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PreAmbulo

O presente trabalho representa o coroldrio de mais de 10 anos de dedica¢do a duas dreas da
medicina nas quais tenho vindo a desenvolver trabalho laboratorial e de investigag¢do clinica,

a autoimunidade e o rastreio pré-natal.

O cruzamento destas dreas surgiu naturalmente na minha pratica didria: como Assistente
Graduada e responsdvel pelo Laboratério de Imunopatologia do Hospital Professor Fernan-
do Fonseca, E.PE., e como coordenadora da Unidade de Rastreio Pré-Natal de uma institui-
¢do particular, a trabalhar hd mais de 10 anos nesta drea, tive a felicidade de, empiricamente,

me aperceber daquele que veio a ser o tema do trabalho de tese a que me propus.

Ao longo do meu trabalho, no terreno, no ambito do rastreio pré-natal, enquanto Patologista
Clinica, fui-me deparando com vdrias situagdes em que as gravidas tiveram de ser submeti-
das a processos invasivos de diagndstico, na sequéncia de resultados que se vieram a revelar
como falsos positivos. Perante esta evidéncia, fui ficando crescentemente sensibilizada para a
questdo da fiabilidade do processo, assim como para a determinagdo dos factores capazes de

melhorar a sua efectividade.

Dado o meu interesse anterior na drea da patologia autoimune, a minha op¢io acabou por
cair naturalmente na eventual necessidade de introdugio de factores de correcgdo no ras-
treio pré-natal das gravidas com esta patologia. Para alcancar este desiderato, comecei por
fazer uma pesquisa cuidada da literatura especializada: ao contrdrio das minhas expectativas,

deparei-me com uma quase auséncia absoluta de trabalho cientifico nesta drea.

Tendo estabelecido, anteriormente, contacto profissional com o Professor Kypros Nicolaides,
Director do “Harris Birthright Research Centre of Fetal Medicine” do King’s College Hos-
pital (Londres, UK) e da “Fetal Medicine Foundation’, tive a oportunidade de lhe expor as
minhas davidas e inquietagdes. Jd na altura tinha plena consciéncia de que em Portugal, em
virtude de vicissitudes vdrias, ndo seria ficil constituir uma casuistica que permitisse chegar a

algumas conclusdes passiveis de se traduzirem em propostas exequiveis.

Como em qualquer outro trabalho cientifico, este é também resultante da convergéncia de
vérias motivagdes de ordem pessoal, por um lado, e de determinados contextos, por outro.
No que respeita a motivagdes, para além de outros factores mais remotos que me trouxeram

para a Patologia Clinica, e do meu gosto particular pela Imunologia, estdo também factores



de ordem pessoal, nomeadamente a sensibilidade especial para os problems de infertilidade

das pessoas com doengas autoimunes.

A vivéncia de perto do risco decorrente de interven¢des médicas invasivas, em doentes cujo
sofrimento prolongado resultante da patologia autoimune prévia era jd limitativo, fez-me
interessar ainda mais no cruzamento desta duas dreas, pressentindo que este poderia ser um

caminho potencialmente proficuo para investigagdo clinica e laboratorial.

O empenho e o interesse evidenciados pelo Professor Kypros Nicolaides, que me esti-
mulou desde a primeira hora a tentar encontrar uma resposta a questio nuclear deste
trabalho, foi absolutamente crucial para o desenvolvimento e prossecu¢io do mesmo.
A cedéncia do Case Register do King’s College Hospital (Londres, UK), permitindo-me dispor
de uma casuistica de uma dimensio dificil de alcangar em Portugal, o apoio dos membros
da sua equipe, e finalmente a aceitagdo para a co-orientagio da tese, constituiram factores de
encorajamento suplementares, que me deram uma convicgao crescente de que este trabalho

poderia dar frutos concretos.

Acima de tudo, para além dos conhecimentos adquiridos em todo o processo do doutora-
mento, fui adquirindo a convicgao que caso a minha ideia se confirmasse, poderia contribuir
de alguma forma para a melhoria de um processo que se reveste hoje em dia da maior impor-

tAncia nao so clinica e laboratorial, como acima de tudo ética.

Tenho perfeitamente claro de que este trabalho ndo seria possivel sem a colaboragao de vérias

pessoas, a quem quero deixar o meu mais profundo agradecimento:

Ao Professor Doutor Jorge Branco, meu orientador nesta disserta¢do, que acreditou no
meu projecto e me apoiou desde o primeiro momento, com a sua critica construtiva.
O seu papel no desenvolvimento do diagndstico pré-natal no nosso pais ndo pode deixar de
ser aqui assinalado, tendo estimulado esta drea de forma particular enquanto Director da
Maternidade Alfredo da Costa.

Ao Professor Kypros Nicolaides, meu co-orientador, que permitiu e tornou possivel este traba-
lho de disserta¢do. Sem o seu apoio, critica e motivagdo,nio teria sido vidvel levar a cabo este
projecto. Foi uma presenga constante, sempre que necessario, mesmo a distancia, permitindo
abrir caminhos onde eu s6 via escuriddo. Acima de tudo, agrade¢o também a confian¢a que

em mim depositou quando me facultou acesso a base de dados do King’s College Hospital.



A investigadora Argyro Syngelaki, Fellow do King’s College Hospital, que me apoiou na ana-
lise da base de dados.

A Dra. Rita Ribeiro, Técnica Superior Coordenadora, que me auxiliou significativamente no
trabalho estatistico efectuado tanto na base de dados do King’s College Hospital (Londres,
UK), como na base de dados portuguesa. Para ela o meu especial agradecimento, consciente

da amizade com que o fez.

A Professora Doutora Maria Jodo Marques Gomes, pelo entusiasmo com que me apoiou, e

que muito me honra.

Aos Drs. Joaquim Correia, Ana Teresa Martins, Alvaro Cohen, Jader Cruz, Isabel Martins,
Amadeu Ferreira, Clatdia Appleton, assim como a tantos outros ecografistas certificados com
quem tenho trabalhado diariamente nos dltimos anos, agradeco a colaborag¢io constante ¢ a

confianca em mim demonstrada.

A Dra. Margarida Albuquerque, pela generosidade e amizade com que me substituiu em

vdrias tarefas na institui¢do privada em que trabalhamos.

Ao Dr. Carlos Dias, internista e coordenador do grupo de padronizagdao em autoimunidade

em que me insiro, pelo apoio cientifico que me deu nesta drea.

A todos os meus colaboradores, tanto na institui¢ao publica onde me insiro como na privada
que dirijo. Sei que lhes pedi mais do que devia e sei também que sem o seu apoio tudo teria
sido mais dificil.

A Dr.2 Ménica Belchior e aos funciondrios da Divisio Académica da FCM-UNL pelo profis-

sionalismo e pela paciéncia com que me apoiaram.

Ao meu irmio, também meu colega, que nos altimos quatro anos me substituiu em multi-
plas ocasides, manifesto a minha gratiddo, sabendo que dificilmente lhe poderei retribuir na

mesma medida.

Ao meu pai, meu estimulo constante e exemplo de vida. A ele dediquei a minha vida profis-
sional e a ele dedico também este trabalho. Agradego-lhe as horas roubadas ao nosso projecto

familiar e o apoio constante que nunca me negou.

A minha familia, mie, marido e filhos agradego o apoio e compreensio constantes. Sem eles
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PARTE I — DEFINIQKO E AMBITO DO ESTUDO

CAPITULO I

Doengas Autoimunes

I.I DOENCAS AUTOIMUNES —
DEFINICOES, EPIDEMIOLOGIA E CLASSIFICACAO

As doengas autoimunes compreendem um largo espectro de doengas complexas, que surgem

da interac¢do da susceptibilidade genética e de factores ambientais(1,2).

Sdo doengas crénicas inflamatérias em cuja fisiopatologia e mecanismos de lesdo tecidular es-
tdo envolvidos processos humorais e celulares, dependentes de factores genéticos, hormonais,
psicolégicos e ambientais. O aspecto essencial de uma doenga autoimune ¢é a resposta imune

do préprio contra os seus proprios tecidos, com as consequentes lesoes tecidulares.

Por razdes ainda mal compreendidas, a incidéncia e prevaléncia dessas doengas tém vindo a

aumentar em todo o mundo, afectando uma propor¢io significativa da populagio e tendo
. ’ . . 7 a . : Z

um grande impacto econémico nos sistemas de saide publica, particularmente nos paises

desenvolvidos.

De acordo com os dados epidemioldgicos disponiveis, cerca de 5-10% popula¢do mundial
industrial é afectada por uma doenga autoimune, causando significativa morbilidade e
mortalidade(1,3,4). Nas décadas mais recentes, a incidéncia tém vindo a aumentar a nivel
mundial, pelo que este grupo de doengas tem vindo a ser dissociado dos paises ditos “desen-
volvidos”(3). Estudos de revisio de literatura publicados entre 1965 e 1995 estimaram uma
prevaléncia de 3,29 para um grupo diversificado de doengas autoimunes(S) e em 2007, um
estudo epidemioldgico dinamarqués, baseado em dados nacionais de hospitalizagdo, publi-
cou uma prevaléncia de 5,3%(6). Nos Estados Unidos da América atingem cerca de 5-8%
de toda a populagio, de acordo com o comité de coordenacio de doengas autoimunes do
“National Institutes of Health” (NIH)(7). Este grupo de doengas representa a segunda causa
de doenca e a terceira causa da incapacidade, apds as doengas cardiovasculares e as doengas

oncoldgicas.

O sistema imunoldgico ¢ essencial para a sobrevivéncia, e mesmo a mais modesta diminuigao
na fung¢io imune pode condicionar susceptibilidade a infec¢io. Mas o sistema imunoldgico
pode também ele préprio causar doenga, atacando inadequadamente as células, tecidos e 6r-

gios do corpo. A caracteristica comum que define as doengas autoimunes é, pois, o desapare-
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cimento da tolerdncia imunoldgica e o subsequente ataque aos componentes do préprio por
disfung¢do do sistema imunoldgico, mediado por auto-anticorpos e células T auto-reativas,

resultando em inflamag@o e destruicio tecidual(8).

Estdo descritas mais de 100 doengas autoimunes, habitualmente divididas em doengas au-
toimunes especificas de érgiao e doengas autoimunes sistémicas, dependendo das principais
caracteristicas clinico-patoldgicas de cada doenga(7). Nas “doengas autoimunes especificas de
6rgao’;em que a resposta imune ¢ dirigida especificamente contra auto-antigénios especificos
de 6rgao, inserem-se as doengas autoimunes enddcrinas (diabetes mellitus insulino depen-
dente (DMID), tiroidite de Hashimoto, doenga de Graves, doenga de Addison), as doengas
autoimunes dermatoldgicas (pemphigus vulgaris), as doencas autoimunes neuroldgicas (es-
clerose multipla), hepdticas (cirrose biliar primdria (CBP), hepatite autoimune (HAI)), hema-

toldgicas (anemia hemolitica autoimune), entre outras(1).

A designagdo de “doencas autoimunes sistémicas’; que decorre da resposta imune multi-or-
ginica e da distribuigdo sistémica dos auto-antigénios, refere-se a um grupo de doengas que
envolvem quase todos os érgdos e sistemas humanos, podendo afetar o tecido conjuntivo, o
sistema nervoso, os musculos, o sistema enddcrino e o sistema gastrointestinal: sdo exemplos
a artrite reumatdide (AR), o lupus eritematoso sistémico (LES), o sindrome de Sjogren (SS),

a esclerose sistémica (SSc), as miopatias inflamatérias e os sindromes de sobreposi¢do(1,2).

Apesar de sua heterogeneidade, as doengas autoimunes partilham aspectos etiopatogénicos,
clinicos e epidemioldgicos. Um aspecto comum a maioria dessas patologias ¢ o seu predomi-
nio no sexo feminino, ocorrendo frequentemente em idade reprodutiva. Com efeito, as mu-
lheres tém um risco 2,7 vezes maior de adquirir uma doenga autoimune do que os homens.
Para o LES, CBP, tiroidite autoimune e SS, a relagio feminino/masculino (F:M) é de 9:1, ao
passo que na AR e na EM € de 3:1. Factores comuns podem justificar este predominio: as hor-
monas femininas, os factores relativos a reprodugdo, o microquimerismo fetal, a inactivagdo

e anomalias ligadas ao cromossoma X foram apontados(4,9).
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I.2 DOENCAS AUTOIMUNES —
MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS MULTIFACTORIAIS

Em 1901, Paul Ehrlich! concebeu a ideia original da autoimunidade, dos auto-anticorpos
tdxicos e das implicagBes que tais auto-anticorpos representavam para a doenga autoimune.
Nesse modelo, um sistema imune funcional era caracterizado pelo “horror autotoxicus;” ou
seja, o corpo tinha uma aversdo inata a auto-destrui¢do imunoldgica e usaria “certos arti-
ficios” para evitar e prevenir o ataque imune contra o préprio, pese embora a produgao
de auto-anticorpos(8). No entanto, como sabemos hoje, o sistema imunoldgico pode, em
algumas ocasiGes “atacar” o préprio e originar as chamadas doencas autoimunes: para um
mais aprofundado conhecimento dos distintos mecanismos fisiopatoldgicos das diferentes
doencas autoimunes, contribuem a identificacio dos componentes ambientais e do modo
como interagem com factores genéticos do hospedeiro. O sistema imunoldgico divide-se
em sistema imune inato e em sistema imune adaptativo, embora na realidade, eles sejam
altamente integrados e interdependentes. O sistema imune inato ¢ filogeneticamente mais
antigo e foi desenhado para a defesa imediata dos agentes patogénicos, através de um conjun-
to altamente conservado de receptores de reconhecimento de padrdes, tais como receptores
toll-like, juntamente com uma pronta resposta defensiva por parte da célula. Em contraste, o
sistema imune adaptativo, filogeneticamente mais recente, ¢ composto por células T e B, que
utilizam sistemas de receptores altamente diversificados e seleccionados somaticamente para
o reconhecimento do antigénio (receptor de células T e imunoglobulina de superficie, res-
pectivamente), podendo reconhecer milhdes de distintos antigénios, sendo fundamentais na
formacdo de memdria imunoldgica(8). As células B e T auto-reactivas séo um componente
normal do sistema imunoldgico, mas ndo reagem contra o proprio, estando controladas por
uma variedade de mecanismos, muitos dos quais parecem estar alterados por locus genéticos
implicados na autoimunidade. Alguns desses mecanismos sao centrais, no timo e na medula
Gssea, e eliminam ou desactivam clones auto-reactivos; outros sao mecanismos periféricos e

incluem células reguladoras especializadas, como as células T reguladoras ou Tregs(8).

Uma vez que a autoreactividade ¢ fisioldgica, o desafio estd na compreensdo do processo pa-
toldgico pelo qual as células T e B contribuem para a lesdo autoimune(1). As manifestagdes
clinicas e o desenvolvimento do fendtipo, nas doengas autoimunes, sio fortemente depen-

dentes da marcada desregulagdo no sistema imune inato e adaptativo(10): se durante mui-

1. Importante imunologista alemio que foi Prémio Nobel de Medicina em 1908.
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to tempo o sistema imune adaptativo foi considerado como responsdvel pelos mecanismos
fisiopatoldgicos das doengas autoimunes, na actualidade o sistema imune inato é também
considerado central na patogénese destas doengas. Novos achados identificam como funda-
mentais para a compreensdo da autoimunidade a interacgdo dos componentes ambientais

com os factores genéticos do hospedeiro(11).

Para uma melhor compreensio dos mecanismos multifactoriais que intricadamente concor-

rem na patogénese da doenga autoimune, vejamos entdo alguns desses componentes.

1.2.1 Subpopulagoes linfocitarias T

Os linfécitos T, com um papel fundamental na resposta imune adaptativa, podem ser carac-
terizados em diferentes subpopulagdes, dependendo das suas fun¢Ges e dos seus marcadores
especificos de superficie (CD-“cluster of differentiation”). Todas as células T expressam o recep-
tor celular do antigénio (TCR-“T cell receptor”), um complexo de polipéptidos que inclui a
molécula CD3, a molécula CD4 (no caso dos linfécitos T auxiliadores (Th —“T belper”, produ-

tores de citoquinas) e a molécula CD8 (no caso dos linfécitos T citotéxicos (Tc).

O fendtipo das subpopulagdes de células T é definido pelo padrdo de citoquinas secreta-
das: os Th1 secretam predominantemente citoquinas pré-inflamatérias IFN-y, TNF-a e IL-
2, activam outros linfécitos T e macréfagos; os linfécitos Th2 produzem citoquinas anti-
-inflamatdrias (Gm-CSE IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) e activam linfécitos B, levando a
produgdo de anticorpos (Quadro 1.). Outra importante subpopulacio de linfdcitos T sdo as
células T reguladoras (Tregs), com actividade imunossupressora potente, desempenhando
um papel crucial no controle da tolerincia imunoldgica. As células Tregs sdo identificadas
como CD4+CD25+FoxP3+, e secretam duas citoquinas anti-inflamatdrias, a IL-10 e a TGF-.
A molécula CD25 (receptor de IL-2) é um dos principais marcadores das células Treg; a mo-
lécula FoxP3 ¢ um factor de transcri¢io nuclear, critico para a diferenciacio das Tregs(12,13),
também associado ao fendtipo das células Treg, que se liga a regido promotora do gene de

IL-2, reprimindo-o e, consequentemente, diminuindo a produgdo de IL-2 pelas células Th1.

Existem vérios subgrupos distintos de Tregs: nas células T reguladoras CD4+, mas também
na subpopulagdo CD8+, e também nas células T-NK sdo identificadas células Tregs. De modo
geral, existem duas fontes principais de células Tregs: um grupo origina-se no timo, o outro,
sob certas condi¢Oes, desenvolve-se na periferia(10).
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No que diz respeito as suas fun¢des, as células T desempenham um papel central na regulagdo
das fung¢des imunes (celular e humoral). As células Th1 (imunidade celular) sdo importantes
na defesa contra infecgGes virais e outras infecgOes intracelulares, na actividade anti-tumoral e
na estimulagdo da hipersensibilidade tardia. Por seu turno, as células Th2 (imunidade humo-
ral) sio imprescindiveis na produgdo de anticorpos para a defesa contra infec¢des bacterianas
e parasitdrias, tendo igualmente um papel fundamental na manuten¢do de uma gravidez
bem sucedida. A sobreactivagdo de uma das vias sustenta a hipdtese, surgida em 1986, de que
o desequilibrio entre a actividade de Th1 e Th2 poderd causar doenga, com as células Thl e

Th2 dirigindo diferentes vias de respostas imune(14).

Quadro 1. Diferentes citoquinas do Sistema Imune Inato e Adquirido

CITOQUINAS
Imunidade Inata Imunidade Adquirida

inas Pro-inflamatéria : Interferons tipo 1 Th1 Th2

 TNFa INF-a ! w2 L3
""""""""""""" L1 INF-B ! TN L4
""""""""""""" L6 112 ! PNy ILs
""""""""""""" o INFa L6
""""""""""""" CTNFR Lo
""""""""""""" GM-CSF IL-10
""""""""""""" : : IL13
""""""""""""" TNF-a
""""""""""""" GM.CSF

1.2.2 Conceito Th1/Th2

O desenvolvimento do denominado “conceito Th1/Th2” iniciado hd mais de duas décadas,
foi considerado o primeiro grande avango na compreensio da importincia do papel do siste-
ma imune adaptativo no contexto da fisiopatologia das doencas autoimunes. Originalmente,
o “conceito Th1/Th2” assentava na ideia de que a desregulagdo no sistema imune seria o
resultado do desequilibrio entre estas duas subpopulagdes distintas. No entanto, este ndo pa-
rece ser o caso em todas as circunstancias: as citoquinas ndo sao libertadas de modo exclusivo
por uma ou por outra subpopulagdo(10), existindo diferengas de género na autoimunidade

que importa caracterizar.
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Em ambos os sexos os ambientes imunoldgicos sdo distintos e sdo estabelecidos pelas cito-
quinas libertadas pelas células do sistema imune, particularmente os linfécitos T helper (Th),
que parecem suportar as diferencas de género jd referidas. As hormonas sexuais podem afec-
tar o sistema imunoldgico de diferentes formas(10): os androgénios parecem ser supressores
das respostas imunoldgicas celulares e humorais, sendo reconhecido que o sexo feminino
tem um sistema imunoldgico mais robusto, com uma resposta imune humoral e celular mais
forte, caracterizando-se as respostas imunes especificas das mulheres ndo grdvidas por niveis

mais elevados de respostas Th1(15).

Outro avango importante neste campo foi a evidéncia de que as respostas das células T estdo
desequilibradas em muitas doencas inflamatdrias crénicas (um perfil de resposta Th1 au-
mentado ¢ identificada em muitas doengas autoimunes especificas de érgdo), mas muitas do-
engas que previamente foram classificadas como de dominio Th1 ou Th2, ndo cumprem esse
critério(14). Isso levanta uma questdo: quais sdo os mecanismos de controle que impedem
ou inibem o desequilibrio Th1/Th2? Para esclarecer esta questdo, ¢ fundamental aprofundar

o conhecimento as “células T reguladoras” (Tregs).

1.2.3 As células T reguladoras (Tregs)

As células Tregs CD4+CD25+FoxP3+ sdo um subconjunto de linfécitos T com actividade
imunosupressora potente que tém um papel essencial no controlo da tolerdncia imunoldgi-
ca. As células T reguladoras (Tregs), cuja diferenciagdo e fungdo sdo controladas pelo factor
da transcri¢do Foxp3, codificado no cromossoma X, sio geradas no timo (nTregs) e induzidas
periféricamente (iTregs). A sua deficiéncia estd associada ao aparecimento de situacdes de

auto-imunidade (20).

O desenvolvimento de subconjuntos de células T pro e anti-inflamatdrias estd dependente
do sistema imune inato, no qual as células dendriticas, enquanto mediadoras essenciais na
tolerincia imunoldgica(16), desempenham um papel decisivo quer na apresentagdo de an-
tigénios as célulasT “naive’} quer na activacao das células T. Quando as células dendriticas
imaturas apresentam antigénios, as células T potencialmente auto-reactivas sdo excluidas e a

sua fungio € suprimida, de modo a evitar reac¢des autoimunes.

O conceito de supressdo clonal do sistema imunoldgico de células auto-reactivas foi uma
previsdo central da teoria da selecgdo clonal de Burnet(12). Este mecanismo, designado de

tolerancia central, inicia-se no timo, e constitui um importante mecanismo para o desen-
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volvimento de tolerincia clinica. A tolerincia central no timo ¢, em grande parte, mediada
por células epiteliais corticais, medulares e por células dendriticas timicas, envolvendo a eli-
minagdo de timdcitos reactivos juntamente com a indugdo de células T reguladoras (Tregs).
Estas dltimas desempenham um papel fundamental na manutengio da tolerincia ao “self”;
suprimindo uma variedade de respostas imunes patoldgicas, controlando e prevenindo o de-
senvolvimento das doengas inflamatérias crénicas, precisamente pelo papel importante que

desempenham no desenvolvimento da “tolerancia clinica”

O mecanismo do desenvolvimento da “tolerancia clinica” € um mecanismo imune activo,
estritamente dependente das células T e que exige o contacto prolongado com os antigénios:
iniciando-se antes do nascimento, com a passagem de antigénios para o sistema imunoldgico
fetal através da barreira placentdria, continua ao longo da vida. No entanto, este processo de
exclusdo central pode ndo ser completo, permitindo assim a fuga de algumas células T auto-
-reactivas para o sistema imune periférico, o que torna necessdria a supressao da sua funcio de
modo a prevenir futuras reacgdes autoimunes(17). No sistema imune periférico a tolerncia
periférica ¢ também mediada pelas células dendriticas, através da produgio de Tregs e exclu-
sdo clonal das células T autoreactivas. Pensa-se que os Tregs produzidos na periferia sejam

importantes para controlar a resposta imune aos antigénios do nao“self”

A populacio de Foxp3+ Tregs podem ser subdivididas em dois grupos: i. as Foxp3+Treg na-
turais (nTregs)(CD4+ CD25+), geralmente encontrados no timo, que expressam o factor de
transcricdo Foxp3+(18) e, ii. a populagdo de Tregs induzidas (iTregs), que sdo derivadas dos
percursores CD4+CD25- nos tecidos periféricos, depois da activagao pelo TGF-$(19). A indu-
¢do da produgio deste subtipo de Tregs pelas células dendriticas ¢ mediada pelos compostos
IL-27, TGF-B, IL-10, 4cido retindico, indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) e vitamina D(20).

As células iTregs tém um papel central na manuten¢do da homeostase imunoldgica, na to-
lerdncia imunoldgica, na prevencio da autoimunidade e no controlo da inflamagéo crénica
grave(20,21). Para além disso, as iTregs também agem como barreiras, induzindo o afasta-

mento tanto de microorganismos como de células tumorais(22).

