas no periodo de agosto a
novembro de 2018. As buscas foram realizadas nas bases de dados cientificos
como o portal da CAPES (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior), ScIELO (Scientific Eletronic Library Online), BVS-Bireme (Biblioteca Virtual
em Saude) e PUBMED (National Library of Medicine and The National Institute of
Health), bem como em sites especializados.

Os descritores utilizados nas pesquisas foram: “diagndstico genético pré
implantacional”, “reproducdo humana assistida”, “aborto de repeticdo”. A busca foi
por materiais publicados em portugués e inglés; em formato de artigos, teses,
manuais e livros. Foram analisados apenas aqueles considerados mais
significativos, de forma a garantir o embasamento tedrico essencial para a discussao

do tema. N&o houve limite de periodo para a selecéo da bibliografia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DIAGNOSTICO GENETICO PRE IMPLANTACIONAL

3.1.1 Definicao

O termo Diagnéstico Genético Pré Implantacional € derivado do inglés, Pre-
Implantation Genetic Diagnosis, utilizado tanto na FIV, quanto na ICSI, capaz de
identificar mutacdes genéticas e cromossbmicas nos embrides antes da
transferéncia para a cavidade uterina (POMPEU; VERZELETTI, 2015; SEPULVEDA;
PORTELLA, 2012).

Atualmente essa técnica € aplicada na identificacdo de doencas genéticas,
doencas de aparecimento tardio e também na terapia génica, com a realizacdo de
transplante de medula éssea em pacientes que apresentam dificuldades para

encontrar doadores compativeis, nesse caso, o PGD atua como uma ferramenta que
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visa selecionar um embrido compativel com o paciente enfermo, e as células-tronco
do corddo umbilical utilizadas no tratamento sao extraidas apdés o nascimento do
bebé (KULIEV et al., 2005; POMPEU; VERZELETTI, 2015).

3.1.2 Histoérico

Louise Toy Brown foi o primeiro bebé nascido proveniente das técnicas de
fertilizacdo in vitro e foi realizado por Patrick C. Steptoe e Robert Edwards, na
Inglaterra em Julho de 1978 sendo considerado um marco para a Reproducgéo
Humana Assistida na época (STEPTOE; EDWARDS, 1978). Alguns anos depois, na
década de 1984 no Chile, foi publicada a primeira gestacao por transferéncia intra
tubaria de gametas (FERNANDEZ et al., 1985 apud DE FREITAS; SIQUEIRA,;
SEGRE, 2008).

Embora os grandes adventos da Reproducdo Assistida sejam recentes, a
ideia de se realizar um teste genético antes de sua implantacdo ocorreu em 1960,
guando Edwards e Gardner, definiram o género de coelhos através da biopsia de
blastocistos (POMPEU; VERZELETTI, 2015; WOLFF; MARTINHAGO; UENO, 2009).

Em meio as décadas de 1980 e 1990, atraves de técnicas como a FIV e ICSI,
cogitou-se a possibilidade de diagnosticar doencas genéticas em embrides in vitro
(OLIVA TELES, 2012; POMPEU; VERZELETTI, 2015).

Nos dias atuais médicos e embriologistas optam pela ICSI (ARAUJO; COSTA,
2014; POMPEU; VERZELETTI, 2015) em razdo da técnica selecionar o
espermatozoide que sera introduzido no oOvulo, cessando o contato de material
genético externo e diminuindo a chance de contaminacédo, diferentemente do que
ocorre na FIV, pois o contato de espermatozoides com o0 o0cito € consideravelmente
maior, por isso, as falhas no processo durante a ICSI sdo menores (MALUF;
RIEGEL, 2009; POMPEU; VERZELETTI, 2015).

3.2 PRINCIPAIS TECNICAS DE DIAGNOSTICO GENETICO PRE
IMPLANTACIONAL (PGD)



3.2.1 Bidpsia

A biépsia em embrides para o teste de PGD pode ser realizada em trés
diferentes estagios. A primeira é feita nos o0citos ou zigotos (células do primeiro
corpusculo polar); a segunda em blastdmeros em fase de clivagem; e, a terceira, se
da pela extracdo celular do trofoectoderma de blastocistos. Para efetuar a bidpsia,
faz-se o rompimento da zona pelldcida (ZP) que pode ser de forma mecanica,
guimica ou por laser (BASILLE et al., 2009).

Os testes de PGD em sua maioria sdo feitos através da hibridizacao
fluorescente in situ (FISH), utilizando células em fase de clivagem para analisar

cerca de cinco a dez cromossomos (LEE et al., 2012).

