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O diagndstico genético pré-implantacional e as técnicas de reprodu¢do humana assistida

Aline Januzzi Cantanhede?
Fernanda Costa Vinhaes de Lima?

Resumo

A partir da andlise genética e das técnicas de reproducdo assistida, que sofreram avangos
tecnoldgicos significantes, foi possivel a implementacdo do diagnostico genético pre-
implantacional (DGPI). Essas metodologias, em conjunto, visam 0 nascimento de criangas
saudaveis, livres de anomalias. O objetivo desse trabalho foi demostrar a importancia do DGPI
para o sucesso das técnicas de reproducdo assistida, por meio de uma revisdo bibliografica em
formato narrativo realizada no periodo de 2014 a 2020. As técnicas de DGPI possibilitam
diagndstico e prevencgdo precoce, tanto de falhas genéticas como cromossdmicas, a partir da
selecdo embrionaria, cuja aplicabilidade varia de acordo com seu objetivo de tratamento. A
bidpsia embrionaria, obtida para os procedimentos de fertilizacdo in vitro (FIV) e injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), possibilita a aplicacdo das técnicas de
bioinformatica que abrangem o tratamento de DGPI, exemplificadas pelas técnicas de PCR,
FISH, a-CGH, a-SNP e NGS. Mesmo apresentando alguns obstaculos, como o mosaicismo, as
técnicas de bioinformatica proporcionam suporte para enfrenta-los. Assim, € possivel
identificar que o diagnostico pré-implantacional apresenta éxito em sua maioria e
consequentemente faz com que a taxa de gravidezes bem-sucedidas aumente, uma vez que
abortos espontaneos podem ocorrer por sindromes genéticas.

Palavras-chave: DGPI, reproducdo assistida, sindromes, genética.

Pre-implantation genetic diagnosis and assisted human reproduction techniques

Abstract

After the genetic analysis and the assisted reproductive techniques, which experienced
significant technological advances. It was possible to employ the pre-implantation genetic
diagnosis (PGD). These methodologies taken together aim the birth of healthy children, free
from anomalies. The purpose of this project was to demonstrate the importance of the PIGD for
the success of assisted reproduction techniques, through a bibliographic review which was
written on narrative format, performed between 2014 to 2020. The PIGD techniques are
responsible to enable early diagnosis of chromosomal genetic flaws, from embryonic selection,
when it is going to be applied depends on your treatment objectives. The embryonic biopsy,
obtained for in vitro fertilization procedures (IVF) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
are responsible to enable the application of bioinformatic techniques and it touches the PIGD
treatment adduced by PCR, FISH, a-CGH, a-SNP and NGS respectively. Even with some
obstacles, like the mosaicism, the bioinformatic techniques offers enough support to face those
setbacks. This way it is possible to identify when preimplantation diagnosis are successful and
consequently the successful pregnancy rates suffer an increase, since miscarriages can occur
due to genetic syndromes.

Key words: PGD, assisted reproduction, syndromes, genetics.
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1 INTRODUCAO

O periodo gestacional acompanha diversas mudangas fisiologicas, hormonais e
psicoldgicas, onde, na maioria dos casos, se conduz de maneira saudavel sem maiores
complicacdes. Desta forma, uma vez que a gravidez pode causar sobrecarga emocional e fisica,
0 acompanhamento pré-natal, além de proporcionar o bem-estar para as mulheres gravidas em
muitos setores, assegura a salude materna e acompanha o processo de desenvolvimento fetal.
Desta forma, torna-se possivel a detecgéo e prevencéo precoce de patologias que possam causar
risco para ambos nesse processo, diminuindo assim a taxa de morbimortalidade (NUNES et al.,
2016).

O pré-natal apresenta variados objetivos, entre eles focado na saude fetal. Ainda assim,
existem abordagens e metodologias diferentes. No que se refere as doencas genéticas estdo,
principalmente, os métodos de diagndstico genético pré-implantacional (DGPI) associado as
técnicas de reproducdo assistida. Esse tipo de diagndstico visa identificar mutacGes génicas e
cromossOmicas para, entdo, garantir a transferéncia de embrides livres de anomalias e permitir
0 aconselhamento genético, a partir da manipulacéo laboratorial (CHEN et al., 2018).

Assim, com 0 avanco tecnol6gico e a modernizacdo da sociedade, as técnicas de
reproducdo assistida (RA) para o tratamento de subfertilidade e infertilidade como, por
exemplo, as técnicas de fertilizacdo in vitro (FIV) e a injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI) se tornam mais requeridas e procuradas. Tal avanco permitiu dar inicio
as investigacdes sobre DGPI e, consequentemente, esses estudos trouxeram a possibilidade de
diagnostico precoce pré-natal, em 1990, com a primeira crianca nascida apds essa nova
metodologia (LOPEZ-RIOJA et al., 2018).

Atualmente, o DGPI se divide em duas subcategorias que evidenciam objetivos e
protocolos diferentes. Uma delas é o DGPI para doencas monogénicas (PGT-M ou PGD), cuja
finalidade é a deteccdo de mutacdes génicas. A outra, denominada Screening Genético Pré-
Implantacional (PGT-A ou PGS) detecta alteracfes cromossdmicas no cariotipo. Para que tais
avaliacbes sejam possiveis, é necessario a realizacdo de bidpsias embrionérias, que se
diferenciam de acordo com a escolha metodolégica do tratamento (PALMEROLA et al., 2019).

As bidpsias embrionarias tém suma importancia para o0s procedimentos uma vez que, a
partir delas, é possivel que se faca a analise do material genético. Existem trés formas de
realizacdo, variando entre eles na quantidade de dias e células disponiveis para cada método de
retirada celular embrionaria. Essas podem ser executadas a partir das técnicas de aspiragéo do

primeiro e segundo corpusculo polar de odcitos fertilizados, da remocéo das células do



trofoblasto no estadio de blastocisto ou entdo pela remocédo de um ou dois blastdmeros de pré-
embrides na fase precoce de clivagem. Todavia, sO é possivel extrair células embrionarias com
a realizacdo das técnicas de reproducéo assistida (CIMADOMO et al., 2016).

Deste modo, como anteriormente descrito, a partir das técnicas de RA é possivel a
obtencdo de células embrionérias cujo procedimento é de suma importancia para a realizacdo
do diagndstico genético pré-implantacional. Com primeiro sucesso, em 1978, na Inglaterra,
desenvolveu o conjunto de técnicas que abrangem a reproducdo assistida que consiste em
manipular e unir o material coletado e promover a fecundacgéo por procedimentos laboratoriais,
promovendo uma gestacdo. Tais medidas auxiliam a solucionar as adversidades e patologias
presentes na natureza da reproducdo. Podem ser divididas como homdloga, onde sdo utilizados
gametas dos proprios cdnjuges, ou; heteréloga, quando h& doacdo de pelo menos um dos
gametas, aprimorada com a associacdo de progressos de introducdo de hormdénios para a
estimulacdo ovariana e a criopreservacdo dos gametas (SOUZA; ALVES, 2016).

Existem diversas técnicas de fecundacgdo realizadas em laboratorio as quais podem ser
divididas em invasivas e ndo invasivas. Entre elas, existem a fertilizagdo in vitro (FIV) e a
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), que apresentam uma forma mais
invasiva de tratamento, pela necessidade de biopsia embrionaria e a coleta de gametas. Uma
vez que seu protocolo ja requer a retirada do material biolégico para analise e acompanhamento
em meio laboratorial. A FIV e a ICSI sdo as técnicas mais utilizadas para a realizacdo do DGPI
(LINA et al., 2016).

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo descrever a importancia do
diagndstico genético pré-implantacional para os resultados dos tratamentos de reproducao
humana assistida, focando nas descri¢fes das técnicas, bem como em suas aplicabilidades.

2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliogréfica do tipo narrativa, que segundo Sousa et al. (2018),
caracteriza-se por um trabalho elaborado a partir de diferentes métodos, como estudo da
literatura publicada em livros, artigos de revista impressas, eletronicas na interpretacao e analise
critico pessoal do autor. Apropriadas para descrever e discutir o desenvolvimento de um
determinado assunto, sob ponto de vista tedrico ou contextual.