Defeitos na manuten¢do ou na fungio das Tregs estdo associados ao desenvolvimento de
vérias doengas autoimunes humanas, incluindo o lipus eritematoso sistémico (LES)(10,23).
Sabe-se hoje, que existe uma clara associag¢io entre a doenca autoimune e defeitos em genes
envolvidos na tolerincia periférica, pelo que, alteraces genéticas ou em aspectos ambientais
que afectem as células Tregs, parecem predispor a ocorréncia e incidéncia de exacerbagoes da

doenga autoimune (11,23).
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As células dendriticas surgem como essenciais em todos os processos: como células apresen-
tadoras de antigénio (antigen presenting cells - APC) iniciadoras de respostas imunes e como
indutoras de tolerincia das células T (29). A figura 1 fornece uma visao geral das vias envolvi-

das na diferenciagdo de iTregs mediada por células dendriticas.

Figura 1. As células dendriticas promovem a diferenciacao das células iTregs FOXP3+
(Adaptado de (20))
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1.2.4 “Molecular mimicry” e hipdtese do hapteno

Da activagdo das células T por células dendriticas maduras pode resultar a manutengio da
imunidade funcional ou o aparecimento de autoimunidade. Estas duas possibilidades vio
depender da “intensidade” da reactividade cruzada do antigénio apresentado com o “self™ se
o antigénio apresentado ndo tem reac¢io cruzada com o “self”} a activagdo de células T resulta
em imunidade e essas células T, em seguida, podem evoluir para células T efectoras (Th1 ou
Th2); se o antigénio apresentado tem reactividade cruzada com proteinas do “self”, entdo o

resultado serd a ocorréncia de autoimunidade. Do mesmo modo, dependendo do grau da

14



PARTE I — DEFINIQKO E AMBITO DO ESTUDO

reactividade cruzada, estas respostas autoimunes serfo transitérias ou mantidas. Que tipo
de antigénios apresentam reactividade cruzada potencial com o “self”? Foram desenvolvidos
dois conceitos de forma independente. Por um lado, o mimetismo molecular (“molecular
mimicry”), que tem por base a reac¢do cruzada entre antigénios ambientais e os antigénios
do “self”(24), como acontece nas doengas infecciosas. Por outro, a “hipéStese do hapteno’, que
propde que certos produtos quimicos e ou microbianos possam reagir com componentes
“self” para gerar moléculas antigénicas “de novo”(25). A “hipdtese do hapteno” pode ocorrer
quando uma célula dendritica imatura reconhece padrdes microbianos através de seus recep-
tores “toll-ltke receptors” (TLR): quando esta célula dendritica apresenta um péptido “self’; a
activagdo das células T ndo ocorre; por outro lado, se a célula dendritica imatura recebe sinais
adicionais de activagdo através de receptores foll-like (componentes microbianos ou virais),
uma activagio indesejada da célula T auto-reactiva pode ocorrer. Este conceito pode explicar
como a autoagressio pode ser induzida, na presenca de antigénios microbianos, hormonais,

drogas, factores ambientais, etc.

1.2.5 Complexo Major de Histocompatibilidade (CMH)
e Antigénio Leucocitirio Humano (Human Leucocyte Antigens (HLA))

A abordagem investigacional (genomewide association study) usada na pesquisa genética para
procurar associagOes entre centenas de milhares de variacGes genéticas especificas (eg, “single-
-nucleotide polymorphisms” ou snip’s) e doencas particulares, permitiram um novo olhar sobre
a genética das doengas complexas, tais como doengas autoimunes: em mais de 200 locus

genéticos foi encontrada associagdo a uma ou mais doengas autoimunes.

Os genes do complexo major de histocompatibilidade (CMH), que ¢ um Jocus de controle
das respostas imunes que codifica para os antigénios leucocitdrios humano (HLA), tém, de
longe, o maior efeito genético isolado. Neste contexto, as novas descobertas genéticas em
autoimunidade devem sempre ser consideradas no contexto das contribui¢des do CMH para
a susceptibilidade a doengas e sua patogénese(8). A regido do CMH no cromossoma 6 tem
a mais forte associagio com doencas imuno-mediadas. A regido HLA, no cromossoma 6p21
pode ser dividida em trés diferentes partes: classe I, classe II e classe III. A regido da classe I co-
difica as moléculas HLA-A, HLA-B e HLA-C que sdo expressos na superficie celular de células
nucleadas envolvidas na apresentagdo de antigénios enddgenos as células T citotoxicas (Tc)
CD8+. A regido da classe II codifica muitas proteinas de membrana expressas na superficie
celular de linfécitos B, macréfagos, células dendriticas e linfécitos T activados, e que estdo

envolvidos no processamento e apresentagio de antigénios exgenos as células T-helper (Th)
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CD4+. A regido da classe III estd localizada entre as regides das classe I e classe II e contém
genes que codificam os componentes da regido de complemento (C2 e C4), a proteina de
choque do calor (HSP70) e os factores de necrose tumoral (TNF)(10).

A regido da classe II do HLA contribui para a maioria das doengas autoimunes. Os mecanis-
mos subjacentes permanecem desconhecidos, mas parecem ser diferentes para cada doenga.
Na diabetes mellitus insulino-dependente (DMID) cerca de 34% do “cluster” familiar € devido
a regido da classe I do CMH. Os alelos HLA associados a susceptibilidade a diabetes incluem
os alelos HLA-DR3 e HLA-DR4, enquanto outros sdo associados com a protecao da doenga,
como o HLA-DR2. Por outro lado, HLA-DR2 parece predispor a esclerose multipla (EM). A
natureza protectora do HLA-DR2 na DMID e a natureza predisponente para a EM parecem

justificar o limitado n2 de doentes do mesmo “cluster” que apresentam ambas as doengas.

Os genes HLA-DR (nos caucasianos, o haplétipo HLA-DR15) e HLA-DQ sio os genes especi-
ficos com maior risco associagao a EM. O fendtipo HLA-DR4 ¢ considerado o determinante
genético comumente associado com artrite reumatéide (AR). Os alelos HLA-DR4 de maior
susceptibilidade associados com AR s@o o alelos DRB1 * 0401 ¢ DRB1 * 0404. Os caucasia-
nos com alelos DRB1 * 0401/0404 apresentam maior risco de uma forma mais grave de AR.
O alelo HLA-DR3 parece ser um haplétipo autoimune geral nao sé associado a DMID, mas
também ao LES, a doenga de Graves, ao hipotiroidismo autoimune e a doenga de Addison.

Entre todos os imunogenes que foram avaliados nas doengas hepdticas autoimunes, as mais
fortes associagdes com doengas foram encontradas nos genes do CMH HLA classe II DR e
DQ. A regido HLA classe III contém muitos genes que codificam proteinas que, apesar de
ndo estarem relacionados com a imunidade mediada por células, modulam ou regulam as
respostas imunes de alguma forma, como através do factor de necrose tumoral (TNF), das
proteinas de choque ao calor e proteinas do complemento (C2, C4). Os genes das proteinas
do complemento C2 e C4 mostraram estar associadas com o LES, numa incidéncia de 75%
para o C4, nos individuos homozigotos, e de 33% para o C2, nos individuos homozigotos

que desenvolvem LES.

A susceptibilidade genética para o desenvolvimento da doenga autoimune ¢ um processo
complexo, com muitos genes diferentes e os respectivos produtos, interagindo uns com os
outros e interagindo com estimulos externos. Certas regides do gene, especialmente HLA,
causam susceptibilidade a mais de uma doencga autoimune e podem explicar a co-ocorréncia

de algumas doengas dentro da mesma familia e individuos(10).
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Existem diferentes contribui¢Oes e interagdes entre factores genéticos e ambientais nas vdrias
doengas autoimunes. A importincia dos mecanismos epigenéticos na patogénese de doengas
auto-imunes(26) estd a receber aten¢do sem precedentes, tendo sido colocado em evidén-
cia pela observacao dos agentes demetilantes do DNA, como na autoimunidade induzida
por drogas(27). A epigenética (definida por Brooks et al, como a mudanca na expressio do
gene, que se mantém estdvel e hereditdria, mas que ndo envolve alteragdes na sequéncia do
DNA) concentra-se no estudo dos mecanismos que modificam a expressdo génica, a activida-
de e fungdo da célula e que sdo influenciados por estimulos externos, ligando o ambiente a
fungdo do gene. Existem duas principais modificagSes epigenéticas: metilagdo do DNA e as
modificagdes das histonas(2). As altera¢des epigenéticas, ao contrdrio das genéticas que sdao
permanentes e afectam todas as células da respectiva linha celular, sdo reversiveis e especificas
de um tipo de célula: no LES, as células T CD4+, as células Tregs e as células B; na AR, os
linfécitos e os fibroblastos da sinovial; na SSc, os linfécitos e os fiblobastos cutineos. Mas as
ocorréncias epigenéticas ndo se limitam as doengas sistémicas, ocorrendo também na DMID,
na EM e na doenga celiaca(26). Os factores ambientais desempenham um papel central no
aparecimento e progressdo da doencas autoimunes(28). Uma variedade de factores ambien-
tais, incluindo a exposi¢do ao fumo do tabaco, os poluentes, os agentes infecciosos, a infecgdo
viral, as hormonas, certas drogas, a radia¢do, a luz ultravioleta (UV) e alguns compostos qui-
micos (eg. pé de silica), entre outras condi¢des externas, estdo significativamente associados
com o desenvolvimento de doengas auto-imunes(8). A maioria desses factores ambientais
podem, directamente ou indirectamente, induzir alteragbes epigenéticas, que modulam a
expressdo do gene e desse modo condicionam a alteragdes na fun¢do imunoldgica da célula.
Por esta razdo a epigenética pode explicar, pelo menos em parte, os efeitos ambientais sobre

o desenvolvimento de doengas autoimunes (2).

A susceptibilidade genética tem um papel importante no desenvolvimento de autoimunida-
de. Nos locus de susceptibilidade, como jd referido, mais de 200 polimorfismos contribuem
para as doengas autoimunes e muitas deles sio comuns a vdrias doengas autoimunes(8). A
maioria dos locus de susceptibilidade afectados por polimorfismos pertencem a um de trés
grupos principais: 1) sistema imune inato (genes envolvidos em receptores de reconhecimen-
to padrdao como os receptores toll-like ou receptores NOD (dominio de oligomerizagao de
ligacdo de nucledtidos), 2) citoquinas de sinalizacdo (citoquinas de sinaliza¢io moduladas
por complexos mecanismos e associagdes genéticas) e 3) activagdo de linfdcitos (genes envol-
vidos na sinaliza¢do imune relativos aos receptores de células T e células B)(2,8). Ainda assim,
os polimorfismos genéticos s6 representam 20% da variincia fenotipica(29), nio podendo

explicar totalmente os padrSes hereditdrios de doengas autoimune(2).
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I.3 DOENCAS AUTOIMUNES SISTEMICAS

1.3.1 Lapus Eritematoso Sistémico (LES)

O LES ¢ uma doenca autoimune multisistémica que atinge desporprocionadamente o sexo
feminino, especialmente na idade reprodutiva, estando associada a considerdvel morbilida-
de durante a gravidez — perda fetal, parto prematuro, restri¢io de crescimento fetal e pré-
-eclimpsia. E o paradigma de uma doenga autoimune sistémica com largo espectro de ma-
nifestacdes clinicas. Com um pico de incidéncia entre os 15 e os 40 anos ¢ com uma relagdo
feminino:masculino de 6-10:1(30). A idade de inicio da doenga pode variar desde a infincia
até a idade adulta, sendo que 20% dos casos ocorrem geralmente apds a puberdade, durante
as primeiras 2 décadas de vida(31). No sexo masculino, 0 LES n3o tem um pico de incidéncia,

atenuando-se a diferenca na relagdo feminino/masculino nos adultos com mais idade(32).

Nos EUA, a incidéncia média do LES foi estimada entre 1,8 e 7,6 casos por 100.000 habi-
tantes/ano. As taxas de incidéncia na Europa variam de 3,3 para 4,8 casos por 100.000 habi-
tantes/ano. A incidéncia do LES ¢ superior nos Afro-Americanos quando comparados com
os caucasianos. Existe uma maior prevaléncia do LES nos familiares de 1¢ grau, a qual pode
atingir os 25-50% nos gémeos monozigéticos. A prevaléncia reportada em estudos realizados
nos Estados Unidos € cerca de 52 casos por 100.000 habitantes, sendo semelhante em outros
paises ocidentais industrializados?. A prevaléncia de LES parece variar de acordo com a etnia,
no entanto, diferentes taxas de prevaléncia podem ocorrer entre pessoas da mesma etnia em
diferentes localizagdes geograficas. O contraste entre a baixa prevaléncia de LES em Africa e a
elevada prevaléncia entre a mulheres de etnia negra no Reino Unido, sublinha a importincia
dos factores ambientais(33): no geral, as mulheres de etnia negra tém uma maior prevaléncia
de LES do que qualquer outra etnia, seguida da asidtica e por fim da caucasiana. Nos Estados
Unidos, as mulheres de etnia negra sdo 4 vezes mais susceptiveis ao LES do que mulheres de

etnia caucasiana(34,35).

Clinicamente, o ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune inflamatdria
crénica, multi-orginica, complexa, com diversas apresentagdes, de curso varidvel (de recaidas

e remissdes) e prognastico varidvel, podendo ocorrer como uma doenga fulminante e rapida-

2. Em Portugal a prevaléncia, estudada por Vasconcelos (Epidemiologia clinica do hipus eritematoso sistémico do norte
de Portugal, 2007), € sobreponivel, ocorrendo em cerca de 40 casos em cada 100.000 habitantes.
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mente fatal. E uma doenga muito grave, com elevada mortalidade e morbilidade: os doentes
. ) e . N ) ) N ..
exigem cuidados multidisciplinares, sdo muitas vezes internados e as lesdes orgénicas, resul-

tantes da doenca ou da terapéutica, podem causar deficiéncia considerdvel.

Anatomo-patologicamente, € caracterizada por uma inflamagio microvascular multissistémi-
ca com a produgdo de anticorpos contra antigénios nucleares e citoplasmdticos. O LES pode
afectar qualquer érgdo ou sistema, mas atinge principalmente a pele, as articula¢des, os rins, o
sistema cardiovascular, o sistema pulmonar, o sistema hematoldgico e o sistema nervoso, resul-

tando numa grande variedade de sinais e sintomas e numa pléiade de manifestagdes clinicas.

Os doentes com LES apresentam sintomas constitucionais inespecificos de fadiga, perda de
peso e febre. As manifesta¢des musculo-esqueléticas podem incluir a poliartrite e a miosite
inflamatéria. Os sintomas mucocutineos incluem as ulcera¢des orais e/ou nasais recorrentes,
a alopécia, o fendmeno de Raynaud, as erupgOes cutineas fotossensiveis, o lupus discdide, o
rash malar e a erupgdo cutinea subaguda que ocorrem com frequéncia. As manifestacdes car-
diopulmonares mais comuns incluem a fibrose pulmonar e derrame pleural ou pericérdico.
Manifestagdes cardiopulmonares menos comuns incluem miocardite, endocardite de Lib-
man-Sacks e arterite corondria. As manifestacdes hematoldgicas incluem anemia hemolitica
(Coombs positivo), leucopénia, linfopénia e trombocitopénia. O envolvimento de 6rgios,
tais como o rim (nefrite lupica) ou o sistema nervoso central (acidente vascular cerebral, con-
vulsdes, coma) piora o progndstico global. As manifestacdes circulatdrias (trombose arterial
ou venosa) podem ocorrer como consequéncia de sindrome antifosfolipidico secunddrio
(SAF 2¢), com anticorpos anticardiolipina, anticoagulante lupico, que promovem trombose

intravascular das artérias e veias(36).

A etiopatogenia do LES ndo ¢ ainda totalmente conhecida: multiplos factores, que incluem
predisposi¢Oes genéticas, factores hormonais, raciais e interacgOes gene-ambiente, parecem
estar envolvidos no processo patoldgico(37,38). Na fisiopatologia do LES estdo envolvidos
distdrbios imunes, inatos e adquiridos, envolvendo as células B, células T e células dendri-
ticas. A presencga periférica de baixas concentragdes de células Tregs ¢ factor predisponente
para o desenvolvimento do LES(39), para além de que estas podem ser funcionalmente de-
feituosas(39-41).

A predisposigio genética é suportada nos 25-50% de concordéncia entre gémeos monozigdti-
cos: as discordincias fenotipicas entre gémeos monozigdticos sio uma prova clara da relagdo

entre determinantes genéticos e factores ambientais.
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Entre os diferentes factores ambientais que podem desencadear a doenga encontram-se as
infec¢Bes virais, a resposta a infecgdes bacterianas, antibidticos e outras drogas, a exposi¢ao
a luz ultravioleta, o stress extremo e as hormonas. Os factores hormonais podem eventual-
mente explicar a maior prevaléncia do LES no sexo feminino. Do mesmo modo, o aumento
dos sintomas no decurso da gravidez sugere a influéncia que as hormonas, principalmente
os estrégenios, possam ter na progressdo do LES. No entanto, a verdadeira razdo para este

desequilibrio entre géneros, permanece ainda desconhecida.

A grande maioria dos doentes com LES sio mulheres em idade fértil, e a utilizagdo de trata-
mentos hormonais exégenos tém sido associados ao aparecimento de lapus e de flares, vol-
tando a sublinhar o seu papel na etiopatogénese da doenca(42). O risco do desenvolvimento
do LES no sexo masculino é semelhante ao das mulheres na pds-menopausa ou pré-puberes:
curiosamente, 0 LES ¢ mais comum em homens com sindrome de Klinefelter (i.e., genStipo

XXY) do que na restante populagdo masculina.

O lupus caracteriza-se pela produgdo de anticorpos e por um sistema imune disfuncional
que resulta em lesdo de 6rgaos-alvo. Dado poder apresentar um espectro variado de sinais
e sintomas, que muitas vezes sao inespecificos, o diagnéstico definitivo deve ser baseado na
constelagdo adequada de achados clinicos e laboratoriais: os critérios do Colégio Americano
de Reumatologia (ACR) resumem as caracteristicas necessdrias para o diagndstico (4 dos 11
critérios do ACR - Quadro 1.). Os anticorpos anti-nucleares (ANA) no soro sio encontrados
em quase todos os individuos com LES activo - anticorpos anti-DNA nativo de cadeia dupla

(dsDNA) sdo relativamente especificos para o diagndstico de LES.

O manejo da doenga depende da gravidade da doenga e do envolvimento dos érgao-alvo. O
acompanhamento clinico periddico e os testes laboratoriais sdo imperativos para antecipar
os sinais e sintomas do envolvimento de novo de drgaos e sistemas e monitorizar a resposta

ou reacgdes adversas as terapias.

1.3.1.1 Classificagao do LES pelo “American College of Rheumatology”

Os critérios revistos de 1997 para a classificacio do ldpus eritematoso sistémico, sio basea-
dos no conjunto de critérios estabelecidos em 1971 (e revistos em 1982) por um grupo de
clinicos da anterior Associagdo Americana de Reumatologia, actual Colégio Americano de
Reumatologia (American College of Rheumatology (ACR)). Estes critérios, com base em me-
todologia estatistica e doentes reais, tém uma sensibilidade de 78 a 96% e uma especificidade
do 89 a 1009%(43) (Quadro 2.)
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Quadro 2. Critérios de classificacao para o diagnostico de LES:

Diagndstico de lupus eritematoso sistémico requere a presenca de 4 ou mais dos 11 critérios,
de modo seriado ou simultaneamente, durante qualquer periodo de observacéo.

(American College of Rheumatology 1982 revistos em 1997)(44,45).

Critério Definicao

i Eritema fixo, achatado ou elevado, sobre a regido malar,

1. Rash Malar ‘ ..
i poupando as pregas nasolabiais.

i Manchas eritematosas elevadas com escalas queratdsicas;
i cicatrizes atréficas emlesGes antigas.

3. Fotosensibilidade Rash cutineo como resultado de reacgdo pouco usual a luz ultra-violeta.

4. Ulceras Orais i Ulceragdo oral ou nasofaringea.

i Artrite ndo erosiva envolvendo 2 ou mais articulagdes periféricas,

5. Artrite nao erosiva ; .
i caracterizadas por dor, edema ou derrame.

Pleurite evidente na histdria clinica ou evidéncia de derrame pleural
i ou

¢ Pericardite documentada por electrocardiograma ou por evidéncia

i de derrame pericdrdico

¢ Proteindria persistente>0,5 gr/dia ou >3+ na urina tipo II

i oou

Cilindros celulares (cilindros hemdticos, células granulares, tubulares
i ou mistos)

Convulsdes, na auséncia de drogas ou disfun¢des metabdlicas
(urémia, cetoacidose ou desequilibrio hidroelectrolitico)

8. Disfuncao Neurolégica ou

Psicose, na auséncia de drogas ou disfungdes metabdlicas
(urémia, cetoacidose ou desequilibrio hidroelectrolitico)

¢ Anemia hemolitica com reticulocitose
ou
¢ Leucopénia (<4.000/mm3 em = 2 ocasides)
9. Disfun¢ao Hematolégica ou
Linfopénia (< 1,500/ mm3 em = 2 ocasides)
i ou
Trombocitopénia (<100,000/ mm3) na auséncia de consumo de drogas

Anti-dsDNA: anticorpo anti-DNA num titulo elevado
iou
¢ Anti-Sm: presenga de anticorpos antigénio nuclear anti-Sm
P oou
10. Disfun¢ao Imunolégica ¢ Achados de resultados positivos de anticorpos anti-fosfolipidos:
i+ ACA (IgG ou IgM)
P Resultado positivo do teste anticoagulante ldpico (LA)
i - Resultado falso-positivo do teste VDRL (durante pelo menos 6 meses)
confirmado por FTAbs ou RPR (testes treponémicos)

11. Anticorpos Anti-nucleares (ANA) Titulo anormal de ANA por IIF (na auséncia de consumo de drogas)

Adaptado de Tan EM, Coben AS, Fries JF, Masi AT, McShane DJ, Rothfield NF, et al. The 1982 revised criteria for the
classtfication of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 1982;25:1274, and Hochberg MC. Updating the American
College of Rheumatology revised criteria for the classification of systemic lupus erythematosus [Letter]. Arthritis Rheum
1997;40:1725.
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1.3.1.2 Testes laboratoriais no LES

O teste de rastreio mais utilizado e que constitui o “gold standard” do diagndstico do LES, é a
pesquisa de anticorpos anti-nucleares (ANA?) por imunofluorescéncia indirecta (indirect im-
munofluorescence - IIF) no tecido epitelial humano de (HEp2). O IIF é um teste de rastreio
eficaz (sensibilidade> 95%) e adequado em doentes com caracteristicas clinicas sugestivas de
LES, permitindo detectar a maioria dos anti-dsDNA, antigénios nucleares extraiveis (ENA)
e outros auto-anticorpos. As células HEp-2 sdo o substrato mais sensivel para a detec¢do de
ANA, pelo que a sua valorizagdo deve sempre ter em conta a probabilidade pré-teste por
forma a aumentar o valor preditivo positivo (VPP) do teste e diminuir os falsos positivos. A
presenca destes autoanticorpos, em titulos baixos, ndo é especifica resultando em baixo VPP
do teste ANA para o diagndstico de LES(46)(Quadro 3.), embora, mais de 99% dos doentes
com LES tenha titulos elevados de ANA(36).

Quadro 3. Prevaléncia de resultados falsos positivos para um ponto de corte de 1/160

Doenca Prevaléncia do ANA
Populagio saudavel <5%

Woso (-6sam0s) <300
Guavide: 100
.l;(;;lgas neof;igsicas """"""""""""""" ""10—30%“
i;ké;gaes cré;‘i“cas """""""""""""""""""""""""""""" ""10—5 O%H

Febre reumdtica O sw

Adaptado de: “Guidelines for clinical use of the antinuclear antibody test and tests for specific autoantibodies to nuclear
antigens” American College of Pathologists; A Kavanaugh, R Tomar, ] Reveille, D H Solomon, and H A Homburger;
University of Texas Southwest. Medical School, Dallas, USA; Arch Pathol Lab Med—Vol 124, January 2000

3. Qualquer anticorpo contra qualquer componente celular é considerado um anticorpo anti-nuclear (ANA). O Liipus
Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga autoimune onde auto-anticorpos sio frequentemente dirigidos contra antigénios
intracelulares do niicleo celular (DNA de dupla cadeia (dsDNA), histonas) e contra antigénios nucleares extratvers (ENA)
e/ou citoplasma).
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As taxas de positividade do teste ANA sio afectadas pela prevaléncia do LES na populagio,
especificamente no que se refere a taxa de falsos positivos, que serd mais elevada quanto mais
baixa for a prevaléncia na populagdo estudada, como na populagdo dos cuidados primdrios
de satide. Apds um resultado positivo para ANA, devem ser executados testes mais especificos
para determinar os autoantigénios especificos aos quais os ANA reagem, de modo a confir-
mar ou ndo o diagnéstico de LES. Uma combinagao de ENA (SSA-Ro, SSB-La, Sm, RNP) e
testes de dsDNA irdo detectar a maioria dos doentes com LES(46-48).