3.2.2 Hibridizacao Fluorescente in situ (FISH)

Consiste basicamente na utilizacdo de sondas para marcacédo fluorescente,
capaz de detectar alteracdes na sequéncia de DNA (Figura 1), e é indicada para
diferenciar embribes com translocacdes, embora existam alguns fatores limitantes
como o tempo para a confeccdo das sondas e o numero de Cromossomos
analisados (CHANG et al., 2011; DE MELO PRAJIANTE; BUSSO, 2013).

Além dessas limitacbes, também pode ocorrer falha no processo de
hibridizacdo e fixacdo incorreta dos sinais fluorescentes, gerando interpretacdes
equivocadas (DEUGARTE, 2008; DE MELO PRAJIANTE; BUSSO, 2013). O nimero
de pares de cromossomos analisados por essa técnica sao limitados entre cinco e
doze cromossomos, dos quarenta e seis existentes (BREZINA; KEARNS, 2014;
POMPEU; VERZELETTI, 2015).



Figura 1: Técnica de Hibridizag&o Fluorescente in situ (FISH), mostrando a Trissomia do

cromossomo 21.

FISH 13,21 mostrando trissomia 21

Fonte: Diagnéstico Citogenético Pré-Natal - Dra. Maria de Lourdes Chauffaille

3.2.3 Hibridizacdo Genémica Comparativa (array-CGH)

A técnica de array-CGH (Figura 2) € indicada no diagnostico de embrifes com
cromossomos desbalanceados e também na identificagdo de aneuploidias, com
desempenho e confiabilidade superiores a FISH (DE MELO PRAJIANTE; BUSSO,
2013; FIORENTINO et al., 2011).

Héa grandes chances de esse método substituir a FISH, pois apresenta taxas
de acerto no diagnostico de 99%, além de alcancar indices de gravidez entre 20 a
60% conforme a idade da mulher (CHANG et al., 2011; DE MELO; BUSSO, 2013).



Figura 2: Técnica de Diagndstico Genético Pré Implantacional (PGD) por Hibridizacdo Genomica
Comparativa (CGH-array).

CGH Analysis

CytoVision

Fonte: Hibridizagdo Gendmica Comparativa — Dr. André Luiz

3.2.4 Reacdo Em Cadeia Da Polimerase - PCR

Trata-se de uma técnica que também é utilizada no PGD, porém com mais
especificidade, como em mutacdes em genes distintos, realizando a fragmentacéo
do DNA em partes menores e sua ampliagdo exponencial para melhor analise
(POMPEU; VERZELETTI, 2015; WOLFF; MARTINHAGO; UENO, 2009). Dentre
suas diversas aplicacbes, a PCR € indicada para detectar doencas hereditarias a
nivel molecular, mutacdes, cancer, expressao génica, confirmacdo de paternidade,
diagnostico de microdelecfes e identificacdo de virus e bactérias patogénicas.
(BRAUDE et al., 2002; SERMON; STEIRTEGLEM; LIEBAERS, 2004; SHAHINE;
CEDARS, 2006; WOLFF; MARTINHAGO; UENO, 2009)

Esse procedimento apresenta limitacbes, principalmente falhas nas
amplificacBes alélicas, devido a baixa quantidade de DNA utilizado, e também pode
ocorrer contaminacdo das amostras por DNA externo (GERAEDTS; DE WERT,
2009).



3.3 ABORTAMENTO

O aborto pode ser definido como a descontinuidade de uma gestacédo antes
do concepto se tornar viavel, ja o aborto espontaneo de repeticdo (AER) tem como
caracteristica a interrupcdo da gravidez por duas ou mais vezes consecutivas no
periodo de 20 a 24 semanas (BRICKER; FARQUHARSON, 2002). Geralmente eles
ocorrem em decorréncia de alteragbes cromossOmicas, fatores autoimunes,
trombofilia, disfuncbes enddcrinas e uterinas, problemas infecciosos, ambientais e
emocionais e também devido a incapacidade istmocervical (CERONI et al., 2013;
MORON; CAMANO; KULAY, 2011). Esse problema tem incidéncia que varia de 1 a
5% dos casais tentantes (LEJEUNE, 2006; STEPHENSON; SIERRA, 2006), no
entanto, apesar de apresentarem diversas causas, metade dos casos sao
classificados como idiopaticos, ou seja, sem razOes aparentes (KIWI, 2006;
LEJEUNE, 2006; STEPHENSON, 2006; STEPHENSON; SIERRA, 2006).

As malformacdes estruturais e desarranjos cromossOmicos estdo entre as
causas mais comuns de morte embrionaria, sendo responsaveis por 50 a 60% dos
casos de aborto espontaneo (DANIELY et al. 1998).