Para a sua realizacdo foram coletadas informacoes das bases de dados Scielo (Scientific
Electronic Library Online), PubMed (Public Medline), BVS (Biblioteca Virtual em Saude),



Google Académico, sites institucionais e livros. Para a busca foram utilizadas as palavras-
chave: “reprodugdo humana”, “reprodugao assistida”, “pré-implantacional”, “diagndstico de
reproducdo”, “bidpsia embriondria”, “histérico da reprodu¢do”, “reproducdo humana” e
“diagnoéstico pré-implantacional”, todas em inglés e portugués, utilizadas separadamente e aos
pares com o auxilio do conector “AND/E”.

Foram selecionados 03 sites institucionais e 77 artigos cientificos publicados entre 2014
e 2020, porém, para melhor compreensdo do tema, foram utilizados artigos mais antigos,
considerados classicos e relevantes para a fundamentacao da revisdo. Os artigos, teses e livros

utilizados estavam escritos nos idiomas: portugués, inglés e espanhol; na integra.

3 DESENVOLVIMENTO

3.1 HISTORICO E LEGISLACAO

Entende-se por reproducdo humana assistida (RA) o conjunto de técnicas realizados pela
manipulacdo de gametas, em laboratdrio, que visam o tratamento de problemas no processo
natural de concepgdo (FARQUHAR; MARJORIBANKS, 2018). A partir de estudos e da
evolucdo técnico-cientifica, as respostas a esses procedimentos tém melhorado e assim, sua
procura vem crescendo (SILVA et al., 2018).

Com o aprimoramento das técnicas de fertilizacdo in vitro (FIV) e os estudos do
desenvolvimento do embrido foi possivel a sua aplicabilidade em humanos. Os avangos nessa
area foram consequéncia de dificuldades no tratamento de infertilidade associada a dificuldade
de adocdo, entre os anos de 1960 a 1978. Com a ajuda da laparoscopia, surgida em 1960, foi
possivel a observacao dos 6vulos e a aplicabilidade de técnicas adjacentes. Como consequéncia
desses estudos, em 1978, nasce o primeiro “bebé de proveta” do mundo, Louise Brown, em
Manchester, na Inglaterra. Em seguida, no ano de 1990 foi introduzida a técnica de injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) em tratamentos de infertilidade masculina
(ESKEW, JUNGHEIM, 2017).

No entanto, com a implementacdo dessa nova tecnologia de tratamento, diversas
questdes conflitantes foram levantadas quando os resultados dos primeiros experimentos em
animais foram publicados, referentes a juridicidade ética e moral dos embrides utilizados. As
discussBes ocorreram a partir do questionamento do momento em que ocorre o inicio da vida,

trazendo também as preocupagdes sobre o seu congelamento, descarte, abandono, sexagem e



até mesmo sobre a realizacao do diagnostico genetico pré-implantacional (DGPI) (ASPLUND,
2019).

A técnica de DGPI analisa geneticamente as células embrionarias, com o objetivo de
selecionar os embriGes mais promissores para implantacdo. Essa metodologia iniciou-se a partir
da biopsia de blastocistos de coelho com o intuito de determinacao do sexo desses animais, bem
como da agregacdo com as técnicas de FIV e ICSI, permitindo o tratamento de doengas de
carater genético. Desta forma, em 1990, foi obtido o primeiro processo bem-sucedido do
diagnostico molecular que visou evitar 0 nascimento de crianga com adrenoleucodistrofia, uma
doenca recessiva ligada ao cromossomo X, utilizando a metodologia do PCR na amplificacédo
génica. Posteriormente, o diagnostico foi implementado no tratamento de outras sindromes,
como a anemia de Fanconi, mielodisplasia e beta-talassemia e em clinicas de reproducéo, ja
que a técnica também é eficiente para evitar abortos (RODRIGUES et al., 2020).

Mesmo com todas essas questdes, a regulamentacdo das técnicas de RA e do DGPI varia
de acordo com cada pais. No Brasil, ainda ndo existe lei que trate exclusivamente desta
temética. O pais estd aguardando a tramitacdo do Projeto de Lei 1184/2003 no Congresso
Nacional para que o assunto seja inserido, normatizado e previsto em seu sistema legal.
Enquanto isso, 0 Conselho Federal de Medicina (CFM) regulamenta a questdo. A expressao
Reproducéo Assistida foi instituida de forma normativa, pela primeira vez, pelo CFM, por meio
da Resolugédo CFM n° 1.358, publicada em 19/11/1992 (ARAUJO; ARAUJO, 2018).

Matérias relacionadas com o tema ja foram introduzidas no ordenamento juridico do
pais de forma espacada. A Lei 11.105/2005, a chamada Lei de Biosseguranca estabeleceu
normas de seguranca e mecanismos de fiscalizacdo de atividades que envolvam organismos
geneticamente modificados (OGM) e seus derivados; criou o Conselho Nacional de
Biosseguranca — CNBS, reestruturou a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca —
CTNBiIo e dispds sobre a Politica Nacional de Biosseguranca — PNB. O seu art. 5°, permite a
utilizacdo de células-tronco embrionarias, produzidas por fertilizacdo in vitro, para fins de
pesquisa e terapia. O Decreto 5.591/2005 regulamenta dispositivos da Lei de Biosseguranga
que, entretanto, ndo pode ser considerada regulamentadora das técnicas de reproducéo assistida.
As Resolugdes 23/2011 e 72/2016 da ANVISA regulamentam o funcionamento dos Bancos de
Células e Tecidos Germinativos e embrides humanos para uso terapéutico (TRINDADE, 2017).

O Cadigo Civil Brasileiro trata o assunto apenas sob o aspecto da paternidade, nos casos
de filhos a partir das técnicas de RA, fazendo distin¢ao entre a fertilizacdo in vitro/fertilizacao
in vivo, e as formas homologas/heterdlogas de fecundacao para presumir a paternidade em cada

uma delas. Entretanto, em nenhum de seus artigos, trouxe modo de regularizar as técnicas



utilizadas. Além disso, pode-se dizer que resguarda a utilizacdo dos embrides fecundados
quando discorre em seu art. 2° que os direitos do nascituro estdo salvos pela lei desde a
concepcao (RIBEIRO, 2016).

O desenvolvimento da ciéncia e 0s avancos das técnicas de reproducdo assistida sao
frutos do progresso tecnolégico da medicina e sua utilizacdo em escala cada vez maior é
inevitavel, pois visam melhorias nos procedimentos de reproducdo e trazem esperangas de
tratamentos de salde em varias outras areas. A legislacdo, entretanto, ndo tem acompanhado
essa evolugdo na mesma celeridade. Por esse motivo, as questdes relacionadas a direitos
humanos, violacdo a diversidade, ameaca ao patrimdnio genético humano, questdes de
paternidade bioldgica e socioafetiva e utilizacdo ética do resultado dos trabalhos s&o
preocupacOes que impulsionaram o Conselho Federal de Medicina a orientar os profissionais
da area médica, além de impor limites e san¢des para algumas praticas (LEITE, 2019).

Dessa forma, o Conselho Federal de Medicina publicou em 2017 a Resolucdo CFM n° 2,168,
vigente no pais. Ela adota as normas éticas para a utilizagdo das técnicas de reproducéo assistida
— sempre em defesa do aperfeicoamento das préaticas e da observancia aos principios éticos e
bioéticos que ajudam a trazer maior seguranca e eficacia a tratamentos e procedimentos
médicos. Permite a realizacdo do DGPI, até mesmo para casos de terapia génica e proibe a
sexagem fetal, com excecdo de casos com objetivo de evitar doencas ligadas ao sexo.
Estabelece, também, tempo de desenvolvimento in vitro méximo de até 14 dias. Do mesmo
modo, possibilitou a pessoas saudaveis receber esse tratamento, atualizacdo do tempo de
descarte do embrido que diminuiu de 5 para 3 anos, adicionou a possibilidade de filha e sobrinha
a participarem de gestacao de substituicdo, como também possibilitou 0 uso de preservacdo de
gametas em pacientes oncol6gicos. Mesmo nao tendo for¢a normativa geral, a resolucdo do
Conselho Federal de Medicina atua como bussola ética e controladora das atividades do corpo
médico brasileiro (CFM, 2017).