Na auséncia do diagndstico de LES, outras possiveis razdes para um resultado verdadeiro
positivo no teste ANA serdo a presenca do sindrome de Sjogren (68%), esclerodermia sisté-
mica (40 a 75%), artrite reumatoide (25 a 50%), e artrite reumatdide juvenil (20%),a DMTC
(=100%) (Quadro 4.). O “American College of Rheumatology” recomenda a execugdo dos
testes ANA em doentes com dois ou mais sintomas ou sinais referidos no quadro 2. Na maio-
ria das circunstincias, um titulo de ANA persistentemente negativo, num contexto clinico

sugestivo, pode permitir a exclusio do diagndstico de SLE(43,49).

23



RASTREIO COMBINADO DO I2 TRIMESTRE E DOENGCAS AUTOIMUNES

Quadro 4. Prevaléncia dos ANA nas doencas autoimunes

Doencas autoimunes Prevaléncia do ANA

Doencas em que o ANA é muito ttil para o diagnéstico

| Activo 95-100%

Lupus Eritematoso Sistémico : -
i Inactivo 80-100%

< 90%

60-80%

Cirrose Biliar Primdria 95-100%

Doencas em que o ANA é moderadamente util para o diagnéstico

Sindroma de Sjorgen

40-70%

30-80%

20-50%

Fenémeno de Raynaud 20-60%

Condicoes em o ANA é critério diagnostico

=100%

=100%

=100%

Doengas Mista Tecido Conjuntivo

Doencas para as quais o ANA nao é util para o diagndstico

Artrite Reumatdide

30-50%

20-50%

25%

10-30%

26%

5-25%

Tiroidite

30-50%

Adaptado de: “Guidelines for clinical use of the antinuclear antibody test and tests for specific autoantibodies to nuclear
antigens” American College of Pathologists; A Kavanaugh, R Tomar, ] Reveille, D H Solomon, and H A Homburger;
University of Texas Southwest. Medical School, Dallas, USA; Arch Pathol Lab Med—Vol 124, January 2000
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O anticorpo anti-dsDNA ¢ um importante marcador da evolugio e da actividade da doenga,
nomeadamente da nefrite ldpica (50), utilizado na monitorizagdo da doenca e na detecgdo
de exacerbagdes. O anticorpo anti-Sm pode aparecer com a evolu¢io da doenga e os titulos
podem também flutuar com actividade da doenga e com a terapéutica, mas a monitorizagao
seriada de anticorpo anti-Sm ndo prediz a recidiva(47). O anticorpo anti-dsDNA e anticorpo
anti-Sm (em titulos elevados) tém uma especificidade de (95%; 99%) para LES, para uma
sensibilidade baixa (40-60%; 20%)(51). Portanto, um resultado positivo ajuda a estabelecer o

diagndstico, enquanto que um resultado negativo nio o exclui(49).

Quadro 5. Prevaléncia da positividade serolégica no LES

Anticorpo-Alvo Positividade (%) Possivel Associacao Clinica

dsDNA 30-70 V

Sm ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ o T N S
RNP 460  DMIGSidomeOverlap
Ro 55 s e S ebimenos o
Ribosomal POPLP2 510 Lpus Neuropsiquidtrico; actividade da doenga.
Histona 50-80

ACA 40-50 5

Adaptado de :” The use of laboratory tests in the diagnosis of SLE”; W Egner; Department of Immunology and Protein
Reference Unit, Northern General Hospital, Sheffield; | Clin Pathol; 2000 vol. 53 (6) pp. 424-432.

Outros anticorpos passiveis de serem encontrados no LES (Quadro 5.) sdo os anticorpos anti-
-histona, os anticorpos anti-SSA (Ro), 0 anti-SSB (La), ndo sendo nenhum deles especifico do
LES* (podem ser encontrado noutras patologias autoimunes, tais como o SS ou outras conec-
tivites(47)). A sua prevaléncia € varidvel, mas se bem contextualizados clinicamente podem
suportar o diagnéstico de LES (49), sobretudo na auséncia de anti-dsDNA.

4. A especificidade deste anticorpos aumenta se forem eliminados os resultados fracos positivos
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Os anticorpos anti-RNP sdo muito comuns e menos especificos para o diagndstico de LES,
embora muito especificos para o diagnéstico das DMTC. Os anticorpos anti-ribosoma P (Ri-
bossomal P protein) estdo associados ao quadro neuropsiquidtrico do LES, mas o seu valor pre-
ditivo ¢ incerto e controverso. Os anticorpos anti-cardiolipina (ACA) ocorrem em 40-50%
dos doentes com LES, constituindo um factor de risco para a trombose e para o sindrome
antifosfolipidico. Os ACA podem ser um factor de risco adicional para a gravidez no LES. Os
anticorpos anti-B2 glicoproteina I (25% dos doentes com LES) estio mais estreitamente asso-
ciados a trombose, no sindrome antifosfolipidico primdrio e no LES. Testes adicionais como
o LA (anticoagulante lipico) sdo essenciais, pois a sua presenca, mesmo sem ACA, pode
prever uma eventual tendéncia para trombose. Outros anticorpos antifosfolipidos, como os
anti- antifosfatidilserina, anti-anexina V e o anti-tromboplastina, t¢m um valor diagndstico

controverso(47,50).

A velocidade de sedimentagdo ¢ um indicador sensivel, mas ndo especifico, da actividade no
LES, enquanto que a proteina C reativa (PCR) reflecte apenas a infec¢do/inflamacgio aguda,
dada a sua curta semi-vida(47). Apesar das frac¢des do complemento C3 e C4 poderem nao
sofrer alteragdes no LES activo, a determina¢do do complemento pode ser muito util, sendo
que sdo necessdrias determinagOes seriadas de C4 para ser informativa: uma fracgao C3 per-
sistentemente baixa estd associada a doenga renal crénica. Os ensaios da via cldssica (CH100/
CHS50) ndo conseguem distinguir a deficiéncia do consumo grave, mas podem excluir defi-
ciéncias no inicio da via complemento (C1, C2 ou C4), que podem estar associadas ao LES.
Pelo contrério, as concentragoes de C3 e C4 sdo precisas, mesmo se sG sejam dteis em alguns
doentes(47,49). Os anticorpos anti-C1q sdo detectados em 90% dos pacientes com LES, mas

também sao encontrados na glomerulonefrite membranosa e na vasculite reumatdide.

As evidéncias laboratoriais especificas de recidivas do LES incluem: o aumento dos anticor-
pos anti-dsDNA, a redugio de niveis do complemento (C3, C4 e CH50), o teste de Coombs
positivo, a presenca de glébulos vermelhos na urina e a presenga de anticorpos anti-plaque-
tas(52). Quando a recidiva estd associada a nefrite ldpica, a defini¢do obriga a presenga dos
critérios da ACR: proteinuria persistente >0.5 gm/dia ou > que 3+; sedimento urindrio activo
com cilindros celulares (>5GV/por campo de elevada resolucao; >5 GB/por campo de elevada

resolugdo a auséncia de infec¢do; ou cilindros celulares)(53).
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1.3.2 Artrite Reumatdide (AR)

A artrite reumatdide (AR) é uma doenga inflamatdria crénica, caracterizada por uma infla-
magdo crénica da membrana sinovial, com edema e dor articular, podendo levar a destruicao
Gssea e articular progressiva e resultando em graves deficiéncias motoras e perda de qualidade
de vida, com risco acrescido de morte prematura. Devido a presenga de autoanticorpos tais
como o factor reumatoide (FR) e os anticorpos anti-péptido citrulinado ciclico (CCP ou
ACPA), que podem preceder o quadro clinico em muitos anos, e das manifestagOes extra-
-articulares apresentadas por muitos doentes, a AR ¢é considerada uma doenga autoimune
sistémica(54). O pico de inicio da AR ocorre depois dos 40 anos de idade, sendo mais comum

no sexo feminino, numa relagdo de 3:1(55).

As estimativas sobre a incidéncia de AR nos EUA e no norte da Europa, atingem os 20 a 50
casos por 100.000 habitantes/ano, com uma prevaléncia de 0,5-1,1%, ao passo que no sul da
Europa verificam-se menores taxas tanto de incidéncia (9 a 24 casos por 100.000 habitantes/
ano) como de prevaléncia (0,3% para 0,7%)(55). Estudos de prevaléncia realizados em paises
em vias de desenvolvimento, com base nos critérios de 1987 do “American College of Rheu-
matology” (ACR)(56), sugerem prevaléncias significativamente menores do que no norte da
Europa e na América do Norte, de cerca de 0,1% a 0,5 %, embora estes dados possam resultar
de infradiagndstico(5S5).
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Quadro 6. Comparacao dos critérios de diagnéstico de 1987 e de 2010 ACR/EULAR
critérios de classificacao para AR.

Criterion

Definition

Target population: Patients who (i)
have at least one joint with clinical
synovitis, and (ii) the synovitis not
better explained by another disease

Score

A patient is classified as RA if 4/7 criteria
are satisfied. Criteria 1-4 must have been
present for =6 weeks

Add score of categories A-D; a score
of 26/10 needed to classify patient
as having definite RA

1. Morning
stiffness

2. Arthritis of =3
joints

3. Arthritis of
hand joints

4. Symmetric
arthritis

S.Rheumatoid
nodules

6. Serum
rheumatoid
factor (RF)

7.Radiographic
changes

Morning stiftness in and around
the joints, lasting at least an hour
before maximal improvement

=3 joints simultaneously have had
: synovitis observed ay a physician

A. Joint involvement (tender/swollen)

1 large joint

2-10 large joints

1-3 small joints (with or without
involvement of large joints)

At least 1 area swollen in a wrist,
i MCP or PIP joint

4-10 small joints (with or without
involvement of large joints)

>10 joints (at least 1 small joint)

Simultaneous involvement of the B. Serology

i same joint areas on both sides of Negative REACPA 0
ithebody e
Low-positive RF/low-positive ACPA 2

¢ Subcutaneous nodules, ; o i e R
- over bony prominences, extensor High-positive RE/high-positive ACPA 3

© surfaces or juxta-articular regions C. Acute-phase reactants

‘ Normal CRP/ESR 0

D Positive RE
| rosive Abnormal CRP/ESR 1

H D. Duration of symptoms

¢ Radiographic changes typical

i of RA in posteroanterior hand <6weeks ) 0
i and wrist radiographs -6 weeks 1

1987 ACR Classification criteria for RA

(Adaptado de (54))
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As preocupacdes relativas ao infradiagndstico fizeram surgir o grupo de trabalho conjunto
da ACR e da Liga Europeia Anti-Reumatismo (EULAR), com o intuito de desenvolver novos
critérios de classificagio de AR (Quadro 6.). Os anteriores critérios de 1987 tinham limi-
tacdes, nomeadamente na capacidade de detectar precocemente os doentes que poderiam
beneficiar de intervengdes precoces, face as novas ferramentas terapéuticas, impedindo deste
modo que fossem atingidos estados de doenga avangados e irreversiveis, com doenga crénica
e erosiva(54). O ponto B dos critérios ACR/EULAR 2010, que entra em linha de conta com
a serologia e com a presenga dos anticorpos anti-péptido citrulinado ciclico (CCP), tem um
papel importante no diagndstico precoce: os anti-CCP pode positivar muitos anos antes
das manifesta¢des clinicas e os titulos de anticorpos correlacionam-se com a progressao da
doenga erosiva(57). A concomitante presenga ou auséncia dos CCP e do FR define dois sub-
conjuntos importantes de pacientes: os doentes com AR e com CCP positivo constituem um
grupo diferente dos doentes com CCP negativo, nomeadamente no que diz respeito ao subs-

trato genético (HLA-DRB1 e PTPN22) e aos factores de risco ambientais (tabagismo)(57).

A artrite reumatdide é uma doenga multifactorial, que resulta de interac¢des entre factores
genéticos e factores ambientais. Os factores genéticos contribuem em 50% a 60% para o risco
de desenvolver AR. Os principais factores genéticos sdo o locus HLA-DRB1 e o gene tirosina-
-fosfatase PTPN22. O gene com maior associagio com a AR é o HLA-DRBI1 (contribui em 1/3
para a susceptibilidade genética da AR) do complexo major de histocompatibilidade, onde os
alelos especificos DRB1%04 e *01 codificam as sequéncias do “epitopo-compartilhado” expres-
sos na molécula DRBL1. Entre outros genes, o principal factor de susceptibilidade para a AR ¢
o gene da tirosina-fosfatase PTPN22 no cromossoma 1. Dos factores ambientais implicados no
desenvolvido da AR, os hébitos tabdgicos ocupam o primeiro lugar, estando também associa-
dos aos piores outcomes. Tal como referido, o predominio da AR no sexo feminino sugere um
eventual papel dos factores hormonais: a gravidez em doentes com AR leva frequentemente a

remissao da mesma, muitas vezes seguida por uma nova crise apds o parto(55).
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1.3.3 Outras doengas autoimunes

Sindrome Antifosfolipidico (SAF)

O sindrome anti-fosfolipidico (SAF) é um sindrome autoimune caracterizado pela presen-
¢a de anticorpos anti-fosfolipidicos no plasma de doentes com trombose venosa, arterial e/
ou complicagbes obstétricas, tais como os abortos recorrentes e/ou perda fetal recorrente.
Os anticorpos anti-fosfolipidos estdo implicados na trombose intraplacentar, na lesio placen-

tar mediada pelo complemento e na acgdo directa sobre as células do trofoblasto.

Outras manifesta¢des clinicas incluem, a trombose de grandes e pequenos vasos acompanha-

dos de isquémia e enfarte multiorginico, doenga corondria precoce, acidente vascular cerebral.

Os anticorpos antifosfolipidos sdo uma familia complexa de anticorpos, que abrangem um
largo espectro de alvos especificos e de afinidades, reconhecendo virias combinag¢Ges de fos-
folipidos e de proteinas ligantes aos fosfolipidos. Sdo eles o anticoagulante lipico (LA), os
anticorpos anticardiolipina (ACA), aos anticorpos anti-B2-glicoproteina I (uma proteina li-

gante dos fosfolipidos).

Cerca de 40 a 50% dos doentes com LES e, numa menor percentagem, doentes com outras
patologias autoimunes reumdticas (até mesmo em pessoas sauddveis), podem apresentar es-
tes anticorpos. O SAF ¢ geralmente diagnosticado no 4mbito de um diagndstico prévio de

lupus, mas pode ser constituir um sindrome primdrio(58) (Quadro 7.).
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Quadro 7. Sumario dos Critérios de Sydney (2004).
Critérios de classificagdo do sindrome antifosfolipidico

Critérios de Classificacao do sindrome antifosfolipidico (Sydney 2004)

Critérios Clinicos

Trombose Vascular
Um ou mais episédios clinicos documentados de trombose vascular (arterial, venosa, de pequenos vasos)
em qualquer tecido ou orgdo. Trombose deve estar presente sem evidéncia de inflamagao da parede vascular.

Morbilidade na Gravidez
a) Um ou mais episddios de morte fetal de fetos morfologicamente normais ou para além d 102 semana gestacional.
b) Um ou mais partos pré-termo de re¢ém-nascidos morfologicamente normais, antes das 34 semanas gestacionais, por:
(i) Eclimpsia ou preeclimpsia grave, ou
(ii) Induficiéncia placentar
¢) 3 ou mais abortos de repetigdo espontineos consecutivos e sem explicagao antes das 10 semanas de gestagdo

Critérios Laboratoriais

Presenca de anticoagulante lapico, no plasma, em 2 ou mais ocasies, com pelo menos 12 semanas entre as
determinagdes.

Anticorpo anticardiolipina (IgG ou IgM), no soro ou no plasma, presente em titulo médio ou elevado (>40 GPL
ou MPL), em 2 ou mais ocasides, com 12 semanas de intervalo entre as determinagdes.

Anticorpo Anti-B2GPI (IgG ou IgM), no soro ou plasma, presente em titulo médio ou elevado, em 2 ou mais
ocasides, com 12 semanas de intervalo entre as determinagdes.

(Adaptado de(58))

Podemos afirmar estarmos perante o sindrome antifosfolipidico se pelo menos um dos crité-

rios clinicos e um dos critérios laboratoriais estiverem presentes.

Esclerose Multipla (EM)

E uma doenca autoimune desmielinizante, cujo érgio-alvo é o sistema nervoso central
(SNC). Na etiopatogénese da EM existem componentes neurodegenerativos, com atrofia da
substincia cinzenta, e componentes inflamatdrios, com zonas de lesdo da substincia branca.
A relagdo feminino:masculino ¢ maior nos doentes com menos de 20 anos de idade (3,2:1)

quando comparados com a populagdo total de EM (2:1)(15).

A ressonincia magnética (RM) caracteriza-se por imagens de refor¢co que correspondem a
lesdes no cérebro e que se pensa serem marcadores de focos inflamatérios, correspondendo
.. ’ 7 ’ ~ . ~
clinicamente a recaidas. Apds uma recaida, a recuperagdo completa ou parcial das fungdes
pode demorar semanas ou meses. Esta fase da doenca ¢ caracterizada pelo predominio de
les6es inflamatdrias. Cerca de 5-15 anos ap6s o diagndstico, a maioria dos doentes transitam

para uma forma da doenga mais permanentemente debilitante, chamada fase secunddria
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progressiva. Os doentes nesta fase tém menos recaidas, mas as recaidas que ocorrem estdo
associadas a uma recuperagdao mais pobre, com progressdo para a incapacidade, tornando-se

a atrofia mais aparente na RM(15).

A EM ¢é mediada por linfécitos T CD4+ que infiltram o SNC, secretando citoquinas tipo Th1
e desencadeando uma cascata de eventos que leva a desmielizagdo dos axdnios. Por outro

lado, pensa-se que as citoquinas Th2 sejam eventualmente protectoras na EM(15).

1.4 DOENCAS AUTOIMUNES ESPECIFICAS DE ORGAO

Doenga Inflamatdria Intestinal (DII) - esta designagdo inclui a doenga de Crohn (DC) e
a Colite Ulcerosa (CU), doengas inflamatdrias do tracto gastrointestinal que estdo desigual-
mente distribuidas nas populag6es. Embora a sua etiopatogenia permaneca desconhecida,
o estudos de epidemiologia da DII fornecem algumas pistas. A DII € relativamente rara e
as maiores taxas de incidéncia ocorrem durante os anos férteis (59). A apresentagio clinica
da DII ¢ insidiosa e o intervalo de tempo entre o inicio e o diagndstico da doenga pode ser
bastante longo, tornando-se dificil de identificar e estudar os eventos causadores. Tal como
no caso do LES (como se verd adiante), as mulheres com DII era aconselhado evitarem a
gravidez, pelo risco aumentado de complica¢des, consequéncia da desnutri¢do, inflamagao,
infec¢do e medicagdo(60). No entanto, as terapéuticas actuais permitem longos periodos de
remissdo sintomadtica, levando muitas mulheres a considerar a gravidez. O aconselhamento
sobre o sucesso da gravidez, o préprio impacto da gravidez na DII e do tratamento nos resul-
tados da gravidez, tém sido dificultados pela escassez de dados de base populacional. Ter uma
doenca inflamatdria intestinal, com eventual histdria de cirurgia, sio ambos fortes preditores
de desfecho adverso da gravidez. Por outro lado, a actividade ou nio da doenga nio parece ser

um factor predictivo de mau desfecho(61).
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I.§ GRAVIDEZ E O SISTEMA IMUNITARIO

Neste capitulo serfo abordadas individualmente algumas doencas autoimunes sistémicas e

algumas doengas especificas de 6rgio, com o propdsito de as relacionar com a gravidez.

A pertenga ao sexo feminino tem sido sistematicamente apontado como um factor de suscep-
tibilidade central para a ocorréncia de doencas autoimunes (15). Durante os anos férteis existe
uma distinta preponderaincia feminina para as doengas autoimunes: cerca de 75% das doengas
autoimunes ocorrem em mulheres em idade reprodutiva e estas doencas sio consideradas a 42
causa mais importante de incapacidade para o sexo feminino(4). De facto, pertencer ao sexo
feminino confere um risco maior de desenvolver patologias tais como LES, EM, CBP ¢ AR, do

que qualquer outro factor de risco individual, seja genético ou ambiental(15).

As gravidas com doengas autoimunes apresentam caracteristicas peculiares a nivel do siste-
ma imunitdrio, hormonal e de interac¢do entre ambos, que podem condicionar o curso da
respectiva doenga autoimune, e consequentemente aumentar a probabilidade de ocorréncia,

numa propor¢io superior a da populagio geral, de efeitos adversos na gravidez(62).

Por esse motivo, o conhecimento sobre as principais vias fisiopatoldgicas da doenga autoimu-

ne adquire um papel crucial no sexo feminino, particularmente durante a gravidez.

1.5.1 Aspectos imunoldgicos da gravidez

1.5.1.1 Teorias sobre a imunologia da gravidez

Do ponto de vista estritamente imunoldgico, a gravidez parece ser um paradoxo, isto se con-
siderarmos o embrido e a placenta em desenvolvimento como um “semi-alografo”, inscrito
no ambiente potencialmente hostil do sistema imunitdrio materno. A gravidez constitui um
desafio para o sistema imunoldgico materno: se por um lado, tem de se adaptar para tolerar
o alografo fetal, por outro, tem de manter um resposta imune suficientemente eficiente para
proteger a mae e o feto contra infecgdes. Virios estudos mostram que a gravidez ¢ um estado
de inflamacdo controlada (ver ponto iii)), com niveis aumentados das citoquinas Th1 e Th2,
mas com um “desequilibrio” Th2(63). Tendo esta visdo sido aceite até hd algum tempo, o
paradigma Th1/Th2 tem vindo a ser considerado ultrapassado. O sistema imunoldgico da

gravidez, nomeadamente na interface feto-placentar, ¢ de extrema complexidade e precisdo.
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Nesta secdo, serdo passado em revista: i) a imunossupressao materna ii) o ambiente enviesa-

do de citoquinas Th2 iii) e o estado controlado de inflamag3o na gravidez.
i) A imunossupressao materna na gravidez

Em 1953, Medawar e colegas formularam o primeiro conceito explicativo de tolerdncia imu-
noldgica na gravidez, propondo trés explicagdes possiveis para a tolerincia imunoldgica ma-
terna: i) a separacdo fisica dos tecidos maternos e fetais; ii) a imaturidade antigénica dos
tecidos fetais; iii) e a imunossupressao materna(64). A imunossupresio materna obteve mais
consenso, apesar de se saber hoje que na gravidez e na interface feto-materna ndo se trata
A . .. - .
apenas de tolerdncia a um tecido estranho e ndo existe uma supressao geral da resposta imu-
ne, estando implicados mecanismos imunoreguladores locais (eg, citoquinas), que também

incluem os mecanismos de adesdo e de vascularizacdo(65-67).

Hd também abundante evidéncia acerca da tolerancia imunoldgica mediada por células T. As
células Tregs (ver capitulo 1.2.3.) sdo uma subpopulagdo natural de células T essenciais para
a tolerdncia imunoldgica e suportam a tolerdncia materna para com o seu feto, protegendo-o
de rejei¢do pelo sistema imunoldgico materno(68). A quantidade de células de Treg no dtero
sugere que a supressao da resposta imune anti-fetal ocorre de forma localizada e antigénio-
-orientada(68). Este pool de células T reguladoras CD4+CD25+ expande-se de forma signifi-

cativa durante a gravidez, regredindo posteriormente no pds-parto(69).
ii) O paradigma Th1/Th2 na gravidez

Wegmann et al. foram os primeiros a propor que a sobrevivéncia fetal dependeria da modula¢do

materna das respostas imunes no sentido da imunidade Th2, com a inibi¢ao das respostas Th1(70).

Suprimir transitoriamente durante a gravidez as respostas imunes pré-inflamatdrias, media-
das por células do tipo Th1 e envolvidas na rejei¢do fetal, aparenta ser uma vantagem evolu-
tiva para a mae. Deste modo, na gravidez, ocorre a expressio preferencial de citoquinas Th2,
necessdrias para evitar a rejecgdo fetal(15)°. Vdrios estudos reportam a produ¢io aumentada
de citoquinas Th2 em gravidezes bem sucedidas(15). Outros estudos referem que a producio
preferencial das citoquinas Th1 pode resultar em placentagdo anémala, crescimento anormal

do embrido e subsequente perda fetal(71).

Estudos referem que na gravidez normal, em comparagio com o estado de nio-grévido, ndo

s6 os niveis de citocinas Th2 estdo elevados, mas também os niveis de algumas citoquinas

S. Este autor refere que a mudanga de Th1 para Th2 ocorre tanto localmente na interface materno-fetal
como sistemicamente.
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Th1. Esta evidéncia contrasta com os niveis diminuidos de Th1 sugeridos pelo paradigma
Th1/Th2(72).