Em geral, as anomalias cromoss6micas sdo as principais causas de falha de
implantacdo e abortamento no campo da Reproducdo Humana Assistida (ADJUK;
ZERNICKA-GOETZ, 2013; TAN et al.,, 2014). Estudos realizados por Israel e
colaboradores (1996) e também por Ogasawara e colaboradores (2000) apontam
gue mulheres com histérico de dois ou mais abortos tem de 50% a 60% de fetos
com algum tipo de anomalia cromossdmica, com média de abortamentos de 3,8 e
3,5 respectivamente. Em mulheres que tiveram trés ou mais perdas gestacionais a
ocorréncia é de 29%, aumentando a média para 4,7 (CARP, 2001). Visando realizar
um estudo genético através de uma biopsia do corion, Ferro e colaboradores (2003),
em parceria com o Instituto Valenciano de Infertilidade, na cidade de Valéncia
(Espanha), descobriram que das 55 bidpsias feitas em mulheres que tiveram dois ou
mais abortos, 37 apresentaram anomalias cromossdmicas (67,3% dos casos).

Visto que essas alteragbes cromossdmicas durante o primeiro trimestre de
desenvolvimento sdo as principais causas de abortamento, tornam-se necessarias

alternativas de prevencdo que sejam capazes de diagnosticar embrides
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geneticamente alterados e reduzir o impacto emocional nos pacientes (WOLFF;
MARTINHAGO; UENO, 2009).

De acordo com o estudo realizado por Munné e colaboradores (2005), casais
com histérico de aborto de repeticdo foram avaliados antes e depois do PGD: antes
do exame, 87% (262/301) dos pacientes evoluiram para um quadro de abortamento;
com o procedimento, a taxa de perda caiu para 16,7%. Os autores observaram
ainda que, em mulheres de 35 anos ou mais, o indice de aborto caiu de 44,5% para
12% (DE MELO PRAJIANTE; BUSSO, 2013; MUNNE, et al. 2005)

3.4 INDICACOES PARA A REALIZACAO DO PGD

O PGD é sugerido pois apresenta eficacia no que se trata a selecao de
embribes com maiores chances de sucesso na implantacéo e também aumento nas
taxas de criancas nascidas vivas e em boas condicdes de saude (POMPEU;
VERZELETTI, 2015; SEPULVEDA; PORTELLA, 2012; SILVERBERG; MELETICHE;
DEL ROSARIO, 2009).

Conforme exposto por Swanson e colaboradores (2007), trata-se de uma
técnica recomendada para casais que estdo cientes de que apresentam grandes
chances de transmitirem doencas de origem genética a seus filhos e, na maior parte
das vezes, os pacientes que buscam pelo procedimento ja tem um filho com esse
tipo de distarbio genético. A orientacdo para a realizacdo do exame também ¢é feita
para casais que buscam a fertilizacdo in vitro devido a dificuldades de fertilidade e
na hipotese de idade materna avancada, que configura maiores probabilidades de
geracao de criancas com mutacfes genéticas, especialmente trissomias.

E aconselhado também para casais com historico de abortos espontaneos ou
de repeticdo, em casos onde a mulher tenha idade superior a 35 anos, insucesso
nos ciclos de FIV, ou carreadores de rearranjos cromossdmicos balanceados:
guando ndo ha delecdo e nem adicdo de material genético (POMPEU;
VERZELETTI, 2015; SEPULVEDA; PORTELLA, 2012).

Segundo Harper e colaboradores (2012), num periodo de dez anos
compreendido entre 1997/2007, dentre os diagndésticos feitos pelo PGD os mais

recorrentes foram: aneuploidias (61%), doencas de heranca monogénica (17%),
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anormalidades cromossOomicas (16%), sexagem para evitar doencas ligadas ao
cromossomo X (4%) e sexagem social (2%). A deteccdo de embribes com
desenvolvimento anormal, seguida da selecdo de embrides saudaveis diminui a
transferéncia excessiva, concepcdes aneuploides, reduz os indices de gravidezes
multiplas e abortamento, elevando as taxas de sucesso na implantagdo (ALMEIDA
et al., 2013; MUNNE, 2003).

De acordo com Harper e colaboradores (2012), entre os anos de 1997 e 2007,
foram feitos 26.609 diagndésticos, dos quais 6.708 foram classificados como inviaveis
ou com andlises inconclusivas. Foram transferidos 19.901 embrides que resultaram
em 5.187 gestagdes com total de 5.135 nascimentos - os dados foram obtidos
através de membros participantes do “The PGD Consortium” em escala global, em
paises da Europa, América do Norte, América do Sul, Africa, Asia, e na Australia e

Russia-.

3.5 LIMITACOES ETICAS E REGULAMENTACAO

Apesar de todos o0s beneficios, existem diversas questdes éticas que
permeiam a utilizacdo da técnica de PGD, como o descarte de embrides
diagnosticados com anomalias genéticas, erros na manipulacdo dos embrides e seu
possivel lesionamento, praticas eugénicas, dentre outras, e embora seja uma
tecnologia eficiente na prevencdo de doencas, existem discussfes atuais sobre o
PGD e uma possivel desvinculacdo com os reais objetivos de pesquisa, ou seja, na
selecdo de caracteristicas conforme a vontade dos pais (GUERRA; AGUERA, 2014).