3.2 DIAGNOSTICO GENETICO PRE-IMPLANTACIONAL (DGPI)

No processo de divisdo celular, os cromossomos presentes no nucleo celular, ficam mais
individualmente perceptiveis, permitindo assim o estudo de suas particularidades e patologias.
A ciéncia que permite o estudo dessas caracteristicas cromossémicas € denominada de
citogenética. Os genes presentes nesses cromossomos carreiam informacdes especificas, tendo
um padrdo referente a cada cromossomo. A partir desse padrdo de bandas € possivel a

identificacdo de anormalidades genéticas. Assim, o estudo citogenético é realizado em varios



ambitos, como na citogenética tumoral, na deteccdo de anormalidades cromossdmicas em
pacientes que j& apresentam alteracdes clinicas, como também na anélise pré-natal e no
diagndstico de abortos recorrentes e de infertilidade (SCHAEFERET al., 2020).

Levando em consideracdo fatores biologicos tanto femininos quanto masculinos, a
infertilidade e esterilidade vem sendo um problema para casais que pretendem engravidar.
Consequentemente ao progresso das técnicas de reproducdo humana assistida, na resolucao
desses problemas conjugais, o diagnostico genético pré-implantacional (DGPI) surgiu
originalmente para reduzir as chances de transmissdo entre geracdes de doencas geneticas,
voltado a aumentar as taxas de sucessos nos tratamentos de reproducao assistida. Permitindo a
escolha de um embrido considerado saudavel e possibilitando as familias chances de constituir
uma familia (CARDIN; GUERRA, 2019).

Baseado nas técnicas de biologia molecular e engenharia genética, o DGPI ¢ utilizado
durante os procedimentos de reproducao assistida com o objetivo de selecionar os embrides
ausentes da doenca genética em questdo. Com esse procedimento € possivel observar alteracdes
genéticas e cromossdmicas em embrides ainda em divisdo, antes mesmo que ocorra sua
transferéncia e sem causar danos ao desenvolvimento embrionério. Além de serem técnicas de
diagnostico pré-natal menos invasivas em relacdo as técnicas convencionais como, por
exemplo, a amniocentese e cordocentese (LUO et al., 2019).

O DGPI pode ser indicado em duas situagdes, sendo uma, em casos onde se encontra
alto risco de hereditariedade da alteracdo genética a prole. E a outra, em casos de rastreio de
aneuploidias objetivando o aumento de gestacdes bem-sucedidas para casais que escolhem
utilizar dos tratamentos de FIV e ISCI, principalmente para aqueles que apresentam aborto
recorrente (AR), falha repetida de implantacdo (FRI) e idade materna avancada (IMA)
(SATIRAPOD et al., 2019).

O DGPI apresenta subdivisoes, tais como PGT-M e o PGT-A que se diferenciam em
seus objetivos genéticos da analise. Enquanto o PGT-M foca em examinar doengas genéticas
de um gene especifico, como o gene CFTR da fibrose cistica, por exemplo, o PGT-A analisa
doencas cromossdmicas, como a trissomia do 21, conhecida como sindrome de Down. Sendo
assim, o PGS é um acompanhamento da integridade normal dos cromossomos e a partir disso
permite a identificacdo de alguma anormalidade cromossémica carregada pelo embrido
(PIZZATO et al., 2017).

As informagfes adquiridas no PGT-A séo também de extrema importancia para o
aconselhamento genético, uma vez que permite saber a existéncia ou ndo de pré-embrides

eupldides no ciclo e assim possibilita estimular o casal a dar continuidade ao tratamento ou
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entdo optar por outro caminho, como a utilizacdo de gametas doados (HABIBZADEH et al.,
2020).

A execucdo das técnicas é realizada a partir de bidpsias pré-implantacionais, onde se
extrai células do embrido ou ovdcito utilizando micromanipulacdo e ferramentas préprias para
o0 procedimento. A bidpsia das células pode ser feita por trés métodos distintos (Figura 1). O
primeiro se fundamenta em recolher um ou dois blastdmeros de pré-embrifes em sua fase de
clivagem, onde é feita uma dissec¢do na zona pellcida para captacdo dos blastbmeros. Esse
procedimento é realizado quando se apresenta entre seis a oito células trofoblasticas, por volta

do terceiro dia de desenvolvimento em cultura (LAL et al., 2020).

Figura 1. Estagios de realizacdo da biopsia embrionaria. Sendo elas: (a) bidpsia de corpusculo
polar, (b) bidpsia no estagio de clivagem e (c) bidpsia no estagio de blastocisto.

4 X

(a) (b} (c)
Fonte: Adaptado de CIMADOMO et al., 2016.

Na bidpsia de blastbmero Unico existe a prevaléncia de mosaicismos. O mosaicismo ¢ a
manifestacdo desigual do conteudo cromossémico em algumas células embrionarias. Uma vez
gue apresenta uma taxa elevada desse fendmeno, pode-se concluir que o mosaicismo seja
comum no desenvolvimento embrionario inicial, referente a erros de segregacdo durante a
mitose. Desta forma, pode-se dizer que é um fator limitante na técnica de PGT-A, por aumentar
as chances de erros diagndsticos, ja que a anomalia pode nédo ser identificada (ESFANDIARI;
BUNNELL; CASPER, 2016).

O segundo tipo de biopsia permite analisar uma quantidade maior de células, e assim as
chances de sucesso sdo mais elevadas, uma vez que acontece em sua fase de blastocisto, no
quinto dia de desenvolvimento, apresentando entre 32 a 64 células. A terceira possibilidade é a
bidpsia feita antes da fertilizagdo, obtida pela aspiragdo do primeiro ou segundo corpusculo

polar, limitada ao conhecimento genético materno por ndo carregar informacdes de natureza
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masculina. Para todas as opg¢des de técnicas de biopsia, é necessario 0 rompimento da zona
pellcida por meio de um laser, para ser possivel a coleta das células (WILDING et al., 2019).
A aplicabilidade do diagndstico abrange as desordens em um Unico gene, onde é
necessario a utilizacdo de PCR com marcadores fluorescentes para evitar erros e amplificar o
material. Assim sendo, as doencas autossémicas dominantes, recessivas ou entdo ligada ao X.
As anomalias ligadas ao cromossomo X tem como preferéncia a técnica de FISH, j& que a
identificacdo de género por PCR pode suceder a erros, assim exemplificadas pela sindrome do
X-fragil e Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). Além disso, € aplicado a anormalidades
cromossémicas numeéricas, translocacgdes, inversdes, delecdes, duplicacdes e polimorfismos.
Como também, na pesquisa de compatibilidade do antigeno leucocitario humano (HLA) para
doag&o de células tronco compativeis retiradas do corddo umbilical (MAGALHAES, 2016).
Assim, o diagnostico genético sofreu influéncia da evolucdo tecnoldgica da mesma forma
como outras técnicas de reproducdo assistida. Tal evolucéo € significante para analise génica e
cromossémica, o qual possibilitou a analise de fragmentos pequenos de DNA. Desta forma, as
analises incluem técnicas como de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), hibridizacao in situ
por fluorescéncia (FISH), hibridizacdo gendmica comparativa (CHG), SNP array com Apoio
Parental (a-SNP-APa) e sequenciamento de nova geracdo (NGS) (VAIARELLI et al., 2016).

3.2.1 Reagdo em cadeia de polimerase - PCR

A técnica de PCR ou reacdo em cadeia da polimerase baseia-se na sintese de cdpias dos
acidos nucléicos de uma Gnica molécula a partir da atividade enzimatica, promovendo assim, a
duplicacdo das cadeias de DNA in vitro. E dividida em etapas como a de desnaturacéo, de
anelamento e de extensédo (Figura 2), nas quais séo utilizadas diferentes temperaturas tornando
possivel a amplificacdo génica do material em estudo (SILVA et al., 2016).