O paradigma Th1/Th2 e o modelo imunotrépico, ambos de Wegmann, surgiram numa altu-
ra em que se pensava que o didlogo mae-feto dependia em exclusivo da produgdo de citoqui-
nas pela mie. Como jd se referiu, o paradigma Th1/Th2 verificou-se ser uma simplificagdo e
o conceito da gravidez enquanto fenémeno Th2 requereu reavaliagdo: estudos decorrentes
do aprofundamento da problemdtica da implantacdo fetal, no contexto da reprodu¢io me-
dicamente assistida, permitiram uma revisdo dos conceitos € um novo olhar sobre os seus
mecanismos(73): a inflamagdo tem um papel importante na implantagio fetal, significando
que a gravidez n3o estd, de modo algum, apenas dependente de uma resposta Th2 (ver iii)).
O trofoblasto € capaz de libertar citoquinas anti-inflamatdrias, tais como o IL-10, tendo-se
constatado que os mecanismos imunes na interface ndo dependem apenas dos linfécitos
maternos(65). O aumento da IL-10 trofobldstica é muito eficaz na protec¢io dos efeitos dele-

térios das citoquinas Th1, sendo da maior importincia na protec¢ao do feto(66).
iii) A gravidez como uma condicdo de inflamagio controlada

Mais recentemente, novos estudos sugeriram que a gravidez seria um estado controlado de
inflamagdo, com um papel de destaque para o sistema imune inato(72). Existem duas inter-
faces imunoldgicos distintas na gravidez: localmente, na decidua, entre células do sistema
imunoldgico materno e os trofoblastos fetais; sistemicamente, entre as células imunitdrias da
circulagdo materna e o sinciotrofoblasto que forma a superficie das vilosidades placentdria.
O sinciciotrofoblasto liberta hormonas (eg, hCG e microparticulas celulares) para a circula-
¢do materna, interagindo dessa forma com as células do sistema imunoldégico materno. Numa
fase inicial, a condi¢do inflamatdria, dtil para a implantacdo e gravidez, ocorre predominan-
temente no local de implanta¢do. No decorrer da gravidez esta condicao estende-se para a
circulagdo materna(72). Esta resposta inflamatéria sistémica na gravidez normal caracteriza-
-se por leucocitose, aumento do ndmero de células NK na decidua, aumento da estimulagdo
dos mondcitos, aumento da atividade fagocitica e produgio de citoquinas pré-inflamatérias.
Tem sido sugerido que embora estas alteragdes inflamatdrias possam ser tdo intensas como
as observadas em doentes com sepsis, surpreendentemente nio parecem prejudicar a mie e
o feto(74). Esta constatagio sugere que factores especificos de gravidez, como a secrecgdo de
IL-10 pelo trofoblasto, referido em ii), bem como as células Tregs j4 mencionadas, poderdo

intervir no controle da resposta inflamatdria(63).
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1.5.1.2 Estado da imunidade inata na gravidez

As células efectoras primdrias da imunidade inata sdo as células fagociticas. As células NK
constituem cerca de 70% dos leucdcitos na decidua e parecem ser moduladores do sistema
imune inato na reprodugdo(73,75): contribuem para o predominio Th2 e respectivas citoqui-
nas na gravidez, condicionam uma menor producao de IFN-y(63) e associam-se a indugao
das Tregs(75). Globlamente, o consequente aumento da imunidade inata pode também ser a

razio pela qual a mde estd protegida contra infec¢des, durante a gravidez(63).

1.5.1.3 Estado da imunidade adaptiva na gravidez

As células reguladoras Tregs tém uma fun¢do imunossupressora potente e contribuem para
a auto-tolerancia imunoldgica, sendo essenciais para placentagdo bem sucedida. Sabe-se que
parte importante da tolerincia transitdria decorre das células Tregs(76,77), as quais sdo essen-
ciais na implantagao, sobrevivéncia fetal(40) e manutenc¢do da gravidez(78,79). Esta hipétese
¢ atestada pelo seu elevado nimero no periodo placentar primordial, onde se pensa que
suprimam as respostas proliferativas das células T CD4+CD25-, atingindo depois o pico no
2¢ trimestre e declinando no pds-parto(80). Diversos estudos(81,82) demonstram que mu-
lheres com valores diminuidos ou disfuncionais de Tregs, sofrem perdas fetais recorrentes e
infertilidade. As células Tregs estdo aumentadas na gravidez normal e diminuidas nos casos
de perda de gravidez e pré-eclimpsia. Para além disso, a resposta imune materna na interface
materno-fetal também parece ser assegurada pelas células dendritricas e pela anergia das
células T induzida pelo IDO(63,75) (ver 1.5.2.2 € 1.5.2.5).
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1.5.2 Hormonas na gravidez

A producio de hormonas, dentro e entre os compartimentos placentdrios, fetais e maternos,

¢ fundamental para o crescimento e desenvolvimento fetal(83)
A hCG

Logo que o produto de concepgdo se implanta no endométrio, a hormona gonadotréfica
coridnica (hCG), uma glicoproteina heterodimérica placentar imprescindivel 2 manutengao
da gravidez, é uma das primeiras moléculas a ser produzidas pelo embrido(84). No inicio
da gravidez, a hCG ¢ sintetizada pelo blastocisto de 6 a 8 dias(85) e mais tarde pelo sincicio-
trofoblasto(86). A determinagdo da sua concentragdo sérica, que permite o diagndstico da
gravidez, pode ser realizada a partir do 8-10¢ dia depois da implantacdo: durante o primeiro
trimestre da gravidez, os valores séricos duplicam a cada dois dias, atingindo o pico pela
102-112 semana de gestacdo (correlacionando-se, inicialmente, com a idade gestacional), e

diminuindo para 10% do valor mdximo no segundo e terceiro trimestres da gestagdo(87).

Uma das fungOes primordiais da hCG ¢ a a manutengdo do corpo luteo e estimulagdo da
sintese de estrogénios e de progesterona a nivel do ovdrio, até que a placenta esteja bem for-
mada, o que ocorre por volta da 102 semana de gestagdo(13). Para além desta fungdo, a hCG
estd também envolvida num conjunto de processos cruciais da gravidez: a diferenciagdo e
invasdo do trofoblasto, a ac¢do na implantagio e tolerdncia embriondria, a preparagio de um
ambiente uterino adequado (aumentando a proliferagio de midcitos e inibindo a sua con-
tractilidade), a estimulagdo da vasculogénese (participando activamente no desenvolvimento
placentar) e finalmente, através da interacgdo enddcrino-imunoldgica, a regulagio da relagdo

imune materno-fetal(13,83,84).

As suas propriedades imunoreguladoras, consideradas fundamentais no sucesso dos processos
de invasdo, implantagio e decidualizagdo, incluem a supressio das células Th1, dos linfécitos
CD8+ e dos macrofagos, a estimulagdo das células Th2 e o aumento do rdcio CD4+CD25+/
CD4+,(84) assim como pela atracgdo dos Tregs para a interface materno-fetal(80)(a este pro-
posito, ver também 2.4.5.2.).

1.5.2.1 A hCG e o balango Th1/Th2

A hCG estd implicada no equilibrio das citoquinas libertadas pelas células Th1 e Th2, caracteri-

zado por uma prevaléncia inicial de citoquinas Th2, seguido por uma mudanga progressiva no
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sentido do predominio Th1, no final da gravidez. Quando este equilibrio se altera pode ocorrer

a produgdo de citoquinas inflamatdrias associadas a resultados adversos da gravidez (84).

1.5.2.2 A hCG e as células Tregs

A tolerédncia transitdria que ocorre durante a gravidez ¢ conseguida, pelo menos parcialmen-
te, pelo aumento da presenca de células Tregs, que plausivelmente sio atraidas para a interfa-

ce feto-materna pela elevada produgio de hCG pelo blastocisto e depois pelo trofoblasto(80).

1.5.2.3 A hCG e as células NK

A hCG ¢ também um regulador da proliferagdo da populagdo de células natural killer NK,
que representam cerca de 70% dos linfdcitos presentes do endométrio do dtero gravido. O
seu numero vai aumentando desde a decidualizagdo, implantagdo e placentagio, tornando-se
nos linfécitos predominantes no 1¢ trimestre. O seu papel é muito importante na remode-
lagdo das artérias espirais, necessdrias para um fornecimento vascular adequado da placen-

ta(84) (a este propdsito ver 1.5.1.2.)

1.5.2.4 A hCG e os macrofagos

A hCG promove as fungdes inatas dos macréfagos, como a clearance das células apoptdticas,

as quais sao muito relevantes para a manutengao da gravidez (63).

1.5.2.5 O efeito da hCG na Indolamina-2,3-dioxigenase (IDO)

A indolamina-2,3-dioxigenase IDO ¢ um enzima expressa nas células dendridicas apresenta-
doras de antigénio, nos tecidos linfdides e da placenta, que estd envolvido no catabolismo do
aminodcido triptofano. Munn(88) colocou a hipdtese de que a expressdo da IDO nas célu-
las apresentadoras de antigénio permitiria controlar as respostas imunes autoreactivas pela
inibicao das células T. Posteriormente, Mellor postulou que a via da IDO estaria envolvida
nos mecanismos de tolerdncia periférica adquirida e de tolerincia materno-fetal(15,89), atra-
vés da supressao IDO-dependente das respostas imunes das células T, podendo desse modo
funcionar como um mecanismo imunorregulador natural. O quadro 8 resume a actividade
fisiolégica conhecida do IDO que mais provavelmente se encontra implicada na tolerincia

imunoldgica.
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Quadro 8. Evidéncias que suportam o papel imunoregulador do IDO

Efeito do IDO Tipo de célula IDO+

Inibicdo da proliferagdo das células T in vitro (humanos) i Mondcitos derivados de macréfagos

Apoptose dos clones da célula Th1 in vitro . CD8* DCs

Destruigdo atrasada das células dos ilhéus pelas células T diabéticas
nao obesas (NOD)

Tolerincia para enxertos de tecido pancredtico exderino i DCs IDO+

DCs IDO+

Immunol. 2004 Oct;4(10):762-74.

i) O IDO na evolugao do sistema imunoldgico

O gene estrutural que codifica a indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) ¢ filogeneticamente mais
antigo do que o sistema imune adaptativo, sendo no entanto muito sensivel aos sinais deste
ultimo. Pensa-se que inicialmente o IDO tenha evoluido pela utilizagdo de uma simples estra-
tégia primitiva anti-microbiana de competi¢do por nutrientes; a medida que o sistema imune
adaptativo evoluiu, as células APC (células apresentadoras de antigénios - macréfagos e célu-
las denditricas) confrontaram-se com uma “nova populacio hostil’ as células T autoreactivas,
pensando-se que o IDO tenha co-evoluido com estas dltimas(90). O IDO representa ainda

um importante passo evolutivo enquanto factor regulador da actividade das células Tregs, es-
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tabilizando e aumentando o fendtipo supressivo, impedindo assim a reprogramacio das Treg
em células T helper nao-supressoras. Evidéncias emergentes ligam a via da IDO com os Tregs:
a primeira evidéncia surge da capacidade das células dendritricas que expressam IDO de in-
duzir a diferenciagdo das células TCD4+ “naive” no fendtipo iTregs Foxp3+; a segunda reside
na capacidade das células dendriticas que expressam IDO, de directamente activarem os Tregs
maduros pré-existentes para uma maior supressao das células-alvo; a terceira evidéncia resulta
da capacidade da IDO de prevenir a conversao induzida por inflamagio (“reprogramagio”)

de Tregs em células T helper pré-inflamatérias iz vivo(91).
ii) Regulagao da actividade functional da IDO

A IDO € uma enzima intracelular, nio existindo nenhuma forma conhecida de IDO extrace-
lular. A expressio funcional da enzima IDO ocorre em maior propor¢io no epididimo, ileo
distal e c6lon, nédulos linféticos, bago, timo, pulmdes e na interface materno-fetal. Nesta
ultima, resulta da expressdo constitucional nas células extravilositdrias do trofoblasto huma-
no, induzida pela hCG(92). A indugdo sistémica da IDO nas células dendriticas, pela hCG,
¢ responsavel pela tolerdncia materna de natureza transitdria que ocorre na gravidez. A sua
expressdo acentuada resulta em imunosupressio e tolerdncia imunoldgica e funciona como
mecanismo anti-inflamatério e/ou imunossupressor(90). Ueno et al apontam a hCG como a

hormona responsével pela protec¢do materna a autoimunidade(93).

Os referidos mecanismos ocorrem tanto no local de exposi¢do ao antigénio fetal, como a
nivel sistémico, operando em paralelo para sustentar a gestagdo(63), prevenindo a rejeigao
do feto(15,90,91).

Deste modo, se para o sucesso da implanta¢io € necessdrio um endométrio receptivo, um
blastocisto normal e um didlogo na interface maternal-fetal, para a progressao da gravidez
¢ obrigatdria a tolerincia imunoldgica. O didlogo entre os sistemas imune e enddcrino ¢é
intermediado por uma cascata de citoquinas, constituindo a hCG o primeiro sinal através do
qual o embrido influencia profundamente a tolerdncia imunoldgica na interface materno-
-fetal. Os niveis de hCG coincidem com o desenvolvimento da tolerincia do trofoblasto, e
modulam o equilibrio Th1/Th2. A tolerincia transitéria que ocorre durante a gravidez &,
pelo menos em parte, conseguida pela presenga das Tregs e estas sao por sua vez atraidas pela
hCG para a interface materno-fetal. Finalmente, a estimulagdo das células dendriticas pela
hCG resulta numa estimulagao da classe II do CMH, da IL-10 e da expressao da IDO(84).
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Estrogénios

Os estrogénios (estradiol, estriol e estrona) sao hormonas produzidas nos ovérios, que tam-
bém estdo envolvidas na imunomodulagio, podendo afectar os sistemas imunes inato e adap-
tativo(94). Durante a evolugdo de uma gravidez normal, e até ao final da mesma, hd um

aumento da secre¢do dos estrogénios produzidos pela placenta.
Progesterona

A progesterona ¢ uma hormona produzida pelo ovirio ou pela placenta e os seus niveis
também aumentam a medida que progride a gravidez. A progesterona prepara o endométrio
(fase secretora) para a implantagdo, inibindo o musculo liso do tdtero e diminuindo a produ-

¢do de prostaglandinas, as quais permitem que o feto cresga no dtero em expansio.

Os estrogénios e a progesterona secretadas durante a gravidez modulam o equilibrio Th1/
Th2 e direcionam-no no sentido do fendtipo Th2(21,95), com consequente activagdo de cé-

lulas B e produgdo de anticorpos(63,96).

1.5.3 A gravidez em doentes com doengas autoimunes

A gravidez pode afectar diferentemente o curso clinico de diversas doengas autoimunes, com
importantes consequéncias tanto para a mie como para o feto. As hormonas sexuais femininas
desempenham um papel modulador importante da resposta imune e das doengas inflamaté-
rias/autoimunes crénicas, durante a gravidez(97): como jd foi realgado, o ambiente hormonal

da gravidez favorece a resposta Th2 e a progressdo da resposta imune Th1 ¢ interrompida.

Pelo que tem sido afirmado, parece plausivel afirmar que as altera¢gées hormonais e imuno-
16gicas da gravidez e do periodo pds-parto afectam o desenvolvimento das doengas autoimu-
nes(9). Nos ultimos anos ocorreram melhorias no diagndstico e no manejo clinico destas
doengas, resultando numa melhor qualidade de vida e na possibilidade de planeamento fa-
miliar corrente. Nessas circunstincias, a propor¢do de gravidezes bem sucedida nas portado-
ras de doenga autoimune tem vindo a aumentar, nomeadamente nas fases de remissao e nos

casos seguidos por equipas multidisciplinares com experiéncia especifica nesta drea(62).

Serdo focadas algumas doengas auto-imunes mais prevalentes que podem ser consideradas

como exemplos de aspectos autoimunes clinicamente relevantes que ocorrem na gravidez.
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1.5.3.1 Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

Durante muito tempo, a gravidez foi desaconselhada pela comunidade médica nas situagoes
de LES, por risco de complicagdes materno-fetais(62,98). No final de 1950, a gravidez ocorria
apenas em uma em cada 1.500 doentes com LES e mesmo essa pequena propor¢ao estava
frequentemente associada a exacerbagdes da doencga, a morte fetal ¢ a morte materna(99).
Com o aparecimento de terapéuticas mais eficazes no alivio dos sintomas sistémicos e da
progressdo da doenga, tem sido possivel aumentar o nimero de gestagdes e melhorar o desfe-
cho das mesmas(98,100). As complica¢Ges maternas e fetais (eg, recidiva da doenga, trombose
materna (com ou sem SAF), toxicidade, sindrome ldpus neonatal, aborto espontineo e partos
prematuros, entre outros)(100) podem ser minimizadas por um planeamento cuidadoso do
momento apropriado para a concep¢io (apds periodo prolongado de remissdo ou de baixa
actividade da doenga), assim como por uma optimiza¢ao da terapéutica(101).

A combinagdo de sinais de actividade clinica, de serologia alterada (factores do complemento
e dsDNA), de proteintiria, sindrome antifosfolipidico, trombocitopénia ou hipertensdo cons-
tituem factores preditivos de resultados adversos na gravidez com LES(102). Os sistemas de
pontuacdo (SLEDAI) relacionados com actividade jd foram adaptados como ferramentas de

diagndstico para os “flares” ldpicos durante a gravidez e o puerpério.

A fertilidade em doentes com LES pode ndo estar significativamente prejudicada, principal-
mente se ndo se verificar a ocorréncia de doenga activa grave, doenca renal em estadio termi-
nal e consumo de medicamentos citotdxicos. Ainda assim, existe uma maior susceptibilidade
\ A M 7 A . . 7 . . ~

a ocorréncia de pré-eclimpsia, nomeadamente na presenca de nefrite ldpica, hipertensao

induzida por esterdides e hiperglicemia(10).

1.5.3.2 Sindrome Antifosfolipidico (SAF)

Estdo descritos diversos problemas obstétricos que podem decorrer do depdsito de uma sub-
populac¢do heterogénea de anticorpos (com maior relevincia para os anti f2-Glicoproteina I)
na placenta, tais como: (i) problemas trombdticos na placenta; (ii) problemas inflamatdrios
na placenta, apGs activacdo do complemento; e (iii) efeito directo dos anticorpos nas células
do trofoblasto, induzindo insuficiéncia dtero-placentdria, podendo levar a morte fetal (118).
A taxa de aborto, em doentes nio tratadas, pode chegar aos 90% (103). A gravidez de mulhe-
res com LES e SAF pode ainda ser complicada por outros problemas obstétricos, também

associados com a placenta¢do anormal, tais como a pré-eclimpsia, a restri¢ao de crescimento
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fetal (RCF) e o parto pré-termo (40%)(103). Estes eventos tém-se modificado pelo uso da
aspirina (75-100 mg/d), com ou sem heparina de baixo peso molecular(10), com uma taxa de

sucesso de 80% de nascimentos sem eventos adversos associados.

1.5.3.3 Artrite Reumatdide (AR)

A artrite reumatdide ¢ uma doenga autoimune que afecta predominantemente o sexo femi-
nino, com o pico de aparecimento apds os 40 anos de idade(104). A ocorréncia de AR clini-
camente significativa em grdvidas ¢ baixa (10-20%), verificando-se uma redugdo sintomadtica
em cerca de 70% das grdvidas com AR(105,106). Adicionalmente, a gravidez em mulheres
com AR ndo parece associar-se a ocorréncia acrescida de resultados adversos, tais como parto
pré-termo, pré-eclaimpsia ou RCF(62,107). A melhoria dos sintomas, descrita por Hench em
1938(108), é tempordria, ocorrendo um risco elevado de exacerbagdo da doenga trés ou qua-

tro meses apos o parto(109).

Apesar deste resultados, alguns autores defendem que em mulheres com doenga activa duran-
te a gravidez poderd existir um risco acrescido de ocorréncia de resultados adversos: Skoms-
voll(110), usando uma base dados de todos os nascimentos na Noruega durante 30 anos,
demonstrou nas mulheres com artrite reumatdide um risco aumentado de pré-eclimpsia,
prematuridade, cesariana e bébés pequenos para idade gestacional(111). Também nas grévi-
das com AR ¢ observada uma expansio da populagdo de Tregs(68), ocorrendo um ambiente
de citoquinas anti-inflamatdrias, sobretudo no terceiro trimestre, altura que corresponde ao
expoente mdximo da melhoria da actividade da doenca(69).

1.5.4 O efeito da gravidez na gravidade das doengas autoimunes

1.5.4.1 O efeito da gravidez na gravidade do Lipus Eritematoso Sistémico

A taxa de exacerbacdo ldpica documentada na literatura nao gera consensos, estando descri-
tas variagdes entre 13 e 60%(112). Os estudos que investigaram o impacto da gravidez no LES
chegaram a diferentes resultados: enquanto que alguns autores defendem a ideia de que a
gravidez ndo estd implicada na exarcerbagdo da doenga(113,114), outros consideram que o
aumento da frequéncia das exacerbacdes traduz um impacto directo da gravidez na histéria
natural da doenga(115,116). A larga variagdo documentada pode ser explicada pela aplicagdo

de mais do que uma tabela de caracterizagio de exacerbacdes lapicas(112), pelas diferentes
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populagdes controlos e pela dificuldade no diagndstico diferencial entre exacerba¢des, altera-

¢Oes fisioldgicas da gravidez e complicagdes hipertensivas da mesma(101).

Algumas manifestagdes clinicas tipicas da gravidez podem ser idénticas a alguns sintomas
da doenga activa: artralgias, mialgias, eritema nas eminéncias malares e nas palmas da mio,
perda de cabelo, edema da face, mdos e dos membros inferiores e sindrome do tinel do
carpico. Alguns dos parimetros laboratoriais que sdo uteis para avaliar a actividade de LES
podem alterarse durante a gravidez: aumento da velocidade de sedimentagdo, diminui¢ao
da hemoglobina por hemodilui¢do, aumento dos niveis séricos de C3 e C4 por maior sintese

hepdtica induzida pelos estrogénios.

Diferentes indices de actividade, designadamente o SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index), 0 SLAM (Systemic Lupus Activity Measure) e o LAI (Lupus Activity Index)
foram adaptados para serem utilizados especificamente na caracterizagdo da doenga na gravi-
dez(117,118), com outros nomes: i) SLE Pregnancy Disease Activity Index [SLEPDAI]; i1) Lupus
Activity Index in Pregnancy [LAI-P], e o iii) Systemic Lupus Activity Measure modificado [m-
-SLAM]). O SLEPDAI e o LAI-P foram j4 validados nas grividas com LES(118), apresentando
uma sensibilidade de 93% e uma especificidade de 98%(98). A modificacdo destes indices per-

mite o diagndstico diferencial entre as complica¢des da gravidez e as exacerbacdes no LES(36).

Embora em 30% dos casos o LES se mantenha mais ou menos estdvel durante a gravi-
dez(119), a ocorréncia de exacerbagbes do LES ¢ maior em doentes grdvidas do que em nao-
-gravidas(115). As exacerbagOes parecem estar dependentes da actividade da doenga materna
nos 6-12 meses(98,101,120) anteriores a concepgdo: quando o LES estd activo nesse periodo,
existe um risco elevado de agravamento sintomatoldgico na gravidez(121). A presenga de glo-
merulonefrite activa na altura da concepgao constitui um factor de risco agravado(98,122).

Durante a gravidez, as exacerbages mais graves sdo as que atingem os 6rgiao-alvo, nome-
adamente os rins (em 46%) e o sistema nervoso central (em 13%)(101). O atingimento re-
nal tem um impacto muito significativo no desempenho fetal e materno(62,100), ainda que
actualmente seja muito rara a ocorréncia da morte materna no contexto de uma gravidez

complicada por LES(98).

No periodo pds-parto, os factores de risco para a ocorréncia das exacerbagdes sdo a activi-
dade da doenca durante a gravidez, a hipoalbuminémia, a proteindria, a presenga de titulos
elevados de ac. anti-dsDNA, assim como o uso de prednisona e hidroxicloroquina durante
gravidez(92,123).
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1.5.5 Efeito da doenga autoimune no desfecho da gravidez

Os desfechos desfavordveis da gravidez associadas as doengas autoimunes maternas sao tao
importantes, do ponto de vista quantitativo, como os decorrentes das malformagdes uterinas
e das anomalias cromossOmicas parentais(124,125). Estes desfechos podem ser genericamen-

te divididos entre risco maternos e riscos fetais adversos.

Os riscos maternos incluem as complicagbes hipertensivas (10-30%), particularmente em
situagdes de exacerbagdo lapica, de nefrite lupica e de sindrome antifosfolipico, tornando

dificil o diagndstico diferencial entre a exacerbacdo ldpica e a pré-eclimpsia®.