Apesar desta prética ser proibida no Brasil,

“Isto ja faz parte do cotidiano de alguns paises, os quais decidem selecionar
embrides por mero capricho, praticando, indubitavelmente, um atentado
contra a vida e contra a prépria condi¢do humana, na medida em que o
descarte de embrides em geral (muitos saudaveis) reduz a existéncia de
pessoas a nUmeros e a certas caracteristicas, desrespeitando a propria
esséncia humana, na medida em que todas as pessoas um dia passaram
pela fase embrionaria” (GUERRA; AGUERA, 2014)

No Brasil, a Reproducédo Assistida, assim como seus métodos de diagnostico
sdo regulamentados pela Resolucdo n° 2.168/2017 do Conselho Federal de

Medicina (CFM). Em relacdo ao PGD, a resolucdo permite que seja utilizado para
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analise de embries com o intuito de verificar alteracbes genéticas causadoras de
doencas e em casos positivos, poderdo ser descartados ou doados para pesquisa,
desde que os pacientes estejam de acordo e a decisado devidamente documentada
através do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)”. As técnicas de
RA também podem ser recorridas em casos de terapia génica, para a gestacao de
um irmdo compativel, por meio da doacéo das células-tronco umbilicais. A selecdo
sexual ou de caracteristicas biolégicas sdo proibidas, exceto em casos em que as
doencas estejam ligadas o sexo (CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA, 2017).
Dentre os profissionais habilitados para atuacdo na Reproducdo Assistida,
como médicos e embriologistas, o Conselho Federal de Biologia (CFBIio) instituiu
normas para atuacédo do Bidlogo na area, por meio da Resolugcéo n°® 478, de 10 de
Agosto de 2018: assim sendo, o bi6logo é considerado habilitado para atuar em
instituicbes publicas ou privadas, como responsavel técnico em laboratorios de
Reproducédo Assistida, desde que tenha registro no Conselho Regional de Biologia
(CRBio), também ¢ liberada sua participacdo em licitagcdes publicas e concorréncias
privadas em servicos na area (CONSELHO FEDERAL DE BIOLOGIA, 2018).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O Diagnéstico Genético Pré implantacional (PGD) faz parte de um conjunto
de técnicas da Reproducédo Assistida que possibilita a varios casais com histéricos
de doencas, dificuldades para engravidar e com quadros de abortamento, a chance
de gerar um bebé saudavel. Estudos realizados mostram que o método € muito
eficiente na selecdo de embrides e no aumento dos indices de criancas nascidas
vivas e geneticamente normais.

Além disso, por detectar anomalias no embrido antes do mesmo ser
transferido para o Utero, evita que abortos sejam provocados em gravidezes mais
avancadas, visto que exames desse cunho apenas séo realizados a partir da décima
primeira semana de gestacdo, diminuindo o impacto emocional dos pacientes. No

entanto, mesmo que as pesquisas sobre o assunto sejam crescentes, é importante
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gue haja uma constante otimizacdo das técnicas e expansdo do assunto para a
populacdo em geral, pois ainda é pouco difundido entre a comunidade leiga.

Ainda que seus beneficios estejam comprovados, o PGD também é cercado
por questdes éticas e ndo possui uma lei que trate especificamente do assunto,

sendo apenas regulamentado pelo Conselho Federal de Medicina.

THE IMPORTANCE OF PRE IMPLANTATION GENETIC DIAGNOSIS (PGD) FOR
THE SUCCESS OF ASSISTED HUMAN REPRODUCTION

ABSTRACT

With the advent of technology many couples resort to Human Assisted Reproduction
clinics due to difficulties in maintaining pregnancy. In addition to this problem, the
abortion of repetition is also a reality for many patients. Considering the large number
of these kinds of cases, diagnostic methods have been developed with the aim of
improving the gestational prognosis. The pre-implantation genetic diagnosis
combines several techniques for the analysis of possible chromosomal alterations in
embryos in vitro, and selects only those genetically normal for being transferred. This
technique is considered to be less invasive than others such as amniocentesis and
Cordocentesis, and it has also been used recently as a tool in gene therapy. In
Brazil, its regulation is made through resolutions of in Conselho Federal de Medicina
(CFM), and although the demand for this type of exam grows each day, new
guestions come up related to its aplicability, ethical issues and restricted access due
to its high cost. However, many studies are being conducted, and this can be
considered a promising method.

Keywords: Abortion of repetition. Reproductive Techniques. Genetic counseling.
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