As técnicas de amplificacdo, como o PCR, estdo presentes para diversos objetivos e
areas, tendo assim, um leque amplo de aplicabilidade. O avango tecnoldgico proporcionou o
aprimoramento da técnica de PCR convencional, levando ao surgimento do PCR em tempo real
(gPCR), este possibilita a quantificagdo do material, podendo assim interferir no tratamento.
Dessa forma, o qPCR permite o acompanhamento e monitoracdo da reacdo em tempo real,
baseado na detec¢do da fluorescéncia proporcionada pelo acimulo de material amplificado na
reacdo. Do mesmo modo, comparado ao PCR convencional, os resultados sao mais rapidos e o
risco de contaminacdo é menor, alem de apresentar alta especificidade e sensibilidade. Para o
PCR em tempo real, o resultado é emitido sem a necessidade do gel de agarose, gerando um

gréafico pela emissdo da fluorescéncia (BREZINA et al, 2016).
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Figura 2. Esquematizacdo dos ciclos de PCR ilustrado pelas etapas de desnaturacdo, anelamento
e extenséo.
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Em relacdo ao diagndstico pré-implantacional, apds amplificacdo, pela técnica de PCR,
é feita a analise da sequéncia alvo. Entretanto, apresenta suas limitacfes devido a baixa
quantidade de material e chances de contaminacdo da amostra. Todavia, tem sido a escolha de
preferéncia em casos de tratamento para sindromes de um gene Unico, sendo recomendavel para
analise de doengas monogénicas. Como exemplo, pode-se citar o diagnostico de Atrofia
Muscular Espinhal, Fibrose Cistica, Doenca de Huntington, Sindrome do X-fragil, entre outras

(DESTOUNI et al., 2016).
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3.2.2 Hibridizacao in situ por fluorescéncia — FISH

A técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia é uma técnica de citogenética
utilizada para analise da presenca ou auséncia de uma sequéncia especifica de DNA. Para a
analise dos resultados é utilizado um microscépio de fluorescéncia que registra a fluorescéncia,
uma vez que se tem a hibridizacdo ou ndo hibridizacdo das sondas acopladas com fluoréforos
a parte do cromossomo em estudo. Caso haja hibridizacdo o sinal fluorescente é ativado,
qualificando assim a presenca de determinada sequéncia. Por outro lado, caso ndo se tenha a
hibridizacdo, ndo sera produzido o sinal fluorescente, indicando auséncia de tal parte (ASIF et
al., 2018).

Deste modo, a capacidade do microscopio de fluorescéncia de captar a luz confere e
qualifica a sensibilidade da técnica. Determinado pela viabilidade de identificacdo de
sequéncias menores, que sdo mais dificeis de serem identificadas. A sensibilidade da técnica
foi aprimorada no decorrer das variagdes existentes das técnicas de hibridacdo. Outro fator
importante de avaliacdo para a realizacdo de FISH é a resolucdo do procedimento, onde é
avaliado a capacidade de distingdo entre dois pontos presentes na extensdo cromossémica
(CHAO et al., 2018).

As metodologias de hibridizacdo in situ ajudaram cientistas no estudo das posi¢des
especificas de determinada sequéncia de DNA ao longo do cromossomo. Exercendo funcao
primaria no mapeamento genético humano. Todavia, atualmente a hibridizacéo fluorescente in
situ € dificilmente utilizada para esse propdsito, ganhando assim novos objetivos como o
diagnostico genético, para deteccdo de delecbes, duplicacdes, translocacGes e até mesmo
aneuploidias (KURAHASHI et al., 2016).

A técnica permite determinar a presenca ou a auséncia dessas sequéncias de DNA
analisadas (Figura 3), porém, apresenta limitacGes por ndo abranger uma quantidade
significativa de genes no teste, capaz assim de analisar somente 0os cromossomos 13, 14, 15,
16, 17, 18, 20, 21, 22, X e Y dos 23 pares presentes no genoma (LISS et al., 2016).
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Figura 3. Célula embrionéaria apds realizacdo do PGT-A coerente com complemento
cromossémico masculino normal. Material genético de um blastémero hibridizado com sondas
especificas para o cromossomo 13 (vermelho), 18 (aqua), 21 (verde), X (azul) e Y (amarelo
ouro).

Fonte: Adaptado de MOAYERI et al., 2016

3.2.3 Hibridizacdo Genémica Comparativa - aCGH

A técnica de hibridizacdo genémica comparativa (comparative genomic hybridization —
CGC) permite a analise completa dos 23 pares de cromossomos, enquanto a técnica de FISH se
respalda na avaliacdo de uma pequena regido. Desta forma, é capaz de reconhecer perdas e
ganhos no material genético sem um conhecimento prévio da regido por uma amplificacdo
genémica completa (WGA), permitindo rastrear com precisao as aneuploidias cromossémicas.
Trata-se de uma forma de rastreamento realizada pela hibridizagdo com marcadores
fluorescentes (MAJUMDAR et al., 2016).

A hibridizagdo gendémica com células em metafase (MCHG) é uma técnica demorada,
durando aproximadamente 72 horas. O método utiliza um software para analisar a razdo da
fluorescéncia resultante da hibridizacdo. Sendo interpretada pela razdo vermelho-verde do
comprimento génico metafasico analisado, onde ganhos em vermelho indica amostra
incompleta na regido ou cromossomo e ganhos em verde apontam cépias extras (Figura 4). Essa
técnica € muito empregada no diagnoéstico de aneuploidias que acometem 0 cromossomo como

um todo e desequilibrios cromossémicos originados de rearranjos (LINA"N et al., 2018).
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Figura 4. Leitura das matrizes de Hibridizacdo Gendmica Comparativa (aCGH) de amostras
diferentes. A imagem da esquerda representa diploidia dos 23 pares cromossémicos, uma vez
que é identificada uma proporcdo verde/vermelho semelhante nos resultados de todos os
cromossomos. Na imagem superior direita é possivel identificar a monossomia do cromossomo
2, pelo resultado com desvio descendente para este cromossomo, em razdo da baixa emissao da
fluorescéncia, o0 que caracteriza a sua delecdo. Na imagem inferior direita, a intensidade de
fluorescéncia foi maior na posicdo do cromossomo 13, desta forma o desvio ascendente
caracteriza a trissomia deste cromossomo.
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Fonte: Adaptado de BREZINA et al., 2016.

Com a introducdo da hibridizacdo genébmica comparativa com arrays (aCHG) a técnica
se tornou mais rapida, uma vez que se torna totalmente automatizada utilizando o mesmo
principio do mCHG, obtendo os mesmos resultados, porém em um periodo de tempo menor.
Esse método utiliza geralmente fragmentos cromossdmicos artificiais bacterianos (BACS),
cromossomos artificiais (PAC-P1), oligonucleotideos sintéticos ou fragmentos de PCR ja pré-
selecionados e fixados na ldamina que correspondem especificamente a um cromossomo em
particular (Figura 5) permitindo, assim, que o software consiga fazer a leitura e analisar a razéo
de fluorescéncia consequente a hibridizacdo semelhante a mCHG e permita a transferéncia

embrionaria em um mesmo ciclo (LEE et al., 2019).
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Figura 5. Esquema Hibridizacdo Gendémica Comparativa (aCGH). A partir da competicéo pela
hibridizacdo do DNA do paciente com o DNA controle, previamente marcados com seus
respectivos corantes, € possivel que o software analise perdas ou ganhos cromossémicos da
regido analisada. Desta forma, a emissdo do sinal é obtida a partir da intensidade de
fluorescéncia onde ganhos em amarelo significam a normalidade cromossémica, ganhos em
verde significam duplicacdo do material e ganhos em vermelho, delecdo do material.
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Fonte: Adaptado de KARAMPETSOU; MORROGH; CHITTY, 2014.

A técnica convencional de diagndstico citogenético é indicada primeiramente para a
realizacdo do cariétipo, todavia o nivel de resolucdo desta técnica ndo detecta anomalias em
fragmentos menores que 5 Mb. Deste modo a aCGH apresenta vantagens por ser aplicavel na
deteccdo de numeros de copias variantes (CNV — copy number variations) em resolugfes tdo
baixas como 1Kb. Além de ndo ser necesséria a realizacdo de cultura celular e ndo possuir
limitacOes referentes a origem celular com capacidade de analise de diversdo regioes
(PRATTE-SANTOS et al., 2016).