Os efeitos fetais e neonatais adversos incluem as perturba¢des do crescimento fetal (RCF e
recém-nascidos de baixo peso - cerca de 22,3%), 0 aumento da taxa de prematuridade (cerca
de 20%) e de parto pré-termo (20%)(36) e o risco de morte fetal (aborto, nado-morto, morte
neonatal) (5 vezes superior ao das gravidezes nio ldpicas)(36). Os factores envolvidos nos efei-
tos fetais e neonatais adversos na gravidez com LES activo incluem as complica¢des hiperten-
sivas, o grau de actividade da doenga na altura da concepgao, a nefrite lipica e os anticorpos
anti-fosfolipidos(36,101). O risco de morte fetal é maior se a nefrite ldpica, a hipertensio e os
anticorpos antifosfolipidos estiverem presentes na concep¢ao(101,124). Na nefrite ldpica, a
taxa de prematuridade associada a mau progndstico perinatal é elevada, atingindo os 74.1%.
A doenga renal activa estd associada a perda fetal/abortos (8-249%), assim como a uma percen-

tagem de 4-24% de nados mortos e mortes neonatais(10,36,101,112).

O sindrome de ldpus neonatal (SLN) (com bloqueio congénito cardiaco completo ou incom-
pleto) constitui um outro importante efeito fetal adverso que ocorre na gravidez em doentes
autoimunes(112,126). E um sindrome complexo, consequéncia da passagem transplacentar
dos anticorpos maternos anti-Ro/SS-A e/ou anti-La/SS-B da classe IgG, independentemente
da actividade da doenga materna(127). Apresenta-se clinicamente como um ldpus cutineo
subagudo (rash fotossensivel), associado a anomalias hematoldgicas (trombocitopénia, neu-
tropénia ou anemia) em cerca de 27% dos casos ¢ a altera¢Ges hepdticas (com elevagdo das
enzimas hepdticas), em cerca de 10%. Os aspectos clinicos referidos podem ter uma duragdo

de 6-8 meses, no entanto o bloqueio congénito cardiaco completo ou incompleto, quando

6. Nestas duas condicoes sobrepoem-se muitas anomalias clinicas e laboratoriais: o edema, a hipertensdo arterial,
a trombocitopénia, as coagulopatias e a proteiniiria. O diagndstico diferencial depende de testes laboratoriais como
o sedimento urindrio com a presenga de dismorfismo eritrocitdrio e cilindros celulares, hipocomplementémia

e aumento dos titulos de anti-dsDNA, no caso da nefrite hipica e de proteiniiria isolada, no caso da PE.
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ocorre (2%), modifica irreversivelmente o tecido cardfaco(62), com uma morbilidade e mor-
talidade significativa. A forma de apresentagdo mais comum ¢ um bloqueio AV completo
num feto de uma mae sauddvel e assintomdtica (em 85% dos casos com anticorpos anti-SSA/
Ro-SSB/La). Os anticorpos anti-Ro/SSA nio afectam negativamente outros resultados da gra-
videz(102,128).

O sindrome antifosfolipidico nio ¢ significativamente diferente dos outros factores de risco
das gravidas com lupus, no que diz respeito a perda fetal ou anormalias placentares(112). As
doentes com sindrome antifosfol{pidico podem apresentar abortos de repeticdo espontine-
os, tanto no periodo embriondrio (<10 semanas de gestacdo) como no periodo fetal (10 ou

mais semanas de gestacdo), RCE insuficiéncia placentar e PE.

Nos ultimos 40 anos e com a melhor compreensio da dfade materno-fetal no ldpus tem
sido possivel obter melhor resultados das gravidezes(36), mas o velho dogma que aconselha
as mulheres com ldpus a ndo engravidarem, excepto se a doenga estiver estdvel, mantém-se
vélido. A concepgio deve ser planeada e as doentes devem ser manejadas em contexto mul-
tidisciplinar(129).

1.5.5.1 Defechos adversos recorrentes na gravidez em doengas autoimunes

Desfechos adversos recorrentes e complicagbes em gravidezes subsequentes estio aumenta-
dos em mulheres com doengas autoimunes reumdticas. Os desfechos adversos em gravide-
zes anteriores sdo preditores de desfechos adversos em gravidezes subsequentes e as doengas
autoimunes sistémicas aumentam o risco de recorréncia de desfechos adversos até 2 vezes,

independentemente da altura do diagndstico(130).
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CAPITULO 2

Diagnéstico Pré-Natal

2.1 FUNDAMENTOS

E estimado que as anomalias congénitas’, que constituem as principais causas de morbilidade
e mortalidade perinatal, afectem cerca de 2% dos recém-nascidos(131). Dados da Organiza-
¢do Mundial da Saide (OMS), de 2012, referem que 1 em cada 33 criancas sdo afectadas por
anomalias congénitas, anualmente, e que cerca de 270.000 criangas morrem, também anual-
mente, nos primeiros 28 dias de vida, de causas decorrentes a anomalias congénitas. O rastreio
prenatal possibilita que a presenca de algumas destas anomalias congénitas (nomeadamen-
te as alteragGes cromossémicas ou aneuploidias) possa ser suspeitada antes do nascimento,
constituindo-se como a indicagdo mais frequente para diagndstico pré-natal invasivo(132). O
nuamero e tipo de anomalias suspeitadas antes do nascimento dependem de um conjunto de
factores (eg, testes disponiveis, testes utilizados, exactiddo, experiéncia dos operadores) que
variam entre diferentes centros e paises(133,134). No figura 2 estd reportada a taxa de detec-
¢do da trissomia 21, nos diferentes paises europeus, de acordo com o tipo de rastreio que é
utilizado em cada um deles e com o tipo de ferramentas utilizadas pelos profissionais. A taxa
de detec¢do em Portugal, estimada pelo Eurocat-Network no periodo compreendido entre
2007 e 2011, foi de 48%, o que estd de acordo com a taxa de detecgdo reportada pela norma
023/2011 da Direc¢do Geral da Sadde (45%).

7. Anomalias congénitas (também designadas de defeitos congénitos, malformagoes congénitas ou defeitos de nascenga) sio
anomalias de desenvolvimento morfoldgicas, estruturais, funcionais, moleculares, incluindo alteragoes metabilicas, presentes
no momento do nascimento. As anomalias congéntitas podem ser cromossomicas ou ndo cromossomicas. As anomalias
congénitas mais comuns sio os defeitos cardiacos, os defeitos do tubo neural e o sindrome de Down(OMS, 2012).
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Figura 2. Taxas de deteccao prenatal do Sindrome de Down, 2007-2011
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Grdfico adaptado de eurocat-network.eu (european surveillance of congenital anomalies);
Taxa de deteccdo prenatal em Portugal no periodo de 2007-2011 — 489%.

2.1.1 Prevaléncia das Aneuploidias

As aneuploidias sdo anomalias cromossémicas que consistem numa variagio numérica en-
volvendo cromossomas individuais (e ndo grupos de cromossomas). Sdo causadas pela ndo-
-disjungdo meidtica de origem materna em mais de 90% dos casos, embora 5% dos casos
envolvam um cromossoma adicional de origem paterna e uma pequena propor¢ao (2%) seja
consequéncia de uma ndo-disjungdo mitdtica pos-zigdtica(135). Na maior parte das aneu-
ploidias ocorre o aborto espontineo do feto, embora em determinadas circunstincias a ges-
tagdo possa chegar ao seu termo.

A aneuploidia mais frequente ¢ a trissomia 21 (sindrome de Down), seguida da trissomia 18
(sindrome de Edward) e da trissomia 13 (sindrome de Patau); o outro grupo de aneuploidias

inclui as aneuploidias ligadas aos cromossomas sexuais (Quadro 9.).
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Quadro 9. Casos e prevaléncia (por 10,000 nascimentos-vivos)
para todos os paises membros da eurocat, desde 2007-2011

NV (n) : MF/NM (n) IMG (n) Total (n) : Taxa (95%IC)

Anomalias Cromossémicas 8197 653 . 9205 18055 29.48 (29.05-9.91)

Sindrome de Down L oS71s 0 238 4998 10951 | 17.88(17.548.22)

Sindrome Edwards/trissomia 18 . 465 176 | 1715 2356 3.85 (3.69-4.00)

Sindrome Patau/trissomia 13 212 47 ; 669 928 ; 1.52 (1.42-1.62)
Sindrome Turner Lo302 71 658 : 1031 A 1.68 (1.58-1.79)
Sindrome Klinefelter 200 6 123 329 0.54 (0.48-0.60)

NV- nados vivos; ME/NM — morte fetal/nado.morto; IMG — interrupgdo médica da gravidez. (Adaptado de eurocat.)

A incidéncia das trés principais trissomias (21, 18, 13) aumenta significativamente com a ida-
de materna. Este aspecto € de particular importincia nos paises ocidentais industrializados,
nos quais a idade média materna a data do parto do primeiro filho tem vindo progressiva-
mente a aumentar nas ultimas décadas (Quadro 10.). Consequentemente, a prevaléncia das
principais trissomias tem vindo também a aumentar, tendo passado, no caso da trissomia 21,
de 1:740 em 1974 para 1:629 em 2005(136,137) (ver também 2.1.2.2.3.).

Quadro 10. Prevaléncia de nascimentos com mais de 35 anos, em alguns paises europeus
(dados de Eurostat e Comissao Europeia (ec.europeia.eu))

Franca : Finlandia : Alemanha : Grécia : Reino Unido Portugal
2001 15,8% 19,0% 17,0% 14,2% 17,3% 14,0%
200819,0% 18’20./‘(.)...,‘ : 21’8% 20,9% 20’1(%...” : 19,2%
201119,2% 18,8% 21’7% 23,8% 20’0% 23,9%

2.1.1.1 Trissomia 21

O sindrome de Down (SD) foi formalmente descrito em 1886, mas sé em 1959 se confirmou
a sua associagdo com a presenga de uma trissomia no cromossoma 21, 0 cromossoma autos-

somico humano de menor dimensao(138).

A trissomia 21 ¢ a anomalia cromossémica mais frequente em nados-vivos, sendo a sua preva-

léncia, em ndmeros globais, de 1:629 nascimentos-vivos(136). Geneticamente, pode resultar
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da presenca extra de um cromossoma 21 (90-95%), de transloca¢io cromossémica (1-7%) ou
ainda de mosaicismo (1-7%)(139). A prevaléncia aumenta com a idade materna, pelo que o
risco € cerca de 1:1340 aos 25 anos; 1:353 aos 35 anos e 1:35 aos 45 anos(140-142) (Quadro 11.).

O fendtipo do SD ¢ complexo e apresenta uma grande variagdo interpessoal, podendo apre-
sentar uma combinagao de aspectos dismorficos e de atraso no desenvolvimento. Algumas
das caracteristicas morfoldgicas s3o muito carateristicas, tais como baixa estatura, baixa im-
plantacio do pavilhdo auricular, hipoplasia nasal, pregas no epicanto, prega palmar, espaco
alargado entre o 12 e 2¢ dedo da m3o, hipotonia muscular e microcefalia (com deficiéncia
intelectual moderada a grave). Os defeitos congénitos cardiacos (eg, defeito no septo auricu-
lar, defeito no septo ventricular, tetralogia de Fallot, ductus arterial patente), atingem cerca
de 50-70% das criangas e constituem a causa mais importante de morbilidade e mortalidade
nestes doentes. Podem igualmente surgir problemas gastro-intestinais, oculares e auditivos
(surdez neurosensorial, de condug¢do ou mista), assim como déficites imunoldgicos. Cerca
de 90% dos doentes SD sobrevivem ao primeiro ano de vida, mas a idade média de vida estd

caracteristicamente encurtada (aproximadamente 49 anos).

2.1.1.2 Trissomia 18

A trissomia 18, descrita em 1960 por Edwards, é a segunda trissomia autossémica mais co-
mum, caracterizando-se pela presenca de uma cdpia extra ou de parte do cromossoma 18
(transloca¢do cromossomica), ou ainda de um mosaicismo. A sua prevaléncia é de 1:6500
recém-nascidos, com um risco associado ao aumento da idade materna no momento da gra-
videz (Quadro 11.).

As criangas nascidas com sindrome de Edwards podem ter algumas ou todas as seguintes
caracteristicas: restricdo de crescimento fetal, atingimento grave de todos os 6rgaos e siste-
mas (malformagdes renais, defeitos cardfacos, etc.), onfalocelo, atrésia esofdgica, microcefalia,
micrognatia, ldbio leporino, atraso mental, baixa implanta¢do de pavilhdes auriculares mal-
formados; fissuras palpebrais; hipertelorismo ocular; ptose; maos em garra; quistos do plexo

cordideus; pé boto; criptorquidia, entre outras malformacdes.

Metade dos bébés morrem na primeira semana de vida e cerca de 95% morrem antes do 12
ano de vida. Quando a Trissomia 18 ¢ parcial ou resulta de mosaicismo, a expressao clinica é

menos grave e a sobrevida € superior, apesar dos graves déficites intelectuais(140).
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2.1.1.3 Trissomia 13

A trissomia 13 ou sindrome de Patau é causado por uma cdpia extra do cromossoma 13, um
cromossoma acrocéntrico de médio tamanho. E o sindrome menos comum, com uma preva-
1éncia de 1:12500 recém-nascidos, sendo também, das trissomais autossémicas, a que apresen-
ta altera¢gdes morfoldgicas mais graves. Os recém-nascidos tém numerosas anomalias internas
e externas:, holoprosenfalia, polidactilia, fenda facial, defeitos do tubo neural, convulsGes,
anomalias cardiacas graves, atraso mental grave, etc. Sobrevivem, para além da primeira in-
fancia, menos de 20% das criangas, invariavelmente com graves deficiéncias e limitagGes. A

sobrevida média € de menos de 3 dias(140).

2.1.1.4 Aneuploidias dos cromossomas sexuais

As anomalias dos cromossomas sexuais (47, XXX; 47,XXY; 47,XYY; 45,X) ocorrem em média
cada 2 a 3 por 1000 gravidezes, as 10-14 semanas de gesta¢do, sendo as anomalias cromosso-

micas mais comuns em nados-vivos(143).

2.1.2 Defini¢oes

Em seguida, sio revistas as defini¢des estatisticas assim como as defini¢des usadas no rastreio

pré-natal e no diagndstico.

2.1.2.1 Definigdes estatisticas

2.1.2.1.1 Teste de rastreio ¢ a aplicagdo sistemdtica de um teste ou inquérito com o objec-
tivo de identificar sujeitos em risco suficiente de uma determinada doenga, de modo a que
possam beneficiar de futuras investigagdes ou acgdes preventivas directas(144). Embora ndo
exista nenhuma defini¢ao de rastreio médico universalmente aceite, existe um consenso geral
de que deve conter trés elementos: (i) deve identificar os individuos que estdo em risco eleva-
do de vir a sofrer de uma determinada situagdo patoldgica, antes de lhes ser aplicado um teste
diagndstico ou se necessdrio, uma acgdo preventiva. (ii) deve ser oferecido sistematicamente a
todas as pessoas, ainda sem sinais ou sintomas da patologia, da populagdo-alvo. (iii) deve ser

benéfico para os individuos que estdo a ser sujeitos ao rastreio(145).
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O resultado obtido ¢ o agrupamento dos individuos rastreados em grupos de baixo ou alto
risco. Um teste de rastreio ndo fornece uma resposta definitiva: os resultados dos testes de ras-
treio sdo considerados resultados presuntivos, até serem confirmados por testes diagndsticos.
A avaliagdo do desempenho de um teste de rastreio ¢ feita pela aplicagdo de determinadas
medidas: taxa de detecgdo, taxa de falsos positivos e probabilidade de estar afectado dado
um resultado positivo (odds of being affected given a positive result (OAPR)). Um teste é tanto
melhor quanto maiores forem a taxa de detec¢do e 0 OAPR, e mais baixo for a taxa de falsos

positivos(145).

2.1.2.1.2 Incidéncia é o numero de novos casos de uma condigdo especifica, que ocorrem du-
rante um determinado periodo de tempo, numa dada populagao. Prevaléncia ¢ a proporg¢ao

de pessoas numa dada populagdo que tém uma determinada doenga.

2.1.2.1.3 Taxa de Deteccdo ¢ a propor¢ao de individuos afectados, com resultados positivos
num teste de rastreio. Individuos afectados sdo individuos que apresentam a doenga para as
quais estdo a ser rastreados. Gravidezes afectadas sdo gravidezes em que o feto apresenta a

doenga-alvo do rastreio.

2.1.2.1.4 Taxa de Falsos Positivos ¢ a proporgao de gravidezes nio afectadas com resultados

positivos num teste de rastreio(145)

2.1.2.1.5 Probabilidade de estar afectado dado um resultado positivo (Odds of being Affec-
ted given a Positive Result (OAPR) é uma forma equivalente de expressar o Valor Preditivo
Positivo (VPP), correspondendo a relacdo entre o ndimero de individuos afectados e os indi-
viduos ndo afectados com resultados positivos, ou seja positivos afectados/positivos nio afec-
tados(146). Embora equivalente ao VPP, expressa melhor o desempenho de um teste, quando
0 VPP € elevado(145). E a probabilidade de estar afectado dado um resultado positivo(147)
e é usada como medida de desempenho de um teste de rastreio. Por exemplo, um OAPR de
1:5 significa que entre as mulheres com um resultado de rastreio positivo, 1 delas terd uma

gravidez afectada, para cada 4 que ndo a terdo.

2.1.2.1.6 Valor Preditivo Positivo (VPP) ¢ a propor¢ao de pessoas com um resultado positi-
vo que de facto apresentam a doenca que estd a ser rastreada. E a proporgio de testes positivos
que identificam correctamente as gravidezes com aneuploidias [nimero de verdadeiros posi-
tivos/(verdadeiros positivos + falsos positivos)]. Valor Preditivo Negativo (VPN) ¢ também
uma medida de desempenho de um teste de rastreio. E a propor¢io de pessoas com um resul-
tado negativo num teste de rastreio que realmente nio possuem a doenga para a qual estdo a

ser rastreadas. E a proporgao de testes negativos que identificam correctamente as gravidezes
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ndo afectadas [ndmero de verdadeiros negativos/(verdadeiros negativos + falsos negativos)].

Porque a prevaléncia do sindrome de Down ¢ baixa, o VPN nao ¢ geralmente calculado(147).

2.1.2.1.7 Sensibilidade é uma medida de desempenho de um teste. Corresponde a propor-
¢do dos que tém a doenga, que tiveram um resultado positivo no teste. E 0 mesmo que taxa de
detecgio. Especificidade ¢ também uma medida de desempenho de um teste. E a proporgio
dos que nio tém a doenga, que tiveram um teste negativo. Quanto mais elevada for a especi-

ficidade, mais baixo é o numero de falsos positivos.

2.1.2.1.8 Resultado verdadeiro negativo ¢ o resultado negativo de um teste de rastreio en-
contrado naqueles que ndo apresentam a doenga para aqual foram rastreados. Resultado
verdadeiro positivo € o resultado positivo de um teste de rastreio encontrado naqueles que

apresentam a doenga para a qual foram rastreados.

2.1.2.1.9 Multiplos da Mediana (MoM’s)

Os valores de MoM sio calculados pela razdo entre o valor individual da grévida em estu-
do e a mediana desse marcador para a populacdo de gravidas sem aneuploidias, na mesma
idade gestacional, que consta no algoritmo de risco: deste modo, as flutuagées gestacionais
que ocorrem nas concentragoes proteicas sdo removidas, j4 que a conversdo das unidades
de massa ou das unidades internacionais em multiplos da mediana (MoM), para uma dada
idade gestacional, permite que cada uma das medig¢Ges analiticas possa ser correctamente
interpretada(147).

As distribui¢des dos valores dos MoM nas gravidezes normais e nas gravidezes com fetos
portadores de sindromes de Down geralmente seguem uma distribui¢do Gaussiana quando
0 MoM sofre uma transformagio logaritmica; apesar de uma sobreposi¢io significativa das
duas populagdes, ¢ possivel estabelecer a probabilidade de que um qualquer resultado possa
vir da populagio de resultados associados com o sindrome de Down(137). Os valores das
MoM resultantes sdo afectados pela idade materna e idade gestacional, mas também por ou-
tros factores como o peso, a origem étnica, a presenga ou ndo de DMID, a gravidez maltipla
e o tabagismo. Os algoritmos de risco levam estes factores em consideragao como factores de

correcgdo, as quais as varidveis sdo ajustadas (ver 2.4.6)(147).
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2.1.2.2 Defini¢des no ambito Pré-Natal

2.1.2.2.1 Rastreio pré-natal envolve a aplicacdo de testes ndo invasivos para a identificagdo
de risco acrescido de anomalias congénitas. Os resultados dos testes de rastreio sio necessa-
riamente presuntivos, pelo que no caso de risco acrescido deve ser colocada a indicagdo para

realizar um teste diagndstico(133).

Organismos oficiais como o Colégio Americano de Obstetricia e Ginecologia (ACOG)(148),
o NICE(149) e a Direc¢io Geral de Saude (desde 2011)(150) recomendam que a todas as
gravidas seja oferecida a possibilidade de rastreio de anomalias cromossémicas, independen-
temente da idade materna. Existem diversas possibilidades de rastreio pré-natal, incluindo
a medigdo de pardmetros bioquimicos séricos, que sdo interpretados no contexto da idade
materna, ¢ a medi¢io ecogrdfica da transluscéncia da nuca (ver 2.1.2.2.4,2.4.4.2. ¢ 2.2.1.)

2.1.2.2.2 Idade gestacional ¢ a dura¢io de uma gravidez que estd a decorrer ou que jd foi
completada, medida desde o primeiro dia do dltimo periodo menstrual (geralmente cerca
de 2 semanas mais longa do que a data real da concepgio). A idade gestacional é medida em
semanas e dias(133). A verdadeira idade gestacional depende de uma correcta data¢do da
gravidez e esta ltima é um pré-requisito essencial para um correcto rastreio pré-natal. Como
a maior parte das gestantes desconhece a data da ultima menstruacio ou tem ciclos irregu-
lares, a idade gestacional deve ser calculada, entre as 11 e as 13 semanas + 6 dias, a partir da
medi¢ao de um dos dois pardmetros mais comumente medidos para a datagao da gravidez:
o comprimento crdneo-caudal (CCC) (ver 2.4.4.1)(151) ou o didmetro biparietal. O CCC ¢
recomendado para a aferi¢do da idade gestacional, sobretudo se o feto tem menos de 84 mm.
A partir desta etapa, ¢ recomendado que se use a circunferéncia cefdlica, pois ¢ mais precisa

que o didmetro biparietal(152).

2.1.2.2.3 Rastreio pré-natal pela idade materna Cada gravida sujeita ao rastreio pré-natal
tém um risco a priori (designado de ‘risco basal’), baseado na sua idade e na idade gestacional
da sua gravidez. O rastreio para despiste do SD pela idade materna teve inicio hd mais de
quatro décadas atrds, quando a amniocentese era indicada apenas as mulheres com mais de
40 anos (145). No inicio de 1990, a populagio de mulheres grévidas com mais de 35 anos
correspondia a cerca de 5%, mas continha aproximadamente 30% do ndmero total de fetos
com trissomia 21. Deste modo, o rastreio pela idade materna, de acordo com a defini¢do de
grupo de alto risco baseada no ponto de corte dos 35 anos, estava associado a uma taxa de

deteccao de 30% e a uma taxa de falsos positivos de 5%. Nos anos que se seguiram, sobretudo
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nos paises desenvolvidos, a primeira gravidez foi ocorrendo cada vez mais tarde, sendo que na
actualidade cerca de 20% das mulheres grividas tém mais de 35 anos, contendo cerca de 50%
do numero total de fetos com trissomia 21(153)(Ver 2.1.1.; Quadro 10.)

Se o risco das aneuploidias varia com a idade materna, existe também um risco de letalidade
das aneuploidias com a idade gestacional (ver Quadro 11.): os fetos aneuploides tém uma
maior probabilidade de morrerem % iitero do que os fetos euploides e como tal o risco de
aneuploidias ao nascimento diminui com a idade gestacional. A taxa de morte fetal entre as
12 semanas (quando o rastreio do primeiro trimestre ¢ efectuado) e o termo da gravidez é de
cerca de 30 a 40% para a trissomia 21 e de 80% para as trisomias 18 e 13. (Hecht and Hook,
1994; Halliday et al., 1995; Snijders et al., 1994, 1995, 1999; Morris et al., 1999). Por outro
lado, a taxa de morte fetal em fetos euploides € de apenas 1-2 %. O risco estimado para trés
trissomias fetais (21, 18 e 13) para uma mulher de 20 anos de idade, as 12 semanas de gesta-
¢do, ¢ de cerca de 1:1000, 1:2500 e 1:8000, respectivamente, e o risco dessas mulheres terem ao
nascimento um bébé afectado ¢ de 1:1500, 1:18000 e 1:42 000, respectivamente. Numa mu-
lher com 35 anos de idade, os riscos respectivos, as 12 semanas, para estas aneuploidias sdo de
1:250, 1:600 e 1:1800, € os riscos ao nascimento sao de 1:350, 1:4000 e 1:10 000 (Quadro 11.).
Pelo que fico dito é possivel concluir que o risco individual basal depende da idade materna,

e ¢ diferente para cada idade gestacional diferente.
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Quadro 11. Risco estimado para as Trissomia 21, 18, 13 em relacao a idade materna
e gestacional (Adaptado (158))

Idade Trissomia 21 Trissomia 18 Trissomia 13
Materna Idade Gestacional Idade Gestacional Idade Gestacional
(anos) (semanas) (semanas) (semanas)

12 16 20 40 12 16 20 40 12 16 20 40

20 ¢ 1068 i 1200 : 1295 : 1527 i 2484 © 3590 : 4897 18013 : 7826 : 11042 | 14656 @ 42423

25 946 | 1062 | 1147

30 626 703 | 759 | 895 | 1456 | 2103 | 2869 | 10554 4585 = 6470 | 8587 | 24856

31 | 543 610 | 658 776 | 1263 1825 | 2490 | 9160 | 3980 | 5615 7453 | 21573

32 | 461 518 | 559 659 | 1072 1549 | 2114 7775 | 3378 | 4766 = 6326 | 18311

33 383 430 | 464

38 312 350 | 378 446 | 725 | 1047 | 1429 | 5256 2284 | 3222 4277 | 12380

1352 0 2200 | 3179 | 4336 15951 6930 @ 9778 | 12978 | 37567

547 | 891 1287 | 1755 6458 | 2806 | 3959 = 5254 | 15209

35 | 249 280 | 302 356 | S80 837 | 1142 4202 | 1826 . 2576 = 3419 | 9876

3 19 . 220 | 238

37 152 171 | 185

38 117 131 142

39 89 | 100 . 108 . 128 | 208 | 300 | 409 | 1505 | 654 | 922 | 1224 | 3344

4 | 6 76 . 82 | 97 157 227 | 310 | 1139 495 | 698 = 927 . 2683

M os1 57 e

42 . 38 | 43 | 46 55 . 89 | 128 175 | 644 | 280 . 395 | 524 . 1516

280 | 456 659 | 899 | 3307 | 1437 | 2027 2691 | 7788

218 | 354 512 698 | 2569 | 1116 | 1575 2090 | 6050

167 272 393 . 537 1974 858 | 1210 | 1606 = 4650

73 0 118 171 | 233 858 | 373 . 526 698 | 2020

Adaptado de “The 11-13(+6) weeks scan” de Kypros Nicolaides, FMF-London 1999 (158)

O sindrome de Turner (XO), cuja incidéncia ndo estd relacionado com a idade materna,
apresenta uma prevaléncia de cerca de 1:1500 as 12 semanas e de 1:4000 as 40 semanas.
Nas restantes aneuploidias (também associadas aos cromossomas sexuais - 47,XXX, 47,XXY e
47,XYY)) a incidéncia também nio estd relacionada idade materna e uma vez que a taxa de
morte fetal 7n stero ndo é superior a dos fetos eupldides, a prevaléncia global (de cerca de 1
em 500) nao diminui com a idade gestacional. A triploidia também nio estd relacionada com
a idade materna e a prevaléncia é de cerca 1:2000 as 12 semanas, mas ¢ raramente observada

em nados vivos porque a maioria do fetos tende a morrer as 20 semanas (153).
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2.1.2.2.4 Transluscéncia da Nuca (TN) corresponde a medigdo da imagem ecogrifica do
espago por detrds da nuca do feto, que apresenta uma acumulacdo de liquido subcuténea. A
sua pesquisa deve ser efectuada no 12 trimestre, entre as 11 e as 13 semanas + 6 dias de idade
gestacional, utilizando uma sonda transabdominal ou transvaginal, numa altura em que o
comprimento crineo-caudal (CCC) se encontre entre um minimo de 45 mm e um méximo
de 84 mm. A TN do feto aumenta com o CCC, pelo que € essencial levar em conta a idade
gestacional inferida do CCC, quando se observa um aumento da TN(153). Uma TN aumen-
tada estd associada com a trissomia 21, sindrome de Turner e outros defeitos cromossémicos,
assim com a outras malformagcoes fetais (cardiopatias congénitas) e sindromes genéticos(142)

(ver também 2.4.4.2.). Um valor de TN = a 3 mm ¢é considerado um forte preditor de defeitos

cromossomicos(154) (Figura 3.)(ver adiante em 2.2.).

a) b)
Figura 3. a) Espessura normal da TN; b) Espessura aumentada da TN
(Adaptado de (158))

2.1.2.2.5 Rastreio combinado do primeiro trimestre resulta da combina¢io da medi¢ao de
TN e do CCC, ambos medidos entre as 11* e as 136 semanas de gravidez, com a colheita de
amostra de sangue periférico materno, para a obten¢do da concentragio da proteina-A plas-
madtica associada a gravidez (PAPP-A), e da frac¢do P livre da gonadotrofina coriénica huma-
na (B-hCG livre). Todos estes parimetros, juntamente com a idade materna, idade gestational
e alguns outros factores de correcgdo que serdo descritos adiante, sdo usados para estimar as

probabilidades de que o feto esteja afectado com uma aneuploidia(133,140,145).
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2.1.2.2.6 O Teste Triplo surgiu depois das associagdes encontradas entre alguns marcadores
séricos e o SD, no segundo trimestre da gravidez. A primeira associagdo surgiu com valores
baixos da concentragio sérica de a-fetoproteina (AFP) (Merkatz et al., 1984), que levaram 2
utilizacdo deste marcador, associado a idade materna, como teste de rastreio com um marca-
dor tnico (Cuckle ez al., 1984, 1987). Posteriormente, a associagdo de niveis séricos elevados
de p-hCG total e SD, levaram ao aparecimento do teste duplo (AFP e -hCG total). O 3¢ mar-
cador encontrado com associagdo ao SD foi o estriol ndo-conjugado (uE3), que se encontrou
em baixas concentra¢des em gravidezes afectadas (Canick et a/., 1988). Deste modo, durante
os anos 80 do século passado a principal ferramenta utilizada para o rastreio do SD foi o cha-
mado teste triplo, cujo uso se prolongou ainda aos dias de hoje (Wald ez a/., 1988)(145). Este
¢ um teste sérico do 2¢ trimestre, obtido entre a 152 ¢ a 202 semana de gesta¢do, baseado na
medigdo das concentragdes séricas de AFP, B-hCG total e uE3, que juntamente com a idade
materna e a idade gestacional, sio usados para calcular o risco de aneuploidias e de defeitos
de tubo neural (DTN), no feto(133).

2.1.2.2.7 Teste Quadruaplo Este é também um teste de 2¢ trimestre. Resulta da adi¢do ao
teste triplo de mais um marcador sérico, a inibina-A, que ¢ referido ser encontrada em niveis
séricos elevados em gravidezes afectadas com SD (van Lith et al., 1992; Wald et al., 1999a)
(145). Deste modo, a resultante ¢ um teste sérico que € avaliado no 2¢ trimestre de gravidez
e ¢ baseado na medi¢io de AFP, uE3, f-hCG total (ou B-hCG livre), e inibina-A juntamente

com a idade materna e a idade gestacional, para avaliar o risco de aneuploidias e DTN(133).

2.1.2.2.8 Teste Sérico Integrado ¢ executado em duas fases. Na primeira fase, por volta das
11 semanas de gravidez, ¢ determinada a concentragao sérica da PAPP-A. O segundo estadio,
envolve uma segunda colheita de sangue, idealmente colhida entre as 15 ou 16 semanas de
gravidez. Esta segunda amostra de sangue mede niveis séricos de 4 parimetros bioquimicos
— AFP, uE3, free 8-hCG e inibina-A. A medigio destes 5 marcadores juntamente com a idade
materna e a idade gestacional sdo usados para a estimativa das probabilidades do feto ser
portador de aneuploidias ou DTN(133,145).

2.1.2.2.9 Teste Integrado resulta da integragio dos marcadores de rastreio do primeiro e do
segundo trimestre por forma a obter apenas um dnico risco, que resultou na assung¢do do uso
de cada um destes marcadores no seu periodo ptimo, ou seja, quando a diferenca entre os
casos de SD e casos controlos é maior. O teste integrado combina a medigio ecogrifica da TN
e o doseamento no soro dos niveis de PAPP-A, no primeiro trimestre, com a determinacio no
soro dos parimetros do segundo trimestre (AFP, f-hCG, E3 e inibina) (teste quédruplo)(145).
Este teste ¢ realizado em duas etapas. Na primeira fase, as 11 semanas de gravidez, ¢ retirada
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uma amostras de sangue materno para determinar a concentragio sérica PAPP-A, e no mesmo

periodo, a idade gestacional e a TN sdo determinados ecograficamente. A segunda etapa en-

volve uma nova amostra de sangue, idealmente colhida entre as 15 ou 16 semanas de gravidez.

Somente depois desta segunda fase é que um resultado estatistico ¢ fornecido ao casal(133).

Este teste integrado apresenta elevadas taxas de deteccdo e baixas taxas de falsos positivos,

mas a grande desvantagem ¢ que o teste ndo pode ser finalizado até as determinagGes do 2¢

trimestre estarem completas(140)(Figura 4. e Quadro 12.).

Figura 4. Evolucao histdérica do rastreio pré-natal para despiste das aneuploidias

1970: Rastreio baseado apenas na idade materna (>40) ou histdria de gravidez anterior afectada
1984: AFP foi adicionada (niveis baixos, risco aumentado)
1988: Teste de Rastreio do 22 Trimestre (15-20 sem)
» Teste Triplo (AFP, hCG Total e uE3)
1990: Introdugdo Rastreio 1¢ trimestre (11-13 sem+6d)
1995: Introdugio do Rastreio Combinado do 12 Trimestre
» Idade Materna, NT, £-hCG livre, PAPP-A
1996: A inibina-A foi adicionada ao Teste de Rastreio de 22 Trimestre
» O Teste Quadruplo (AFP, hCG Total, uE3, inhibin-A)
1999: Teste de Rastreio Integrado
» Marcadores 1¢ Trimestre (bioquimicos e ecog): 10-13 sem

» Marcadores 22 Trimestre: 15-20 sem

Quadro 12. Comparacao entre a taxa de detecgcao, para uma taxa de falso positivo de 5%,
de diferentes métodos de rastreio da trissomia 21.

Método de rastreamento TD (%)
Idade materna (IM) 30

IM € bloquln;;éa sérica ;I;;z;erna ent;é‘lS 18 se';‘;;nas """""""""" o . 50—70 o
MeTNentre 11-13%semanas om0
IM e TN e d(;;;;gem serlgau;naterna 'f‘i';fra(;ao ll&édo f- hCéH e PAPP- A;ntre 11- 13 ¢ semanas o 85-90 o
IMe TN e os;;nasal fet'z‘iiu(“ON) ent;gll 13+ ;;;anas """""""""" - 90 -
IMeTNeONe dosage'r‘ﬁué‘erlca materna da fréééb livre do[3 heg o

e PAPP-A entre 11-13*¢ semanas

hCG: gonadotropina coridnica humana, PAPP-A: proteina plasmdtica A associada a gestagdo. (Adaptaa’o de (198))
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2.1.2.3 Definigoes de diagndstico pré-natal

]

O resultados dos testes ndo invasivos pode ser de dois tipos, classificado como de “baixo risco’
/ “sem risco acrescido” ou de “alto risco” / “risco acrescido” Um resultado “baixo risco” signi-
fica que o risco que a grdvida tem de ter um feto com sindrome de Down ¢ menor do que
o ponto de corte determinado; um resultado “alto risco” significa que o risco de sindrome
de Down ¢é igual ou superior ao do ponto de corte. A grivida que possui um resultado “alto
risco” ¢ oferecido a possibilidade do teste diagndstico, quer seja a bidpsia das vilosidades
coridnicas (BVC), quer seja a amniocentese(140), que sdo as possibilidades disponiveis de
testes diagndsticos®. Ambos permitem a colheita de células fetais para o estudo citogenético
do cariétipo. A BVC tem a vantagem de poder ser executado mais precocemente na gravidez
(no primeiro trimestre, entre a 102 e a 132 semana de gesta¢ao), estando associado a um risco
de 0,5-1% de perda fetal. A amniocentese nao pode ser executado antes das 16 semanas com-

pletas de gestagdo e também estd associado a um risco de perda fetal de 0,5-1%.

O diagndstico pré-natal é definido como o diagndstico feito num feto vivo e em qualquer
idade gestacional, implicando um processo analitico laboratorial que permita a obtengdo de
um resultado final e exacto, da eventual presenca de anomalias cromossémicas. Para obter
uma amostra de DNA fetal que permita o diagndstico, sao usados procedimentos invasivos
como a BVC e a amniocentese. Estes procedimentos, como também j4 se referiu, estao asso-
ciados a um risco de perda de fetal de cerca de 0,5-1%, estando deste modo sé preconizados
em gravidezes consideradas de risco elevado para aneuploidias, quer seja decorrente de ras-
treio pré-natal, de histdria pessoal ou gravidez anterior ou decorrente de anomalia morfolé-

gica despistada por ecografia(132,133).

2.1.2.3.1 Bidpsia das vilosidades coridnicas (BVC) é um procedimento que envolve a aspiracio
de tecido trofobléstico, sob o controlo ecogréfico, transabdominal ou transcervical, depois de

completadas as 11 semanas de gestagdo, para a obten¢do de uma amostra de células fetais(133).

2.1.2.3.2 Amniocentese é um procedimento invasivo que ¢ efectuado a partir das 16 sema-
nas completas com objectivo de se obter uma amostra de células fetais a partir do liquido
amnidtico. A amostra de liquido amnidtico ¢ aspirada e enviada para anélise de anomalias

cromossOmicas e genéticas(133).

8. Ainda existe a possibilidade da Cordocentese, outro método invasivo de obtengdo de células fetas, pouco usada
na actualidade. S6 pode ser efectuada apds as 20 semanas de gestagdo e apresenta um risco de aborto de 29%.
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Em resumo, os teste nio invasivos utilizados correntemente como testes de rastreio, apresen-
tam taxas de detec¢do de 90-95% e taxas de falsos positivos de 3-5%), mas todas as possiveis
combinagles devem ser seguidas de testes diagndsticos, caso o resultado do teste de rastreio
seja um “alto risco”(140,153,155).

2.2 CONTEXTO HISTORICO DO RASTREIO PRE-NATAL
E DIAGNOSTICO DE ANEUPLOIDIAS

O rastreio de rotina, na medicina reprodutiva moderna, foi iniciado para a pesquisa de defei-
tos do tubo neural (DTN) (Wald et al., 1977). Enquanto que a pesquisa de defeitos do tubo
neural se tem mantido relativamente inalterada (apesar de depender hoje em dia mais da
qualidade da ecografia do que do laboratdrio), durante as dltimas trés décadas o rastreio do
SD evoluiu substancialmente, tendo sido muito frequentemente matéria de debate na poli-
tica de sadde. Penrose LS (Lionel Sharples Penrose, 1898-1972, geneticista) em artigo publi-
cado em 1993 no Journal of Genetics, é o primeiro a estabelecer uma associagdo entre a idade

materna e o risco de uma gravidez com um feto portador de sindrome de Down.

No entanto, foi apenas em 1959 que Lejeune, Turpin e Gautier identificaram a presenga de
um cromossoma 21 extra como aspecto patognomaonico do sindrome de Down. O primeiro
relato de uma andlise cromossdmica bem sucedida as células do liquido amnidtico data de
1966, tendo o primeiro diagndstico antenatal de sindrome de Down sido efectuado em 1968.
A partir dos anos 70 do século passado foi gradualmente aplicado o primeiro método de ras-
treio da trissomia 21, baseada na idade avangada ou na histéria prévia de anomalias cromos-
sémicas, para o diagndstico por amniocentese. Por razdes financeiras, o diagndstico pré-natal
ndo podia ser oferecido a todas as mulheres gravidas, estando inicialmente disponivel para
mulheres com 40 ou mais anos ou com histéria de uma filho previamente afectado e ndo
para a totalidade da populagio gravida. A medida que o procedimento foi considerado mais
seguro e mais fdcil de ser aplicado de modo mais generalizado, o grupo de risco foi redefinido
de modo a incluir as mulheres com 35 ou mais anos. A amniocentese era executada entre 16 ¢
as 18 semanas de gesta¢do, mas apenas abrangia 5% das mulheres grdvidas, identificando 30%
das gravidezes com sindrome de Down. Esta estratégia de rastreio poderia potencialmente
detectar 100% dos casos de trissomia 21, mas apenas neste grupo acima dos 35 anos, o que
implica que 70% dos casos de trissomia 21 ndo eram detectados(142,156,157).
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Em 1972 verificou-se existir uma associagdo entre o aumento da concentragdo de a-feto-proteina

(AFP) no liquido amnidtico e a presenga de gravidezes com defeitos do tubo neural (DTN).

Mais tarde, os niveis aumentados de AFP foram também associados a casos de anencefalia.
Este suporte cientifico permitiu a introdug¢do no Reino Unido, a partir de 1977, do primeiro
programa de rastreio pré-natal sérico para o despiste de defeitos congénitos. Uma nova uti-
lizagdo para a determinacio sérica de AFP surgiu em 1984 com Merkatz e Cuckle, que des-
crevem que a AFP, determinada no 2¢ trimestre, apresenta valores cerca de 25% mais baixos
nas gravidezes com Down do que nas gravidezes ndo afectadas, e que como tal se associa a
um risco aumentado de sindrome de Down(164). Esta associagdo provou-se independente da
idade materna, pelo que ambos os dados podiam ser combinados para a obten¢do do risco
de sindrome de Down na gravidez, com uma taxa de detecdo de 35%, mantendo 5% de taxa
de falsos positivos(137,145).

Virios marcadores séricos bioquimicos foram investigados ao longo dos anos, mas o rastreio
de rotina passou a basear-se na utiliza¢do da combinagio de dois, trés ou quatro marcadores.
Nos anos 80 do século passado foi introduzida uma nova metodologia de rastreio que ndo
s6 levava em linha de conta a idade materna, mas também a concentragdo de vérios produ-
tos fetoplacentdrios na circulagdo periférica materna. Diferentes combinagdes das proteinas
séricas a-fetoproteina (AFP), estriol ndo-conjugado (uE3), gonadotrofina coriénica humana
(B-hCG) (fracgdo total e livre) e inibin-A, quando aplicadas no despiste das gravidezes com
trissomia 21, por apresentarem medianas das concentragdes séricas maternas suficientemente
diferentes do normal, permitiam a deteccio dos grupos de risco. Estas metodologias de des-
piste eram mais eficientes do que a idade materna individualmente, detectando cerca de 50%

a70% dos fetos com trissomia 21 para a mesma taxa de testes invasivos (cerca 5%)(142,157).

Dois dos marcadores, a f-hCG e o uE3, juntos com a AFP e idade materna, formaram a base
do “teste triplo” Este “teste triplo” era executado entre as 15 e a 20 semanas de gravidez e
identificava cerca de 60% das gravidezes com sindrome de Down, mantendo a taxa de falsos-
-positivos de 5%. A época este era o método de rastreio mais eficiente baseado na informagio
disponivel e mais equitativo, assegurando que as mulher com risco mais elevados era ofere-
cido a amniocentese. O “teste quadriplo’, incluindo a quantificagdo de AFP, f-hCG (total ou
livre), E3 e inibina-A, aumentou as taxas de detec¢do do SD para cerca de 76%, isto com uma
taxa de falsos positivos de 5%(156).

Nas décadas de 1970 e 80 o rastreio pré-natal tornou-se parte integrante da pritica obstétrica
em muitos paises desenvolvidos, principalmente através do uso da bioquimica sérica materna

no 29 trimestre(137).
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Em 1991 descreveu-se pela primeira vez a associagdo entre valores baixos da concentra¢des
séricas da proteina-A plasmdtica associada a gravidez (PAPP-A), e as gravidezes portadoras de
sindrome de Down, antes das 15 semanas de gestagdo, por sua vez associadas a presenca de
niveis séricos elevados de B-hCG livre. Estes dois marcadores séricos, quando combinados
com a idade materna, permitiam uma taxa de detec¢do de 62% (para a mesma taxa de falsos

positivos de 5%).

Entre 1985 e 1992, o rastreio ecogréfico para o sindrome de Down foi introduzido em alguns
centros no Reino Unido. O marcador ecogrifico mais significativo nas gravidezes com sin-
drome de Down foi descrito como um espago alargado, localizado na parte de trds da nuca
fetal, entre a coluna vertebral e a pele, que levou a introdugio do conceito de translucéncia
da nuca. Em 1992, KH Nicolaides, num artigo publicado no BMJ(154) mostrou o potencial
desta medicdo no rastreio para o sindrome de Down, no primeiro trimestre. Nesse estudo a
presenga da translucéncia da nuca estava associada a um aumento superior a 10 vezes de risco
de anomalias cromossdmicas, verificando-se a existéncia de uma correlagdo positiva entre

risco e aumento da espessura da translucéncia(154)(Figura 3. e 4.)(ver Quadro 13.)

Quadro 13. Relacao entre a TN fetal e o cariotipo anormal em 827 gestacoes de baixo risco,
as 10-14 semanas

Espessura Nede - : .Cariéti.po anormal : :
da Nuca fetos @ N°e% .
(mm) L i T13 T18 T21 T22 47 XXY 47 XXX Mosaico
< o724 100) 13 21 3

(Adaptado de (154))

Na década 90 houve um movimento significativo de mudanga do rastreio das aneuploidias
do segundo para o primeiro trimestre, mudanca que permitiu, por um lado, uma securizagao
mais precoce para as mies cujas gravidezes ndo apresentavam riscos, ¢ interrup¢des médicas
da gravidez num periodo mais precoce da gravidez, para as gravidezes com aneuploidias

confirmadas. Este rastreio, agora transportado para o primeiro trimestre, prometia uma me-
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lhoria das taxas de detec¢do, com manutengdo de baixas taxas de falsos positivos(156). Nesta
década, o rastreio pela combinagdo da idade materna com a medi¢do da TN entre as 11*° e as
13*¢ semanas tornou possivel identificar cerca de 75% dos fetos com aneuploidias (para 5%
de TFP)(142).

Subsequentemente, a idade materna e a TN foram combinados com marcadores bioquimi-
cos no soro materno (fragdo livre p-hCG e PAPP-A), no primeiro trimestre, identificando
85% a 90% dos fetos com trissomia 21. Para além disso, o desenvolvimento de novos métodos
laboratoriais, que permitem a obtengdo destes marcadores em 30 minutos, tornou possivel a
introdugao do conceito OSCAR (clinica One-Stop para avaliagao de risco), que visava a avalia-
¢do do risco para trissomia 21 (com base na idade materna, TN e marcadores bioquimicos)

numa unica visita.

Em 2001, verificou-se que em 60-70% dos fetos com trissomia 21 ndo era possivel observar o
osso nasal, no 1¢ trimestre. Esse achado ecogrifico permitiu aumentar a taxa de detecgdo para
mais de 95%(158). Nos dltimos 10 anos, outros marcadores ecograficos do primeiro trimestre
foram descritos e adicionados por forma a melhorar a taxa de detec¢do das aneuploidias e
reduzir a taxa de falsos positivos (eg, osso nasal, angulo facial, regurgitacio da tricdspide e
fluxo do ductus venosus)(153). Para o diagndstico pré-natal do sindrome de Down as mulheres
ainda devem, no entanto, ser submetidas a testes invasivos. Embora a bidpsia das vilosidades
coridnicas e a amniocentese apresentem apenas um pequeno risco de perda de gravidez, o
teste pré-natal ideal para o sindrome de Down nio apresentaria qualquer risco para a gravi-
dez de uma mulher, deveria detectar 100% dos casos de trissomia 21 no inicio da gravidez,

sem quaisquer resultados falso-positivos(156)(ver 2.5.).