3.2.4 SNP array com Apoio Parental - a-SNP-APa
Define-se polimorfismo de nucleotideos como pequenas variagdes genéticas na

sequéncia de um alelo, em um locus especifico, sendo diferente da sequéncia dos outros
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presentes na populacdo. Essa variagdo € importante na identificagdo humana. Logo, o
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) € a forma mais corriqueira de variacdo genética que
afeta apenas uma base na sequéncia genética devendo ocorrer com frequéncia >1% na
populacdo (MATSUDA, 2017).

Com algumas diferencas em relacdo a técnica de a-CGH, a metodologia de a-SNP
amplifica e hibridiza na placa de array somente o DNA teste, ndo sendo necessario a
competicdo com o DNA controle, como ocorre no a-CGH (Figura 6). A identificagdo da
homozigose ou heterozigose € possivel uma vez que na plataforma do array contém as sondas
dos alelos de cada loccus, representados na lamina pelas letras A e B. Logo, os resultados como

AA, AB e BB simbolizam individuos normais para determinado alelo (RAVI et al., 2018).

Figura 6. Comparacéo entre as técnicas de a-CGH e a- SNP.
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Fonte: Adaptado de ROSA, 2015.

Portanto, a técnica se baseia na hibridizacdo do DNA simples do paciente, marcado com
fluorocromo as sondas Unicas de SNPs presentes. O sinal produzido a partir da hibridizacdo é
captado pelo aparelho, que faz a leitura da lamina e calcula, de acordo com a intensidade obtida,
0 numero de copias (Figura 7). Apos refletir o contetddo da amostra analisada e a quantidade de
copias para cada locus, é feito, por comparacéo, a simulacéo da localizacdo de cada sonda no

comprimento cromossémico. Com a associagdo da andlise parental, essa metodologia
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possibilita identificar a origem da perda ou ganho de alelo ou, até mesmo, se é uma mutacao
“de novo” (SUEOKA, 2016).

Figura 7. Esquema SNP array com Apoio Parental — a-SNP-APa.
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Fonte: Adaptado de KARAMPETSOU; MORROGH; CHITTY, 2014.

Devido a introducdo de inUmeras novas sondas de SNPs, essa metodologia comecgou a
ser utilizada ndo s6 na genotipagem e na detec¢do de mutacgdes desequilibradas, como também
na determinagdo de origem parental e na determinagdo de mosaicismo, entre outros. O método
de a-SNP-APa, provindo dos tratamentos de reproducdo assistida, permite a identificacdo de

polimorfismos no embrido. A partir dos materiais dos pais bioldgicos, sangue ou saliva, a
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técnica analisa e compara os resultados obtidos do diagnostico do embrido. Assim essa relagédo
ajuda na identificacdo de erros das investigacdes advindos das técnicas anteriormente citadas.
Além de proporcionar a identificacdo da origem do erro, podendo ser tanto materno quanto
paterno (HAO et al., 2019).

3.2.5 Next generation sequencing - NGS

Com a evolugdo das tecnologias de sequenciamento genético, as técnicas de
sequenciamento de proxima geracao (NGS) associada as plataformas tecnologicas e analise de
bioinformatica, surgiu para avaliar e sequenciar pequenos fragmentos de DNA em paralelo,
permitindo assim um sequenciamento mais rapido, com alto rendimento e a custos menores
comparados a técnica de Sanger, por exemplo, método classico de sequenciamento. A técnica
de Sanger se baseia na adicdo de didesoxirribonucleotideos (ddNTPsS) pelo processo de
replicacdo com a acdo da enzima DNA polimerase a partir do anelamento dos fragmentos.
Utilizado atualmente como rotina para validacdo do NGS (SOLER, 2017).

Diferentemente do método de Sanger, 0 NGS sequencia uma quantidade maior de um
fragmento de determinados genes e de genes relacionados simultaneamente em uma mesma
reacdo, além de proporcionar “leituras curtas”. Sendo clinicamente utilizado em casos de
doencas mais complexas e de alta herdabilidade, sendo necesséario estabelecer o
sequenciamento completo (CARVALHO, 2016).

O progresso das variaveis plataformas de sequenciamento de nova geracao facilitou os
estudos genéticos, 0 que cooperou bastante para um maior conhecimento sobre o genoma.
Como exemplo de plataforma de NGS, atualmente, a série da Illumina vem ganhado como a
plataforma mais utilizada nos Gltimos cinco anos. Apds a preparacdo da biblioteca é feita a
fragmentacdo do DNA para, posteriormente, os resultados da fragmentacdo serem ligados aos
adaptadores em suas extremidades. Esses adaptadores, proporcionam a fixacao por pareamento
dos fragmentos de DNA com a lamina do array, para que entdo possa ser feita a amplificacdo
dessas fracdes de material genético. Esse processo, origina os clusters, que sdo os fragmentos
de fita simples utilizados como tamplates pela DNA polimerase para a realizacdo do
sequenciamento, o qual é realizado em ciclos. Em cada ciclo do processo de sequenciamento €
adicionado uma base especifica acoplada a um fluoréforo, que emitira um sinal a partir de seus
pareamentos para que entdo seja possivel a captacdo pelo o aparelho (Figura 8) (ZHU et al.,
2018).

Desta forma, a indicacdo para o0 uso desse método abrange 0s casos em que O

sequenciamento de um unico gene ndo fornece informagfes importantes e completas para o
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diagnéstico do paciente, ja que a patologia pode ser obtida de genes diferentes ou ainda de
genes desconhecidos, ainda ndo identificados (CASTRO et al., 2019).

Figura 8. Etapas de realizacdo da técnica de NGS.
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3.2.6 Comparativo entre as técnicas utilizadas no diagnostico genético pré-

implantacional

E importante para um melhor tratamento e obtencéo de resultados adequados, o estudo

e conhecimento de cada técnica, assim como suas vantagens e desvantagens (Tabela 1). A
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escolha da metodologia para determinado diagnostico é de extrema importancia, ja que
diferentes tipos de abordagem séo disponiveis. Essa escolha pode variar de acordo com a clinica
e 0 historico do paciente, mas deve sempre visar uma boa resposta do procedimento
(BARCELLOS, 2017).

Tabela 1. Comparativo das vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas no diagnostico

genético pré-implantacional.

Técnica Vantagens Desvantagens
- Técnica rapida, segura e versatil; N ita d heci
- Utiliza quantidade reduzida de DNA; } ,e?ESS'ta € coni gumento
S ) - prévio da sequéncia;
- Quantificacdo do material genético de i N
. o - N&o identifica alteracdes
gPCR | maneira precisa; i _
e - equilibradas;
- Alta especificidade e sensibilidade; « .
o -Né&o detecta rearranjos fora das
- Detecta aneuploidias comuns e localizacdes dos STRs.
contaminacdo materna.
- Répida e segura deteccdo de aneuploidias;
- Deteccéo >80kb; - Capacidade de diagndstico
FISH | - Possivel analise em células interfasicas; limitada;
- Possibilita visualizagdo de sequéncias - Alto preco dos paineis de sonda.
especificas.
- Capaz de investigar muitas regides em uma
unica analise, sem necessidade de cultura
celular; - N&o detecta arranjos
cGH |- Possivel analise em diferentes tipos de balanceados:
a- H . .ge
tecidos; - Dificuldade de detectar
- Alta resolucéo; mosaicismos baixos.
- Analise genémica;
- Deteccéo de delecGes e microdelecdes.
- Mais sensivel para deteccdo de
mosaicismo;
a-SNP |~ Capaz de identificar regides de homozigose | - Nao detecta arranjos
no genoma, balanceados.
- Permite identificar origem da
herdabilidade.
- Répida, versatil e baixo custo;
- Construcdo in vitro de biblioteca genémica
sem amplificacdo de fragmentos de DNA e | - Problemas de regides com
NGS | sem clonagem; extremo de contetdo CG (CG%)
- Alta sensibilidade analitica. - lllumina.
- Capaz de identificar e quantificar
mosaicismo

Fonte: Adaptado de LINHARES; SVARTVAM; VALADARES, 2012; BARCELLOQOS, 2017;
MOOG et al., 2020.
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3.3 DOENCAS E SINDROMES DIAGNOSTICAVEIS PELO DIAGNOSTICO
GENETICO PRE-IMPLANTACIONAL (DGPI)

Com bases nas indicacdes para o tratamento de DGPI, existem inUmeras doencas que
esse metodo é capaz de diagnosticar. Desta forma, é utilizado para diagnosticar tanto as
alteragBes do caridtipo estruturais, como alteracdes numericas. Desta forma o principal objetivo
diagndstico é de prevenir as doengas genéticas a partir da selecdo embrionaria, visando
aumentar as taxas de sucesso dos tratamentos de FIV ou ICSI. Além do mais, pode ter
aplicabilidade na transfusdo de HLA (CAPALBO et al., 2016).

O diagndstico genético esta ao dispor de varias anomalias monogénicas, que podem ser
de caracter autossomico recessivo, autossdmico dominante ou ligado ao X. As anomalias
estruturais divididas em balanceadas e desbalanceadas acometem a morfologia do cromossomo,
podendo ser ocasionada por diversos fatores, como por exemplo erros na meiose. Assim as
delecdes, translocacgdes, duplicacdes, inversdes sdao exemplos de anomalias estruturais e suas
patologias sdo diagnosticaveis pelo PGT-M. Nas condi¢cGes em que 0s embrides apresentam
seus cromossomos desbalanceados, ja que tem sua quantidade de material genético diminuido
ou aumentado, a fixacdo uterina e o seu desenvolvimento podem ser prejudicados.
Diferentemente das balanceadas que ndo modificam a quantidade do material genético e que é
possivel a identificacdo (FONSECA, 2017).

Ja as anomalias numéricas estdo divididas em euploidias, onde o cariétipo como um
todo é alterado numericamente e que na maioria das vezes ndo compativel com a vida, e em
aneuploidias, onde apenas um ou mais cromossomos sofrem perda ou ganho. Podendo levar
também a abortamentos. As sindromes numericas aneuploides séo diagnosticadas pelo PGT-A,
exemplificadas pela sindrome de Down, Sindrome de Klinefelter, Sindrome de Edwards e
Sindrome de Turner (MARQUI, 2018).

Desta forma, as mutagdes genéticas podem tanto levar a incompatibilidade a vida,
quanto ser causa de infertilidade. Podem também fazer com que o embrido tenha seu
desenvolvimento comprometido. E assim, sdo muitas as doencas de possivel diagndstico por

meio do diagndstico genético pré-implantacional, sendo algumas delas indicadas no Apéndice.
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3.4 TECNICAS DE REPRODUCAO ASSISTIDA

A partir do desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida (RA), foi possivel
aumentar o conhecimento e manipulacdo genética por meio do diagnéstico genético. A RA une
técnicas que substituem a forma natural de reproducdo, de modo que, a aplicabilidade de
determinada metodologia varia de acordo com a necessidade e seriedade do caso. A escolha por
essa vem aumentando, n&do so por razdes fisiologicas, como também social ou pessoal. Assim,
proporciona condicdes favoraveis para essas pessoas de poderem construir suas familias e
auxiliar nos problemas de fertilidade tanto feminina quanto masculina (MATIAS, 2018).

Sdo varias as metodologias, desde as mais simples até as mais complexas. Os
tratamentos classificados como intracorporeos, sdo os de menor complexidade. Habitualmente
usadas em casos de endometriose leve, fatores funcionais ou anatdmicos, entre outros; baseiam-
se na possibilidade de que a fecundacdo aconteca ainda in vivo, ou seja, ocorre no proprio
organismo feminino. Exemplificado pela estimulagdo ovariana, inseminacéo intrauterina (11U)
e o coito programado (DUARTE-FILHO et al., 2019).

A estimulacao ovariana antecede a maioria dos procedimentos de reproducao assistida,
tanto somente para acompanhamento do desenvolvimento folicular como, em procedimentos
mais invasivos, para a evolucao dessas técnicas. Objetiva compensar disfungdes hormonais para
que seja garantida uma quantidade maior de foliculos em desenvolvimento disponiveis
(NOBREGA, 2018).

Apbds o acompanhamento folicular e a analise do liquido seminal, a técnica de
inseminacao intrauterina restringe-se na insercdo desses espermatozoides no interior da vagina
por meio de um cateter. Desta forma, somente a manipulacdo da amostra masculina é feita
laboratorialmente. Classificado como um procedimento simples, é comumente associado a
estimulos ovarianos para assim aumentar suas chances de sucesso (SOUSA et al., 2017).

Também, a partir do processo de estimulacdo, o coito programado tem como objetivo
planejar e calcular o ciclo ovariano, quantificando os foliculos qualificados para concepcao
disponiveis. Desta forma possibilita estimar o provdvel momento em que a ovulagao ocorrera,
para que assim, possa se definir a melhor época para o casal se relacionar da maneira natural
(GONTHO, 2016).

Para a realizacdo da inseminacéo intrauterina € necessario que a paciente nao apresente
comprometimento de pelo menos uma das tubas de falopio e que o espermograma nao apresente
alteracOes significantes. Ja que o processo se resume no posicionamento do sémen dentro do

utero, o sémen é processado anteriormente em laboratério com o objetivo de selecionar 0s
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espermatozoides de acordo com sua morfologia e motilidade e concentra-los em um menor
volume. Desse modo, a fecundacgéo ocorre dentro do corpo da mulher, e possui da mesma forma
acompanhamento do ciclo menstrual (SOLINHO, 2018).

A fertilizacdo in vitro (FIV) e a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICIS),
sdo exemplos de reproducdo assistida extracorporea, indicadas para pacientes com patologias
mais severas e irreversiveis. Essas possuem grau de dificuldade maior por dispor de etapas que
necessitam do uso de anestesia local e que os 6vulos coletados sdo manipulados fora do corpo
da mulher, sendo assim, sdo procedimentos in vitro. Além da sua complexidade nos estagios de
aplicacdo, muitas vezes é necessario a influéncia de métodos que auxiliam seu éxito, como mais
uma vez o uso de hormonios externos (PINI, 2016).

Ademais, a analise da infertilidade feminina e qualidade seminal sdo relevantes para
estabelecer uma ideia do sucesso do procedimento. Assim como a idade materna e sua reserva
ovariana, fatores fundamentais para oportunidade de uma gravidez pelos tratamentos de
reproducdo assistida. Conforme esses fatores, a probabilidade de sucesso € consideravelmente
alta, tanto para FIV ou ICSI, podendo variar de acordo com a clinica dos pacientes. Desta forma,
a taxa de sucesso referentes a essas técnicas variam de 25% a 50% por tentativa, podendo
apresentar apds de trés tentativas uma taxa acumulativa de 70% (HEUSCHKEL, 2015).

Apesar de que essas técnicas apresentam vantagens, como todas as outras, sendo o
tratamento feito para contornar a infertilidade de casais levando ao nascimento de uma crianca
0 mais significativo. Além de proporcionar o diagndstico genético, diminuindo as chances de
herdabilidade de alguma anomalia genética. As técnicas de reproducdo assistida também
apresentam desvantagens como preco elevado, respostas a terapia hormonal de estimulacdo e
descarga emocional. Uma vez que existe a possibilidade de repeticdo do tratamento, e
consequentemente o uso frequente de medicamentos hormonais que podem trazer problemas a
salde e bem-estar da mulher, como por exemplo, na glandula tireoide (TAO et al., 2017).

Logo, a avaliacdo da origem de infertilidade é de extrema importancia para que se tenha
a melhor indicacdo técnica. Uma vez que a infertilidade atinge tanto mulheres como homens
por diversos fatores. Desta forma, o aconselhamento genético, realizado pelo grupo médico
responsavel, para o0 mapeamento das condicfes genéticas e, para entdo calcular a probabilidade
de ocorréncia e a analisar a melhor abordagem para cada caso. Além disso, atua como apoio

psicoldgico para 0s pacientes que procuram esse tipo de tratamento (HARPER et al., 2018).
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3.4.1 Estimulacdo ovariana

De forma importante para a realizagao dos procedimentos de reproducdo assistida e, por
conseguinte, do diagndstico genético, a estimulagcdo ovariana estd associada a essas técnicas
com o objetivo de aumentar as chances de sucesso, tanto para os procedimentos mais simples
guanto para 0s mais complexos, principalmente nas técnicas como FIV e ISCI, impactando nos
resultados finais (LABARTA et al., 2017).