2.2.1 Recomendagdes oficiais

Enquanto que o método original, oferecido apenas a 5% das gravidas, envolvia testes in-
vasivos e identificava menos de 30% dos fetos com SD, os novos testes que incorporam a
ecografia e bioquimica do soro materno, permitiram melhorar as taxas de detec¢io e reduzir
o numero de procedimentos invasivos desnecessdrios. Actualmente, e apesar de j4 existirem
desde de finais de 2011 recomendac¢des nacionais da DGS, a aplica¢io na prdtica clinica ainda
envolve tanto os testes do 2¢ trimestre como os do 12 trimestre, a integragao de marcadores do
12 e 2¢ trimestre(145) (Quadro 14.), ou a execugdo de testes invasivos (amniocentese), a todas

as gravidas acima dos 35 anos.
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Quadro 14. Desempenho dos diferentes métodos de rastreio para a trissomia 21

Método de rastreio Taxa_de Taxa_e!e Falsos
deteccao (%) Positivos (%)

IM 30 S

12 Trimestre

IM + TN fetal 75-80 s

IM + p-hCG livre ¢ PAPP-A soro Ce070 5

IM + TN+ p-hCG livre e PAPP-A soro (Combinado) . sses s

Combinado + ON ou . triciispide ou DV 9396 25

2° Trimestre
MA + serum AFP, hCG (teste duplo)

55-60 :

G, uE3 (teste triplo)

CG livre, uE3 (teste triplo)

L I S Y B B I |

IM + TN + PAPP-A (11-13 weeks) + teste quadriplo g 90-94

IM (idade maternal); TN (Transluscéncia da Nuca); B-hCG (fracgdo B da gonadotrofina humana coridnica;
PAPP-A (proteina plasmdtica associada & gravidez-A) (Adaptado de (153))

Noutros paises da Europa existem igualmente recomendag¢des nesta drea, nomeadamente
as do “NICE-UK” (National Institute for Health and Clinical Excellence) (CG62 Antenatal
Care,(149,159)), que sio muito claras no estabelecimento de normativas para o rastreio do
Sindrome de Down: de acordo com a dltima revisao de 2011, deve ser oferecido um rastreio
para o sindrome de Down a todas as mulheres, utilizando um teste com taxa de detecgdo
superior a 75% e taxa de falsos positivos inferior a 3%; estas medidas de desempenho devem
ser padronizadas e baseadas num ponto de corte de 1/250, a termo. O rastreio deve ser feito
no primeiro trimestre, mas devem ser permitidos rastreios tardios (que podem ocorrer até
as 20 semanas+0 dias) para as grdvidas que acorram tardiamente. Deve ser oferecido, para o
rastreio do sindrome de Down, o “teste combinado’, entre as 11 dias e as 13*¢ semanas. Para
as grdvidas que entrem tarde no processo de acompanhamento, deve ser oferecido o teste de

rastreio triplo ou quadriplo entre as 15 e as 20 semanas.
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As recomendacdes do “NSC-UK” (National Screening Committee UK - Fetal Anomaly Scree-
ning Programme for Down’s Syndrome: Policy recommendations 2007-2010: Model of Best Practi-
ce(160) refere a necessidade de utilizagio de programas de rastreio com uma taxa de detec¢io
superior a 90% das gravidezes afectadas, para uma taxa de falsos positivos inferior a 2%. Estas
medidas de desempenho sdo padronizadas e baseadas num ponto de corte de 1/150, a termo.
O NSC UK recomenda que o rastreio se faga entre as 10+0 semanas até as 20+0 semanas de
gestagdo, usando uma das estratégias recomendadas: a preferida € a do rastreio combinado
do 1¢ trimestre, importante ferramenta do diagnéstico prenatal, a qual pode ficar completa

numa unica consulta, permitindo assim a obtengao do risco antes das 14 semanas.

A Direcgdo Geral de Sadde, na Norma 023/2011(161), elaborada pela Comissdo Técnica Na-
cional de Diagndéstico Pré-natal e revista em 21/5/2013(162), sobre exames ecogréficos na
gravidez de baixo risco, refere no ponto II C) que “..a quantificagdo do risco de trissomia
21 deve ser baseada na medida da translucéncia da nuca e na idade materna, usando para
este fim uma base de dados informatizada, tal como previsto no ponto §, alinea a) subalinea
iv e alinea b) subalinea iv. Sempre que possivel, deve ser realizada em combinagio com a
determinagao da fracgio livre da gonadotrofina coriénica humana (8-hCG livre) e da pro-
tefna A plasmatica associada a gravidez (PAPP-A). O resultado deste rastreio deve ser global,
integrando todos os parimetros avaliados” No ponto IV D) refere-se “que o cumprimento
dos critérios referidos na presente Norma ¢ considerado como condi¢io indispensavel para
reduzir o nimero de técnicas invasivas desnecessdrias e atingir resultados significativos na
aplicagdo do rastreio pré-natal de trissomia 21, nomeadamente taxas de dete¢do de 80%, com

5% de falsos positivos”

A associacdo da medigdo da translucéncia da nuca e dos pardmetros bioquimicos (f-hCG
livre, e PAPP-A) aumenta a taxa de dete¢do para 85-95%, com 5% de falsos positivos. Para que
estes requisitos de desempenho sejam obtidos, foi estabelecido, em Portugal, o ponto de corte

consensual de 1/300.
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2.3 FUNDAMENTAQKO DO RASTREIO PRE-NATAL
PARA DESPISTE DAS ANEUPLOIDIAS

As aneuploidias sdo das principais causas de morte perinatal e de deficiéncia na infincia.
No periodo pré-natal, em que jd é impossivel evitar a presenga das malformag¢des congéni-
tas e dos defeitos de nascenga, ¢ apesar disso possivel efectuar a sua detecdo precoce, insti-
tuindo-se um programa de apoio emocional e preparacio psicoldgica para os progenitores.
Consequentemente, a detecgao das aneuploidias cromossomicas constitui a indicagdo mais
frequente para diagndstico pré-natal invasivo. No entanto, os testes invasivos, quer seja por
amniocentese ou bidpsia das vilosidades coridnicas (BVC), estdao associados a um risco de
perda fetal, devendo s ser realizados em gestagOes consideradas de alto risco para aneuploi-
dias(153). O rastreio pré-natal oferece a possibilidade de prevenir o nascimento de criangas
com anomalias congénitas graves. Hd diferentes métodos de rastreio (Quadro 14.) e o mé-
todo de escolha deverd ser o que maximiza a taxa de detecgdo para uma determinada taxa
de falso-positivos(157). O rastreio ndo vai seleccionar todas as gestagOes afetadas (resultados
falso-negativos) e poderd identificar algumas das gesta¢des ndo afetadas como resultados po-
sitivos (resultados falso-positivos). A operagdo bédsica de um rastreio é, conforme definido
por Wald, uma separa¢do de uma dada populagdo em dois grupos: um grupo com um baixo
risco de ser afetado pela patologia em causa e outro com risco suficientemente elevado para
justificar exames diagndsticos(163). Assim, no rastreio do SD, vdrios marcadores sdo avaliados
em conjunto: ¢ ineficaz considerar estes testes individualmente, ou sequer sequencialmente,
porque isso significard que mais mulheres sofreram procedimentos invasivos diagndsticos

para identificar o mesmo nimero de gestagGes afetadas(157).

O objectivo final do rastreio é apurar o risco individual da grdvida ser portadora de um feto
com anomalias cromossomicas, para além do risco associado a idade materna (risco a4 prior:
ou risco basal): baseado nesta informacao, os teste invasivos podem ser oferecidos para deter-
minar o cariétipo fetal. Presentemente os testes invasivos ainda constituem o teste definitivo
de aneuploidias fetais. Deste modo, os programas de rastreio e diagndstico pré-natal permi-
tem aos casais decidirem, informadamente, sobre as suas op¢des reprodutivas [Royal College
of Obstetricians and Gynaecologists, 19971(137). O rastreio do primeiro trimestre permite nio
s6 uma securizagdo precoce, como a tomada de decisdo sobre uma eventual interrupgao da
gravidez, que pode ser realizada antes dos movimentos fetais serem sentidos, num periodo
com menores implica¢des para a saide materna. Para além destes beneficios, podemos ainda

considerar outras vantagens do exame ecogréfico entre 11*° e as 13*¢ semanas: confirmacdo da
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gravidez, confirmacao da viabilidade fetal, datagdo exacta da gravidez, detecgdo de gravidezes
multiplas, corionicidade e amniocidade, diagndstico precoce das principais malformagdes
fetais (acrania, megabexiga, defeitos da parede abdominal)(142,152). O argumento de que
algumas das trissomias detectadas no primeiro trimestre seriam reduzidas espontaneamente
antes do termo da gravidez, ndo constitui argumento contra a aplica¢io do rastreio combina-
do no 1¢ trimestre. Para estas mulheres, as informagdes obtidas precocemente sdo importan-

tes, permitindo decisOes reprodutivas futuras e prevenindo interrupgdes tardias(137).

As desvantagens da abordagem através dos trimestres, no caso dos rastreios integrado sérico
e integrado combinado com ecografia, sdo: em primeiro lugar, o seu fraco desempenho em
compara¢do com uma abordagem combinada do primeiro trimestre (sobretudo quando este
incorpora os novos marcadores ecogréficos); em segundo lugar, o adiamento da tranquili-
zacdo dos pais, que se pode prolongar por varias semanas; em terceiro lugar, a possibilidade
de privar a mulher de optar por uma interrup¢ao no caso de confirmagio de existéncia de
problema; em quarto lugar, o facto de muitas mulheres que n3o concluem o teste nos dois

trimestres ficarem privadas do rastreio(153).

2.3.1 Requisitos bdsicos para um programa de rastreio organizado

Os programas de rastreio organizado devem abranger patologias conhecidas e bem definidas,
com uma prevaléncia bem conhecida, tal como as aneuploidias. Estas sdo patologias medica-
mente importantes para os quais existe uma possivel atitude médica eficaz, que ¢ geralmente
acordada e aceitdvel tanto para a especialistas e autoridades como também para os casais.
Todos os procedimentos, tendo em consideragdo as complicagdes a longo prazo, devem ser
eficientes e as instalagdes disponiveis ou ficeis de instalar. O teste de rastreio deve ser simples
e seguro, com distribui¢do das varidveis bem caracterizada, em individuos afetados e ndo
afetados, com sobreposigio suficientemente pequena. E possivel definir um ponto de corte
adequado. Por dltimo, mas nio menos importante, todas as pessoas que podem beneficiar

deste teste de rastreio devem ter acesso a ele(157).

2.4 RASTREIO PRE-NATAL COMBINADO DO PRIMEIRO TRIMESTRE

Um programa de rastreio eficiente sé pode ser alcangado através da combinagio de informa-
¢Oes provenientes de mais de que um marcador(137), porque infelizmente, nenhum mar-

cador, de per sz, tem poder discriminatdrio suficiente para separar as populacdes afetadas
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das ndo afetadas. O método de rastreio pré-natal mais utilizado na actualidade ¢ o rastreio
combinado do primeiro trimestre onde se conjugam, num software computacional, a infor-
magao obtida na determinagdo dos pardmetros bioquimicos (f-hCG livre e PAPP-A) com a
TN, a idade gestacional obtida pelo CCC e a idade materna, para efectuar o cdlculo do risco
das aneuploidias. N3o existe nenhuma associagao significativa entre TN fetal e a f-hCG livre
ou a PAPP-A, no soro materno, tanto na trissomia 21 como nas gravidezes eupldides. Des-
te modo, os marcadores ecogrificos e os marcadores bioquimicos podem ser combinados
para fornecer um rastreio mais eficaz do que qualquer deles usado individualmente (Brizot
et al.,, 1994, 1995; Nobre et al., 1995; Spencer et al., 1999). Muitos estudos intervencionais
prospectivos envolvendo milhares de mulheres grdvidas, evidenciaram que para a mesma
taxa de falsos-positivos de 5%, o teste combinado do primeiro trimestre identifica cerca de
90% das gestagOes com trissomia 21 (Krantz et al., 2000; Alana et al., 2002; Schuchter et al.,
2002; Spencer et al., 2003¢c; Wapner et al., 2003; Nicolaides et al., 2005; Ekelund et al., 2008;
Kagan et al., 2009a; Leung et al., 2009)(153). Na pritica, esta taxa de detecgdo ndo pode ser
alcangada pela bioquimica ou pela TN fetal individualmente, mas pode ser conseguida pela
combina¢do de ambos(137). Além de detectar 90% dos casos com trissomia 21, verificou-se
também que outras anomalias cromossémicas podem ser identificadas, se considerarmos um
adicional de falsos positivos: o uso do algoritmo para trissomia 21 também identifica cerca
de 75% dos fetos com trissomias 18 e 13. O uso combinado do algoritmo para trissomia 21
com algoritmos especificos para trissomias 18 e 13, melhora a detec¢io destas aneuploidias
para 95%, com um pequeno aumento na taxa de falso-positivos em cerca de 0,1%. Uma outra
consequéncia benéfica da utilizacdo dos trés algoritmos combinados ¢ a identifica¢io preco-
ce de cerca de 85% dos fetos com triploidia(153).

2.4.1 Aspetos éticos

Na pritica médica em geral, os estudos preditivos ou preventivos, com ultima finalidade
diagndstica, encontram justificagdo se estiverem disponiveis recursos que permitam inter-
vir a nivel terapéutico. Existe uma obrigacdo de ndo iniciar qualquer ac¢do, excepto se as
consequéncias da mesma estiverem quantificadas, sejam previsiveis e exista uma terapéutica
eficaz(157). E essencial que o casal possa fazer uma escolha informada, antes de decidir parti-
cipar no rastreio. Na presenca de um resultado de “alto risco ou risco acrescido’; é necessario
que seja oferecido aconselhamento acerca da condicdo em causa e acerca dos procedimentos

que se seguem e dos respectivos riscos.
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2.4.2 A contribuicdo da Fetal Medicine Foundation (FMF)

A FMF desenvolveu um processo de certificagdo introduzindo a formacao, suporte e auditoria
para a adequada implementa¢do de muitos aspectos da medicina fetal e especificamente para
a medi¢ao da TN fetal. Tal como acontece com a introdugio de qualquer nova tecnologia na
prética clinica, € essencial que a medi¢do da TN fetal e de outros marcadores ecogrificos do pri-

meiro trimestre seja adequadamente aprendida e treinada e que seus resultados sejam auditados.

Os certificados de competéncia FMF sdo atribuidos aos ecografistas que, tendo participado
nos cursos tedricos, submeteram os seus conjuntos de imagens a esta centro. Deste modo, a
FMF pretende estabelecer ¢ manter elevados padrdes de execucdo técnica, a nivel interna-
cional, através educagdo continua e de auditorias e deste modo garantir que todos os que
realizam este tipo de exame ecogrifico tenham e continuem a receber a formagio adequada.
O certificado de competéncia para a ecografia das 11*° as 13** semanas ¢ garantido a todos
os profissionais que demonstrem elevados padroes de qualidade técnica, assim como um
profundo conhecimento para o diagndstico e manejo das condigdes identificadas no exame
ecogrdfico(153). Se o profissional pretender fazer uso de marcadores ecogrificos adicionais
para a detec¢do de aneuploidias cromossémicas (eg, osso nasal, 4ngulo facial, fluxo tricdspide
e fluxo ductus venoso), terd de proceder do mesmo modo e obter o certificado FMF através

de treino, demonstragdo e evidéncia de capacidade técnica.

A FMF tem sido, desde a sua fundagdo, o mais forte motor da investigag¢io clinica em medi-
cina fetal. Nos dltimos 10 a 20 anos, o rastreio combinado do primeiro trimestre tem tido
uma grande implementagdo em todo o mundo, muito gragas aos esforcos FMFE. Vdrias linhas
de investiga¢do tém sido desenvolvidas, resultando na individualizagdo de importantes mar-
cadores ecogréficos (eg, osso nasal, o 4ngulo facial, o fluxo da vélvula tricdspide, o fluxo do
ductus venosus, o indice de pulsatilidade das artérias uterinas, o comprimento do colo) e bio-
quimicos (PAPP-A, $-hCG livre e PIGE ou factor de crescimento placentdrio), os quais tém

sido fundamentais na melhoria dos padrdes de qualidade nesta drea.

2.4.3 Resultados fetais adversos

O rastreio combinado do 1¢ trimestre (nomeadamente se acrescido de alguns marcadores
ecogrificos com o indice de pulsatilidade das artérias uterinas e o comprimentos do colo) e/
ou um valor baixo de PAPP-A podem ser utilizados para estratificar as gestagoes como de alto

ou baixo risco para alguns resultados fetais adversos, para além de sindrome de Down(164),
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tais como o aborto espontineo, a morte fetal, a morte neonatal e o parto pré-termo’ , os quais
podem ser antecipados desde o primeiro trimestre(165). O rastreio combinado do 12 trimes-
tre, nomeadamente devido ao seu componente bioquimico PAPP-A, assume deste modo um
potencial valor adicional no despiste destes resultados fetais adversos, desde que os defeitos

de nascenga'® tenham sido excluidos(166,167).

Os obstetras estdo cientes de que a exclusdo das anomalias cromossdmicas através do caridti-
po, assim como a exclusdo das anomalias estruturais 6bvias resultante de ecografias detalha-
das, ndo permitem excluir riscos de outros resultados adversos, em gravidas com resultados
de risco acrescido, em rastreios combinados de primeiro trimestre e/ou baixas concentra¢oes
de PAPP-A. Para além dos resultados fetais adversos descritos, as alteragdes das concentragoes
séricas de BhCG livre e de PAPP-A sdo também preditivas de baixo peso ao nascer, restri¢ao de
crescimento fetal (RCF) e hipertensdo induzida pela gravidez(168). A RCE, cuja incidéncia é
cerca de 4 a 7%, constitui um problema clinico importante, estando associado a complica¢des
como a morte fetal ou neonatal, morbilidade a curto prazo (ou na vida adulta com obesidade
e doenca corondria), dismaturidade e defeitos fisicos ou mentais tempordrios ou permanen-
tes. Por este facto, torna-se relevante distinguir esta entidade de um feto constitucionalmente
pequeno, mas sauddvel(169,170) ou na terminologia pedidtrica, pequeno para idade gesta-
cional (PIG)" (SGA do inglés: small for gestational age). Um feto com RCF significa que ndo
atingiu o potencial geneticamente determinado para a sua idade gestacional(169,171). O
recém-nascido pode ser pequeno quer por motivos constitucionais, quer devido a mudangas
fisiopatoldgicas em factores maternos, placentares ou fetais: 70 % dos fetos PIG sdo pequenos
simplesmente devido a factores constitucionais determinados por etnicidade, paridade, peso
ou altura maternas, enquanto os restantes 30% sio RCF(172,173). O rastreio da RCF ¢ base-
ada no exame clinico e na identificacio de potenciais factores de risco de origem materna,
tais como gravidez prévia com RCE pré-eclimpsia, baixo peso pré-gravidez, baixo ganho de
peso durante a gravidez index(169), defeitos cromossémicos, tabagismo, doencas autoimunes

reumdticas sistémicas, infec¢Oes, medica¢Ges vdrias, etc.

9. A perda da gravidez ¢ definida como a faléncia esponténea da gravidez e inclui aborto espontineo (definida como morte
espontdnea do feto e perda da gravidez até as 19 semanas e 6 dias de gestagdo) e morte fetal (definidas como nascimento de
um feto morto as 20 semanas gestagdo e/ou com mais de 400 g de peso). Aborto € definido como a interrup¢do da gravidez
as 12 semanas de gestacdo ou mais. Morte neonatal € definida como a morte de um nasciturno nos primeiros 28 dias apds o
nasctmento. Parto pré-termo € definido como o nascimento antes das 37, 34 ou 28 semanas completas de gestagdo.

10. Defeitos de nascenga, cromossémicos ou ndo cromossémicos, anomalias estruturais ou_funcionais que estdo presentes
na concepgdo ou ocorrem antes do fim da gravidez e que sdo diagnosticados até aos 6 anos de idade.

11. A definicdo preferida para pequeno para idade gestacional é: peso ao nascimento abaixo do percentil 10, ajustado
para a idade gestacional.
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O parto pré-termo ¢ um dos resultados fetais adversos referidos, ocorrendo em cerca de 5%
dos nascimentos nos paises desenvolvidos, e em 25% nos paises em vias de desenvolvimen-
to(174). Os efeitos adversos decorrentes de parto prematuro impdem um fardo consideravel,
com risco acrescido de doenga pulmonar cronica, lesdo cerebral grave e sépsis neonatal. Ou-
tro resultado adverso referido € a perda fetal recorrente, que ocorre em aproximadamente 1%
das mulheres, tendo sido sugerido que as causas autoimunes sejam um dos factores determi-

nantes em alguns destes casos(103,124).

2.4.4 Parametros ecograficos

2.4.4.1 Comprimento crineo-caudal (CCC)

O comprimento craneo-caudal (CCC) é a medida ecogréfica obtida entre os dois polos do
feto. Pode ser avaliada entre as 7 e as 13 semanas de gestagdo e ¢ o método mais exacto para
a determinagao da idade gestacional, apresentando uma variagao de 3-4 dias relativamente a
data da dltima menstruagdo(175,176). O CCC deve estar situado entre 45 e 84 mm(153), para

uma 6ptima medi¢ido da TN.

2.4.4.2 Transluscéncia da nuca (TN)

Na década de 90 do século passado, o excesso de pele caracteristico do SD foi associado a ex-
cessiva acumulacio de liquido subcutineo na regido da nuca do feto, passivel de visualizagao
e identificado, através da ecografia do primeiro trimestre de gravidez, como um aumento de
transluscéncia da nuca (TN)(142). Virios estudos prospectivos intervencionais (ver Quadro
15.), em centenas de milhares de gravidezes, demonstraram que i) a TN fetal ¢ medida com
éxito em mais de 99% dos casos de trissomia 21, ii) o risco de anomalias cromossémicas
aumenta com a idade materna e com a espessura da TN fetal e iii) nas gravidezes com TN
baixa, o risco relacionado com a idade materna diminui(153). A TN fetal aumenta com o
comprimento crineo caudal (CCC), pelo que ¢ essencial levar em conta a idade gestacional

ao determinar uma espessura de TN aumentada.
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Quadro 15. Estudos prospectivos de rastreio da trissomia 21 pela medicao da TN

A 8 Successful False- : etection rate
Study/year Ge(stakt)lon i N measurement: - T«;ﬁ i -positiv of trisomy
P W %) " | rate(%) | 21(n/N)
Pandyactal/1995 " 10-13™¢ 1000 ¢ 25mm | 34 | 3/4(75.0%)
10-13*¢ 1000  25mm | 27 8/12(66.7%)

25mm i 21 11/19(57.9%)
25mm | 41 7/17(100.0%)
25mm i 2.9 2/2(100 09%)

- 95th percentile . 4.4 34/326(71.8%)

95th percentile 2.3

10/11(90.9%)

- 95th percentile | 5.1 52/64(81.3%)

© 95th percentile | 8.0 74/210(82.9%)

95th percentile 6.4 7/10(70.0%)

95th percentile 4.9

8/38(100.0%)

95th percentile 3.4 9/12(75.0%)

3.0 mm I W 27/30(90.0%)
3.0 mm 0.7 ”‘4/6(66.70/0)

3.0 mm 4.2 ;2/46(69.6%)
3.0 mm 1.7 ;/12(58.30/0)
3.0 mm 2.8 i5/21(61.9%)

99th percentile 0.4 6/8(75.0%)

99th percentile 0.7 15/23(65.2%)

Total 1200868 998 42 669/871(76.8%)

In some of the studies, a cut-off in NT was used to define the screen-positive group; in other studies, the FMF software was
used to estimate patient- specific risks that were based on maternal age, gestational age and fetal NT.
(Adaptado de (153))

A idade gestacional éptima para a medigao da TN situa-se entre as 11*° as 13*¢ semanas de
gestagdo; quando combinada com a idade materna(153), estd reconhecida como um método
eficaz de rastreio das principais trissomias(158). Se a TN for medida por ecografistas certifi-
cados, e se for combinada com a idade materna, s3o atingidas taxas de detec¢do da trissomia
21,18 e 13 de 70- 75% (para 5%, ou menos, de falsos positivos)(153). A TN aumentada tem
contribuido para o despiste das aneuploidias e mostrado ser, durante os dltimos 20 anos, um
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achado transversal a todo um conjunto de anomalias cromossémicas, sindromes genéticos,
importantes defeitos cardfacos e de uma ampla gama de outras malformacdes fetais e displa-
sias esqueléticas(177). No caso da medigdo da TN ser de = 3mm, e uma vez que a adi¢do de
outros pardmetros séricos nao modifica o risco final de aneuploidias fetais, devem ser propos-

tos testes adicionais (testes invasivos) para a elucida¢do daquele aumento(178).

2.4.4.3 Marcadores ecograficos adicionais no primeiro trimestre

Para além da TN, existem os outros marcadores ecograficos do primeiro trimestre, altamente
sensiveis e especificos para o despiste das anomalias cromossémicas: a auséncia ou hipoplasia
do osso nasal (ON), o aumento da impedancia do ductus venosus (DV), a regurgitacio da vél-
vula tricdspide (RT) e 0 aumento do ingulo facial. As altera¢des no ON, DV e RT sdo obser-
vadas em 60, 66 and 55% dos fetos com trissomia 21 e em 2.5, 3.0 and 1.0%, respectivamente
(Matias et al., 1998; Cicero et al., 2001, 2006; Huggon et al., 2003; Nicolaides, 2004; Faiola ez
al.,2005; Falcon et al., 2006; Kagan et al., 2009b, 2009¢; Maiz et al., 2009) (Quadro 16.).