A hipdfise necessita de estimulo para a producgéo e excrecdo de hormonios fundamentais
para o ciclo reprodutivo. Esse estimulo depende da sua frequéncia de estimulacdo. O ciclo
menstrual tem duracdo de aproximadamente 28 dias e é divido em fase folicular e fase lUtea,
que apresenta influéncias hormonais para que cada fase ocorra regularmente. O hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) ¢é produzido pelo hipotalamo atuando na adenohipdfise
para que sejam produzidos o horménio luterizante (LH) e o horménio foliculo estimulante
(FSH) (KAMI et al., 2017).

Os hormonios produzidos a partir do GnRH sofrem feedback negativo dos hormonios
ovarianos. Onde, a partir do estimulo do FSH, se tem a maturacdo dos foliculos e assim a
producdo de estrogeno por estes, o qual proporciona o desenvolvimento do endométrio na
medida em que crescem. Uma vez que os foliculos produzem estrégeno os niveis de FSH caem.
Dessa forma, com a queda do FSH se tem a liberacdo de LH e assim, quando este hormonio
atinge seu pico promove a ovulagdo (MASSIN, 2017).

Os farmacos mais utilizados nas escolhas de terapia atualmente sdo as gonadotrofinas,
citrato de clomifeno e inibidores de aromatase. Consequentemente, a analise dos fatores de
risco, taxas de sucesso, custo e estilo de vida deve ser levado em consideracdo na escolha do
tratamento. Desta forma, o uso das gonadotrofinas exdgenas é usualmente empregado a uma
combinagdo com agonista ou antagonista de GnRH. Uma vez que o uso de FSH isolado pode
levar a elevacdo prematura dos niveis de LH na fase folicular e prejudicar a maturacao ovariana,
0 uso da combinacgdo das gonadotrofinas exdgenas com agonistas de GnRH para suprimir a
hipofise depois de uma elevada dose inicial endogena de LH e FSH, conhecida como flare-up,
impede a secrecdo de LH durante o procedimento. Ja a combinagdo com antagonista de GnRH
tem acdo imediata na hipdfise, que resulta em um rapido blogueio ja que impede a ligagdo com
0 GnRH. Como requer um acompanhamento mais rigoroso e carregam um perigo maior de
gravidez multipla, quando comparada as técnicas seguintes, seu uso € indicado em casos em
que as outras op¢oes ndo surtiram efeito (ALPER; FAUSER, 2017).

Como um blogueador do efeito de feedback negativo, o citrato de clomifeno compete

com os horménios enddgenos para seu respectivo receptor hipotaldmico. A ligacdo aos
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receptores estrogénicos gera uma falsa informacdo fazendo com que os niveis de estrogénio
enddgeno diminuam, e assim faz com que os niveis de FSH e LH aumentem. Desta forma a
utilizacdo do citrato de clomifeno n&o altera a fungéo tireoidiana ou suprarrenal, uma vez que
ndo tem acao progestacional ou androgénica, manifestando aspectos parecidos a0 mecanismo
natural (MARCONI et al., 2016)

Outra opcdo sdo os inibidores de aromatase, como o letrozol, utilizado no tratamento de
cancer de mama, ja que é relacionado com o estimulo estrogénico. Assim, esse farmaco reduz
0 nivel de estrogeno agindo seletivamente na enzima que aromatase que estd presente na
producdo desse hormonio. Portanto com a producdo estrogénica suprimida pelo bloqueio
enzimatico, a hipofise é estimulada por conta da diminuicdo do feedback negativo, a liberar o
horménio foliculo estimulante, levando ao desenvolvimento folicular. Além disso, o
medicamento resguarda a fertilidade dessas pacientes que apresentam a neoplasia mamaria
(MEJIA, 2019).

Sendo assim, esse tratamento tem por finalidade o acompanhamento do
desenvolvimento e da maturagdo dos foliculos ovarianos, por meio da ultrassonografia. A partir
da utilizacdo de hormonios exdgenos que atuam no ovario para estimular o desenvolvimento
de multiplos foliculos ovarianos qualificados e assim aumentar as chances de concepcao por
conta da maior quantidade de 6vulos adquiridos (BECHTEJEW, 2018).

3.4.2 Fertilizacdo in vitro (FIV) e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

O diagnostico genético pré-implantacional esta relacionado as técnicas de reproducao
assistida, mas sua aplicagdo é especialmente presente nos procedimentos de FIV e ICSI. Desta
forma, apds o estimulo hormonal e a assisténcia da ultrassonografia transvaginal é possivel
fazer a coleta do material que sera utilizado no tratamento. A técnica de FIV convencional é
indicada para pacientes que por cerca de um ano nao apresentam sucesso nas tentativas de
engravidar tanto pela concepcéo natural, quanto na utilizacdo de tratamentos mais simples como
0 coito programado, por exemplo. Baseia-se na junc¢ao do 6vulo e do espermatozoide em meio
laboratorial que formara um pré-embrido. Logo, seu processo de fertilizacdo ocorrera fora do
organismo materno (NOGUEIRA, 2016).

A fertilizacdo ocorre em meio de cultura, onde o dvulo é rodeado de espermatozoides
na placa. Os embribes obtidos da fertilizacdo ficam em observacdo na incubadora, assim é
possivel observar seu desenvolvimento e classificar conforme sua morfologia e divisdo se

determinado embrido € viavel ou inviavel para transferéncia embrionaria. A metodologia tem
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indicacao para mulheres com endometriose, anormalidade nas trompas, baixa reserva de 6vulos,
idade avangada e complicagOes brandas de infertilidade masculina (VIEIRA et al., 2018).

J& em casos de disturbios severos de infertilidade masculina, alteracdo seminal grave ou
multiplos fracassos nas técnicas de FIV e 11U, a técnica de ICSI ¢ a técnica mais indicada, onde
0 procedimento se fundamenta na introducdo de um unico espermatozoide, anteriormente
selecionado paralelamente a escolha do 6vulo j& puncionado. Assim, é feita a introducéo do
espermatozoide dentro do Gvulo por meio da injecdo intracitoplasmatica. A medida que o pré-
embrido fica em observacdo, para aumentar a possibilidade de sucesso na implantacdo, pode
ser feita a andlise genética embrionaria pelo procedimento de Screening Genético Pré-
Implantacional a partir da aspiracdo de algumas células do embrido e garantir até mesmo a
salde do feto (LEE et al., 2017).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Devido aos avangos nas técnicas de biotecnologia e de reproducdo humana assistida, €
possivel que haja planejamento e concep¢do do embrido manipulado laboratorialmente. O
tratamento de reproducdo assistida, acompanhado da anélise genética, pelas técnicas de biologia
molecular, que fazem parte do DGPI, possibilitam a transferéncia selecionada de embrides
livres de dada anomalia, desde patologias cromossdémicas e numéricas a compatibilidade para
transplante medular, bem como tratamentos da fertilidade.

O diagndstico genético pré-implantacional proporciona a identificagdo de certas
alteracOes que inviabilizam a vida fetal. Ele é significantemente importante para 0 aumento das
taxas de sucesso na concepcdo dos embrides transferidos decorrente do tratamento de
reproducdo assistida.

E conhecido que algumas mutagdes no genoma proporcionam condicdes desfavoraveis para
a saude do bebé e para o sucesso da concepgdo sendo que, em ambas as hipoteses, podem
acontecer abortamentos espontaneos e vir a ser necessario reiniciar o ciclo de tratamento de
reproducéo assistida.

Diante da pesquisa e dos estudos dos materiais académicos selecionados, é possivel
identificar que as técnicas de diagndstico genético pre-implantacional, como PCR, FISH, a-
CGH, a-SNP e NGS, estdo cada vez mais adaptadas as rotinas laboratoriais e consequentemente
no sucesso desses tratamentos. A adaptabilidade e o progresso dessas metodologias permitem

gue esses protocolos abranjam cada vez mais aplicabilidades de diagnostico.
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Todavia, elas apresentam seus pros e contras e assim enfrentam obstaculos como o
mosaicismo, evento mitotico muito relevante principalmente nos primeiros dias de divisdo, uma
vez que sua ocorréncia prevalece na fase de blastomero. Desta forma, para melhor
aplicabilidade das técnicas sdo necessarios estudos e pesquisas com uma melhor abordagem
para cada caso e, a partir do aconselhamento genético, decidir como proceder visando diminuir
0s casos falsos negativos de modo a aumentar as taxas de sucesso.

Sendo assim, as adaptagdes e o crescimento tecnoldgico vém permitindo cada vez mais o
melhor aproveitamento do tempo e a inovacao no numero de profissionais necessarios na equipe
para manuseio e realizacdo das técnicas automatizadas. Desta forma, tais aperfeicoamentos
proporcionam melhor custo beneficio e maior confiabilidade dos resultados. Por esses motivos,
técnicas como o NGS podem principiar a aplicacdo do diagnostico genético no sistema de salde
publica, ja que se tornam mais rapidas e baratas, além de oferecer resultados mais certeiros.

Em relacdo a bidpsia embrionaria, existe também possibilidades diferentes de
comportamento. De acordo com a maioria dos artigos revisados, mesmo que na fase de
blastdmero apresente maior chance de ocorréncia de mosaicismo, esta € a estratégia de biopsia
mais utilizada atualmente. Porém, tal fato ndo exclui a existéncia da aplicabilidade da bidpsia
em outras etapas de divisdo celular, uma vez que também apresentam qualidades para o
tratamento.

Com isso, é possivel concluir que o diagnéstico genético pré-implantacional proporciona o
aperfeicoamento das técnicas de reproducdo assistida. J& que este identifica previamente
anomalias ndo compativeis com a vida, reduzindo assim, a taxa de abortamento espontaneo.
Além disso, previne a transmissao hereditaria ou mutacdes de novo de disturbios genéticos ou

cromossdmicos, sem que seja necessario a ocorréncia de abortamento.
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DOENCAS E SINDROMES DIAGNOSTICAVEIS PELO DIAGNOSTICO GENETICO

PRE-IMPLANTACIONAL
Acidemia Glutarica
Acidiria Metilmaldnica
Acondroplasia

Adrenoleucodistrofia
Agamaglobulinemia

Albinismo Ocular

Albinismo Oculocutaneo

Amaurose Congénita de Leber ligada
ao X

Amiloidose

Anemia de Fanconi

Anemia Falciforme

Angioedema Hereditario
Aniridia

Antigeno KELL

Antitripsina Alfa

Ataxia Espinocerebelar do Tipo 1
Ataxia Espinocerebelar do Tipo 2
Ataxia Espinocerebelar do Tipo 3
Ataxia Espinocerebelar do Tipo 7
Atrofia Muscular Espinal

Atrofia Optica

Braquidactilia

Braquidactilia — Sindrome de
Hipertensdo

Cadasil

Canavan

Céncer Hereditario de Mama e
Oviério

Cardiomiopatia Hipertrofica
Cefalopolisindactilia de Greig ou
Sindrome de Greig
Charcot-Marie-Tooth
Coroideremia

Deficiéncia da proteina B do
surfactante pulmonar

Deficiéncia de Carnitina Translocase
Acilcarnitina

Deficiéncia de MCAD
Deficiéncia de Ornitina
Transcarbamilase

Ictiose congénita — Harlequin

Imunodeficiéncia (NEMO)

Incontinéncia Pigmentar ou Sindrome de Bloch-
Sulzberger

Leiomiomatose Hereditaria

Leucodistrofia Metacromética

Linfedema Hereditario

Linfohistiocitose Hemofagocitica
Lipofuscionones Cerdides Neuronais — Doenca de
Batten

Miastenia Gravis

Miocardiopatia Dilatada

Miopatia com corpos de inclusdo associada a
Doenca de Paget de inicio precoce e Deméncia
Frontotemporal

Miopatia Miotubular

Miopatias Desmina-associadas

Mucolipidose Il

Muscular Congénita com Deficiéncia da Merosina
Neoplasia Endocrina Multipla
Neurofibromatose tipo 1

Neurofibromatose tipo 2

Osteogénese Imperfecta

Osteoporose

Pancreatite Hereditaria

Paquioniquia Congénita

Paralisia Periodica Hipocalémica

Polipose Adenomatosa Familiar
Pseudo-hipoparatireoidismo
Querubismo

Retinite Pigmentar
Retinoblastoma

Retinosquise
RhD
Sexagem

Sindrome de Aarskog

Sindrome de Alagille
Sindrome de Alport



Deficiéncia de Receptor de
Leucotrienos Cisteinicos
Disautonomia Familiar ou Sindrome
de Riley-Day

Disceratose Congénita

Discinesia Ciliar

Displasia Cleidocraniana

Displasia Ectodérmica

Displasia Espondiloepifisaria
Distonia

Distonia de Torgao

Distrofia de Sorsby

Distrofia Facioscapulohumeral
Distrofia Macular

Distrofia Miotonica

Distrofia Muscula de Emery-Dreifuss
Distrofia Muscular de Duchenne e
Becker

Distrofia Muscular do Tipo Cinturas
Distrofia Muscular Miotonica
Disturbios Congénitos da
Glicosilagéo

Doenca da Urina em Xarope de Acer
Doenca de Darier

Doenca de Fabry

Doenca de Gaucher

Doenca de Huntington

Doenca de Huntington —
Nondisclosing

Doenca de Krabbe

Doenca de Niemann-Pick

Doenca de Pompe

Doenca de Tay Sachs

Doenca de Wolman

Doenca Granulomatosa Crénica
Doencga Renal Policistica

Doenca Renal Policistica
Autossomica Recessiva
Epidermolise Bolhosa

Esclerose Tuberosa ou Sindrome de
Bourneville-Pringle ou Epiloia
Espondilite Anquilosante

Exostose Multipla

Fator V Leiden

Fenilcetonuria

Feocromocitoma

Galactosemia
Gangliosidose GM1

Sindrome de Denys-Drash
Sindrome de Ehlers Danlos

Sindrome de Shwachman-Diamond

Sindrome Nefrética Congénita do tipo Finlandés
Sindrome Cornélia de Lange

Sindrome da Deficiéncia de Adesdo Leucocitaria
Sindrome da Fenda Palatina — Ectrodactilia
Sindrome de Bardet-Biedl

Sindrome de Birt-Hogg-Dubé

Sindrome de Cockayne

Sindrome de Displasia Oculodentodigital
Sindrome de Gerstmann-Straussle

Sindrome de Holt-Oram

Sindrome de Hunter

Sindrome de Imunodeficiéncia Grave Combinada
(SCID)

Sindrome de Joubert

Sindrome de Kallmann

Sindrome de Leigh

Sindrome de Li-Fraumeni
Sindrome de Marfan
Sindrome de Meckel Gruber
Sindrome de Menkes
Sindrome de Noonan
Sindrome de Peutz-Jeghers

Sindrome de Rothmund-Thomson

Sindrome de Sanfilippo

Sindrome de Sathre-Chozen (Craniossinostose)
Sindrome de Sjogren-Larson

Sindrome de Smith-Lemli-Opitz

Sindrome de Treacher Collins

Sindrome de Usher

Sindrome de von Hippel-Lindau

Sindrome de Waardenburg
Sindrome de Wiskott-Aldrich

Sindrome de Zellweger

Sindrome do nevo-basocelular
Sindrome do QT longo

Sindrome do X-Fragil

Sindrome IPEX (imunodesregulacéo,
poliendocrinopatia

Sindrome Simpson-Golabi-Behmel
Sindrome Walker-Warburg
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Glicogenose

Hemofilia B

Hemofilia A

Hidrocefalia ligada ao X
Hiperglicinemia ndo cetotica
Hiperplasia Adrenal Congénita
Hipofosfatasia

HLA

Fonte: Adaptado CORREIA, 2015.

Sindromes de Crouzon, Apert e Pfeiffer
Surdez Autossdmica Recessiva

Surdez relacionado ao gene OTOF
Talassemia Alfa

Talassemia Beta

Telangiectasia Hemorragica Hereditéria
Trombocitopenia com Talassemia Beta
Vitreoretinopatia Exsudativa Familial
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