Como nio existe nenhuma associagdo significativa entre o DV, 4ngulo facial, ON ou RT e
os marcadores do rastreio combinado, estes marcadores podem ser incorporados no rastreio
combinado do primeiro trimestre, desde que seja assegurada a correcta determinagio de cada
um, resultando numa melhoria do desempenho para uma taxa de detec¢do de 93 a 96% e uma
diminuic¢do na taxa de falsos-positivos para 2,5% (Kagan et al., 2009b, 2009¢; Maiz et al., 2009).
Do mesmo modo, conseguem-se idénticos desempenhos com uma politica contigente: num
primeiro estadio procede-se a todos os casos ao rastreio combinado do primeiro trimestre
com idade materna, TN fetal, f-hCG livre e PAPP- A sérico. As gravidezes com risco de 1 em
100 ou mais, nesta primeira abordagem, sdo consideradas positivas e as que tiverem um risco
superior a 1 em 1000 sdo consideradas negativas. Um risco entre 1 em 101 e 1 em 1000 cons-
titui um risco intermédio, o que ocorrer em 15% do total das grévidas. Estas dltimas devem
prosseguir para um segundo estadio de rastreio com o osso nasal, ductus venosus e regurgitagao
da tricdspide, que vai modificar o risco obtido no primeiro estidio. O ponto de corte do risco
ajustado neste segundo estadio é também de 1 em 100. Se o risco obtido for maior, as gravi-

dezes sdo considerados positivas e aquelas com risco menor de 1 em cada 100 sdo negativas.

Um outro marcador ecogréfico para o rastreio da trissomia 21, descrito mais recentemente
(Bilardo et al., 2010; Zvanca et al., 2011), é o aumento do fluxo da artéria hepdtica fetal. Este
marcador pode ser aplicado na avaliagdo do grupo de risco intermedidrio apds primeira do
rastreio. O rastreio da trissomia 21 em dois estadios, orientado para o risco individual, ¢ com-

pativel com os principios bdsicos da prdtica clinica em todos os campos da medicina(153).
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Quadro 16. Desempenho do rastreio considerando os parametros ecograficos adicionais

Ultrasound marker Combined screening
Ultrasound marker H
+ maternal age i + ultrasound marker
Detection © TFalse positive ! Detection © TFalse positive
rate (%) rate (90) rate (%) rate (%)
Ductus venosus flow 65-75 5-21 96 2.5
Fetal heart rate - - 90 3
Frontomaxillary facial angle 69 N 95 N
Nasal bone 59873 . 0526 91 25
: : 97 5
Tricuspid regurgitation 59.4 V 8.8 V 87 V 1
96 2.6

(Adaptado de (153))

2.4.5 Bioquimica sérica materna

As gravidezes com aneuploidias fetais estdo associadas a concentragdes alteradas no soro ma-
terno de vdrios produtos feto-placentdrios, incluindo a AFP, a B-hCG livre, a inibina A, o
estriol nao conjugado (uE3) e a PAPP-A(153).

No primeiro trimestre e nas gravidezes com trissomia 21, a concentragao sérica materna de
B-hCG livre é duas vezes mais elevada e a da PAPP-A ¢ reduzida para metade, quando em com-
paracdo com as gravidezes euploides(153). Em gestagOes euploides, o valor médio ajustado para
ambos B-hCG livre e PAPP-A ¢ 1,0 MoM, enquanto que na trissomia 21 a MoM média para a
B-hCG livre é de 2,0 e a MoM média para a PAPP-A € de 0,5 (ver Quadro 17.) e a diferenga, para
a B-hCG livre, entre gravidezes euploides e trissémicas aumenta com o tempo de gestacdo. No
primeiro trimestre, a amplitude da diferenca é, no entanto, mais pequena do que para a PAPP-
-A. Para este dltimo, consegue-se um melhor desempenho as 9-10 semanas de gestagao do que
as 13 semanas, porque a diferenca entre gravidezes euploides e trissémicas é maior no primeiro
periodo. Nas trissomias 18 e 13, as concentra¢des séricas de p-hCG livre e de PAPP-A estdo
diminuidas (Tul et al., 1999; Spencer et al., 2000a). No caso de anomalias dos cromossomas
sexuais, a f-hCG livre pode estar normal e a PAPP-A ¢ baixa(179)(ver Quadro 17.).
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Quadro 17. Variacao das MoM'’s dos parametros bioquimicos, nas diferentes aneuploidias.

Normal Trissomia 21 Trissomia 18 Trissomia 13 46,X0 46,XXY
{’n}.‘fﬁi',“’e o 20 02y ) LI 1,07 ()
f&‘.im, 0 05 02 03 oY) 088(=)

(Adaptado de (146, 153))

2.4.5.1 Proteina-A plasmdtica associada a gravidez (PAPP-A)

A proteina-A plasmdtica associado a gravidez (PAPP-A) é uma proteina encontrada na circu-
lagdo das mulheres grdvidas e que foi originalmente isolada por Gall Halbert (1972), como
uma das quatro proteinas de origem placentdria associadas a gravidez: PAPP-A, B, C e D. Duas
eram j4 conhecidas proteinas placentdrias (o lactogénio placentdrio (PAPP-D) e o PAPP-C) e
as outras duas, PAPP-A e PAPP-B, foram descobertas de novo(180).

A PAPP-A ¢ uma glicoproteina de peso molecular 750.000 KD e com uma mobilidade elec-
troforética a2, tal como Bischof a descreveu em 1979. A época foi consensual o aumento
da concentragdo com a idade gestacional e o seu desaparecimento algumas semanas depois
do parto. Em 1979 e durante vérios anos, PAPP-A nio foi detectada no soro de homens ou
mulheres ndo-grdvidas. Pensava-se que era apenas produzida na placenta e secretada para a
corrente sanguinea materna, pois tinha sido detectada no sinciciotrofoblasto, por imunoflu-
orescéncia, em 1976 por Lin e Halbert, local de onde poderia ser extraida. Durante 25 anos
seguintes, o conhecimento sobre a biologia da PAPP-A e sua fungdo bioldgica permaneceu
evasivo. Mais recentemente, a PAPP-A foi considerada membro fundador de uma subfamilia
de metaloproteinases, chamada pappalisinas(181,182). A PAPP-A existe sob duas formas prin-
cipais: na gravidez a circula como duas moléculas de PAPP-A covalentemente ligadas a duas
moléculas de proMPB (proteina bésica principal dos eosinéfilos). Este complexo heterotetra-
mérico de 2:2 ¢ proteoliticamente inativo. Pelo contrdrio, a PAPP-A secretada por células de
cultura e a PAPP-A produzida por células vasculares iz vivo, é um dimero proteoliticamente

ativo, ndo ligado covalentemente ao proMBP(182).

Contrariamente ao que se pensava desde 1979, a sintese da PAPP-A, em individuos ndo-grdvi-
dos, tem sido relatada em vdrios tecidos, como por exemplo, nos osteoblastos, nas células de
musculo liso vascular, no corpo luteo, nas trompas de Fal6pio, no endométrio, na prdstata, no

testiculo, no rim, no cdlon, no figado, no pancreas, no miocérdio, no baco, na medula dssea,
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nos tumores trofobldsticos e no carcinoma de mama(181,182). O achado de que o mRNA da
PAPP-A ¢ sintetizado em todos os tecidos examinados, tanto reprodutivos como nao repro-
dutivos, é surpreendente, ¢ indica que a PAPP-A tem outras fung¢des para além das associadas
a gravidez: claramente, PAPP-A j4 nao deve ser considerada apenas uma “proteina associada
a gravidez” A abundincia especifica de PAPP-A ¢ do mRNA do proMBP varia entre tecidos;
a placenta de termo tem niveis mais elevados (cerca de 200 vezes mais elevados) do que todo
o tecido ndo-placentdrio testado. Este achado confirma que o local principal para a sintese de
PAPP-A e de proMBP durante a gravidez ¢ a placenta, concretamente a superficie das vilosi-
dades placentdrias em contacto com o sangue materno(183). Nem a PAPP-A ou o proMBP

sao sintetizados em tecidos ndo placentares em quantidades compardveis com as da placenta.

A demonstragdo em 1999, por Lawrence et al.(181), de que a PAPP-A cliva especificamente a
proteina ligante do factor de crescimento tipo insulina (insulin-like growth factor binding pro-
tein-IGFBP-4), de um modo dependente da presenga de IGF-I ou IGF-II (Insulin Growth Factor
TouII),e que é, por sua vez, um inibidor da ac¢do da IGE parece indiciar que a PAPP-A tenha
um papel no sistema IGF/IGFBP, como um regulador importante da biodisponibilidade lo-
cal IGE. A maioria dos trabalhos publicados até agora tém-se concentrado na PAPP-A como
uma metaloprotease da IGFBP-4, derivada do sinciciotrofoblasto. A IGFBP-4 ¢ uma proteina
inibidora e que se liga, com alta afinidade, as IGFs, evitando desse modo a sua interagdo
com o receptor IGF-I, que medeia o crescimento celular. A PAPP-A cliva a IGFBP-4 no meio
da proteina, reduzindo consideravelmente sua afinidade para com as IGFs, libertando-os,
desse modo, para a ligagdo ao seu receptor. Uma importante caracteristica da interac¢io da
PAPP-A com IGFBP-4 ¢ a dependéncia da IGF(181). A PAPP-A surge como tendo um papel
determinante no crescimento e desenvolvimento feto-placentar, através de sua capacidade
proteolitica da IGFBP(183).

Fungoes clinicas da PAPP-A: a partir de 1990, a PAPP-A passou a ser utilizada clinicamente
como marcador no rastreio do sindrome de Down. Os niveis séricos de PAPP-A aumentam
de modo constante, em cada semana gestacional, numa gravidez euploide(147). Numa gravi-
dez afectada por trissomia 21 ou trissomia 18 a concentragio sérica materna da PAPP-A, no
primeiro trimestre, pode reduzir-se para metade. A expressdo placentar do mRNA da PAPP-A
ndo ¢ muito diferente entre uma gravidez normal e uma gravidez com trissomia, sugerindo
que a diminui¢do do soro materno da PAPP-A em gesta¢Ges trisdmicas se deve a eventos pos-
-translacionais alterados, como os mecanismos que afetam a secregdo proteica ou o transporte
através da placenta. A taxa de deteccdo da PAPP-A individualmente € de aproximadamente
529 para 5% de taxa de FP(184).
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Niveis reduzidos de PAPP-A circulante durante o primeiro trimestre, na auséncia de sindro-
me de Down, estdo também associados ao desenvolvimento de complicagdes na gravidez e a
ocorréncia de resultados fetais adversos como a pré-eclimpsia, parto prematuro, aborto, PIG,
RCF e diabetes gestacional (ver 2.4.3.) (171,186,187,189)(165,182,183,185). Uma explicagdo
plausivel para a relagdo entre baixos niveis de PAPP-A no soro, md fungéo placentdria e po-
tencial PIG, resulta das referidas propriedades proteoliticas da PAPP-A sobre a IGFBP-4 e do
seu papel importante sobre o sistema IGF/IGFBP. Niveis reduzidos de PAPP-A teriam menos
acgdo proteolitica sobre a IGFBP-4, libertando menos IGF I e II activas (ficando inactivas,
porque ligadas a IGFBP-4), e o resultado seria alteragdo na invasdo do trofoblasto e o reduzi-
do crescimento fetal(186). Tendo em conta as importantes implica¢des clinicas entre valores
séricos baixos de PAPP-A e resultados fetais adversos atribuiveis a insuficiéncia placentar, por
um lado, e o seu uso crescente como pardmetro de rastreio do primeiro trimestre, salienta-se

a importincia do seu uso como proteina que confere risco de insuficiéncia placentar(183).

2.4.5.2 Fracgdo livre da subunidade p da hormona gonadotréfica

coriénica humana livre (B-hCG livre)

A hormona gonadotréfica coriénica humana (hCG), descrita hd mais de 80 anos(187,188),
¢ uma glicoproteina heterodimérica constituida por uma subunidade alfa (a) idéntica a de
outras hormonas glicoproteicas (eg, TSH, FSH,LH)(189,190), ¢ uma subunidade beta (),
exclusiva da hCG(191).

Além de hCG intacta, existem diversas variantes de hCG no soro, urina e noutros fluidos
corporais, durante a gravidez e em situagdes patoldgicas(63,192,193). No primeiro trimestre
da gravidez, a p-hCG livre, como marcador de rastreio aneuploidias, é mais discriminativa do
que a hCG total'>. Quando combinada com a idade materna, TN e PAPP-A, a f-hCG livre
apresenta melhor taxa de detec¢io do que o hCG total (2-3%). As 13 semanas, a hCG total
apresenta melhor taxa de detec¢do do que a p-hCG livre (1 a 29%0)(147).

A hCG ¢ secretada pelas células trofobldsticas da placenta entre o 8¢ e o 102 dia depois da
concepgao, atingindo o seu pico na circulagido materna entre a 82 e a 102 semana de gestagio.
Os niveis séricos mais elevados de hCG sio observados no primeiro trimestre da gravidez,

para de seguida declinar e estabilizar nos restantes segundo e terceiros trimestres (pela 202

12. Se se usar a hCG intacta em vez da B-hCG livre, as taxas de deteccio da trissomia 21 reduzem-se em 59%.
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semana), enquanto que a progesterona e estrogénio continuam a aumentar até o fim da
gravidez. A hCG intacta torna-se detectdvel no soro materno (= 25 UI/l) cerca de 8 a 10 dias
apds a concepgdo e a sua concentragao aumenta até atingir o seu pico (150.000-250.000 UI/1)
as 8-10 semanas apds a data da dltima menstruagdo. Nesta altura, as concentragdes de hCG
individuais apresentam uma grande variagdo, com valores que podem variar entre 5.000 para
300.000 UI/L A sua concentragdo, entre a 112 a 132 semanas de gestagdo completas, diminui
aproximadamente 20% a 40%(147), para um nivel estdvel de aproximadamente 12.000 UI/l
no restante segundo e terceiro trimestres de gravidez, embora, novamente, possam ser encon-
tradas grandes variagdes individuais. Em gravidezes gemelares os niveis de hCG sdo 30 a 50%

mais elevados.

O papel da hCG é suportado pela observagao de que a administragdo de anti-soros anti-hCG
leva a interrupgdo da gravidez, e que o risco de aborto espontineo estd directamente relaciona-
do com baixas concentragdes de hCG. Embora o papel fisioldgico da hCG durante a gravidez
humana nio esteja totalmente esclarecido, ndo hd davida de que o papel primdrio da hCG, no

inicio da gravidez, ¢ o de prolongar a vida funcional do corpo lateo e assim manter a gravidez.

Para além de sua fungdo enddcrina, tem sido sublinhada a influéncia da hCG no sistema

imunoldgico (ver também 1.5.2).

Fungoes clinicas da p-hCG: Para além da sua utilizagdao no diagndstico laboratorial de gravi-
dez,a p-hCG (total e livre) passou a ser utilizada no 2¢ trimestre, e mais tarde no 12 trimestre,
como marcador do rastreio de aneuploidias. A concentragao sérica materna da p-hCG livre,
entre as 11 as 136 semanas, estd aumentada para o dobro no caso da trissomia 21, diminuida
para um quarto no caso da trissomia 18, e diminuida para metade no caso da trissomia 13
(ver Quadro 17.).

2.4.5.3 O factor de crescimento placentar (PIGF)

O factor de crescimento placentar (PIGF) é um membro da subfamilia dos factores de cres-
cimento endotelial vascular (VEGF). E expresso pelas células do trofoblasto, e tem fungdes
vasculogénicas, estando implicado na angiogénese e invasio trofobldstica das artérias espirais

maternas(194).

O PIGF foi isolado na placenta humana de termo em 1991, mas pode ser também detectado
noutros tecidos como o coragio, o pulmdo, o musculo e tecido adiposo. Tal como referido, a

PIGF ¢ redundante no normal desenvolvimento vascular e respectiva manuten¢do, mas con-
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tribui para a angiogénese na gravidez, reparagio de cicatrizes, crescimento tumoral e condi-
¢Oes isquémicas. O principal papel clinico atribuido ao PIGF ¢ no despiste pré-eclampsia. Por
seu turno, os resultados das taxas de detec¢do do rastreio combinado do primeiro trimestre
para o despiste das aneuploidias e outras patologias da gravidez podem ser melhoradas pela
inclusio do PIGF sérico(195). Os niveis séricos maternos de PIGF as 11*° as 13*¢ semanas de
gestacdo estdo diminuidos nas gravidezes com defeitos de placentagio, que resultam especifi-
camente em pré-eclimpsia e recém-nascidos pequenos para a idade gestacional (PIG), assim

como em gestagOes com fetos afectados por trissomia 21(194,195).

No periodo das 8 a 10 semanas de gestacdo, dois estudos recentes (Koster et al. e Cowans et
al.) referem resultados contraditdrios relativamente ao valor acrescentado da PIGF no des-
piste das trissomias. Num outro estudo, Pandya (84) refere que o valor da PIGF no soro
materno, as 8-13 semanas, nas gravidezes afectadas, se encontra reduzido, constatando que a
determinagdo do PIGF melhora o desempenho do rastreio combinado do 1¢ trimestre. Em
ambas as circunstincias, gravidezes euploides e gravidezes afectadas por trissomia 21, existe
uma associagdo significativa entre os niveis séricos de PIGF e PAPP-A, que presumivelmente
refletird os papéis destes péptidos no desenvolvimento placentdrio e/ou a sua origem comum
no trofoblasto. A associagdo da PIGF a -hCG livre e ao PAPP-A melhora substancialmente o

desempenho do rastreio bioquimico do primeiro trimestre da trissomia 21.

2.4.6 O algoritmo para obtenc¢ao de risco

Como parte integrante da avaliacdo de risco pré-natal utiliza-se um complexo algoritmo
computacional, que gera o grau risco individual para as trissomias 21, 18 ¢ 13. O uso de
aplicagdes de software especializadas é considerado necessdrio para o despiste do sindrome
de Down devido a natureza complexa do cédlculo e da interpretagdo dos resultados, a neces-
sidade de relatdrios especificos para cada gestagio e ao elevado ndmero de amostras que s3o
processadas. Os software de cdlculo do risco utilizam curvas de Gauss para as distribui¢des
das TN e dos valores séricos normais e afectados para calcular os ricio de probabilidade (/-
kelihood ratio (LR)). Estes LR sdo descritos pelas médias de logaritmo de base 10 (log10) das
MoM’s, desvios padrio e coeficientes de correlagio entre os marcadores séricos. Aplica¢des
de software com estas caracteristicas podem ser obtidas comercialmente(147): o Astraia ou
o ViewPoint PIA database sio programas informdticos aprovados e certificados pela Fetal
Medicine Foundation (algoritmo FMF UK).
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No desenvolvimento de algoritmos de risco para o rastreio combinado, a estimativa precisa
do risco especifico da gravidez exige ajustes nas quantifica¢des de p-hCG livre e PAPP-A
(MoM’s destes pardmetros), tendo em conta a idade gestacional, o peso materno, a etnia, o
tabagismo e método de concep¢ao(196), calculando o récio de probabilidades, baseado na
sobreposi¢do das distribui¢des multivariadas das curvas Gaussianas definidas pelos parime-
tros das popula¢des afectadas e ndo afectadas. O risco individual especifico de cada gestagao
¢ calculado multiplicando o risco basal (a priori), para o sindrome de Down, (geralmente
baseado na idade materna(197) ou em antecedentes de aneuploidias(142)), pelo récio de

probabilidade obtidos para cada varidvel(137).

2.4.6.1 Defini¢do de risco individual

A decisdo de cada casal, no que concerne ao desfecho da sua gestagdo, caso sejam confronta-
dos com um risco acrescido, deve ser uma decisio baseada em informacio adequada e o mais
préxima do “estado da arte” possivel. A obriga¢do do grupo de profissionais que se dedica ao
diagndstico pré-natal é o de fornecer um risco da gravidez estar afetada, usando o método
mais exacto e permitindo aos pais decidirem a favor ou contra do teste invasivo(198). Deste
modo ¢ necessdrio caracterizar o risco de cada gestacdo, do modo mais individual possivel,
calculando-o a partir do risco a priori (como j4 referimos depende da idade materna e da
idade gestacional - Quadro 11.) e multiplicando-o por uma série de factores, que dependem
dos resultados dos achados ecogrificos e dos testes bioquimicos maternos levados a cabo no
1¢ trimestre. De cada vez que um teste ¢ executado, o risco anterior, que resultou da anterior
multiplicagdo, ¢ novamente multiplicado pelo factor do teste para calcular o novo risco, que
se torna o risco de base a ser multiplicado pelo préximo teste. Em suma, o risco individual re-
sulta da multiplica¢io do risco a priori pelo récio de probabilidade de uma anomalia especifica
ou marcador(197,198). No acompanhamento de cada gravidez, o objectivo do rastreio é forne-
cer aos pais uma avaliacdo individualizada e exacta do risco de trissomia 21, na qual se possam

sustentar para tomar a sua decisao sobre a realiza¢do posterior de um teste invasivo(199).
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2.4.6.2 Os factores de correcgao

No rastreio bioquimico do primeiro trimestre é recomendado que as MoM’s dos valores
medidos de p-hCG livre e de PAPP-A sejam ajustados para as caracteristicas maternas e da
gravidez, para que as mesmas ndo afectem de forma adversa a taxa de falsos positivos do
teste de rastreio(200). As concentra¢des séricas dos referidos produtos placentdrios sio afeta-
das por diferentes caracteristicas maternas e relacionadas com a gravidez, incluindo a idade
gestacional, peso materno, a etnia, o tabagismo, o método de concepgao e a paridade, bem
como o equipamento e reagentes utilizados para a andlise. Consequentemente, no cdlculo de
risco para aneuploidias usando esses marcadores, € necessdrio ter em conta os efeitos dessas
varidveis maternas nas MoM, antes de comparar gravidezes afectadas e nio afectadas(196)(Fi-
gura 5.). Os factores de correc¢io sdo baseados nos dados demogréficos das grdvidas e outra
informagdo relacionada com a gravidez que possa fazer melhorar o desempenho do rastreio,

optimizando a interpretacao.

Figura 5. Efeito estimado, sobre a (a) HCG e a (b) na PAPP-A, dos diferentes grupos étnicos,
dos habitos tabagicos, tipos de concepcgao e da paridade. O IC é de 95% .
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Data da colheita: a sensibilidade clinica e especificidade para o despiste do SD sdo mais ele-
vadas as 11'° as 13*¢ semanas de gesta¢do. As medi¢Ses de ambos os marcadores TN e PAPP-A
tém melhor desempenho as 11 semanas completas (no caso da PAPP-A o melhor desempe-
nho até ocorre as 9-10 semanas), enquanto que a p-hCG livre tem um desempenho que vai

melhorando, desde as 11*° as 13*¢ semanas completas.

Idade gestacional: O melhor desempenho do rastreio ¢ obtido expressando a idade gesta-
cional em semanas e dias ou semanas decimais (ex: 12 semanas, 5 dias sao 12.7 semanas). Se
o laboratdrio optar por reportar a idade gestacional como semanas completas, ela deve ser
expressa em semanas (ex: 12 semanas, 5 dias sdo 12 semanas completas) em vez das semanas

arredondadas (ex: 12 semanas, 5 dias sdo 13 semanas completas).

Método de datagido da idade gestacional: No primeiro trimestre, 0 método mais comum
para determinar a idade gestacional ¢ a datagdo pela medicdo ecogrifica do comprimento
crineo-caudal (CCC). A medigao do CCC das 11 as 13 semanas de gestacdo completas (ou an-

tes) permite uma estimativa muito exacta da idade gestacional com uma variacio de 3-4 dias.

Peso materno: para cada um dos analitos, as concentra¢des sio em média mais elevadas em
grdvidas de menor peso e menores em mulheres de peso mais elevado, pelo efeito de dilui¢ao
dos analitos. Todos os marcadores séricos do primeiro trimestre devem ser ajustados para o

peso materno, no despiste das aneuploidias(201).

Etnia materna: os efeitos da pertenga a determinados grupos étnicos estdo bem definidos,
com aumento nos niveis de PAPP-A de 25% (ou mais) em afro-americanos, e com altera¢des
um pouco menores para a PAPP-A, a hCG e f-hCG livre nos grupos étnicos americanos-asi-
dticos e hispano-americanos. Tais mudangas devem ser contabilizadas nas interpretagdes de
sindrome de Down(201,202), pois a ndo correcgdo para a etnia, no caso dos afro-americanos,

pode condicionar uma aumento de falsos negativos por infra-estimagdo dos seus reais valores.

Habitos tabdgicos maternos: entre as fumantes, os niveis de ambos p-hCG livre e PAPP-A
sdo significativamente reduzidos para cerca de 15% a 20%, respectivamente, ndo sendo o
efeito dependente do nimero de cigarros fumados(203,204). Se este facto nio for levado em
conta, poderd ocorrer uma sobre-estimagao dos valores de PAPP-A, levando a ocorréncia de

um aumento de falsos positivos.

Técnicas de reprodugao medicamente assistida: as concentracdes dos marcadores do pri-
meiro trimestre tém sido avaliadas em diferentes tipos de técnicas de reprodugio assistida,

principalmente na fertilizago i vitro: face as variagdes do PAPP-A e B-hCG livre encontradas
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nestas circunstincias, sio necessdrios ajustes no algoritmo. Do mesmo modo que no tabagis-
mo, as técnicas de reproducdo medicamente assistida podem condicionar um acréscimo de

falsos positivos, pela diminui¢do da PAPP-A.

Gravidezes Gemelares: No rastreio de gravidezes gemelares ¢ necessdrio o ajuste das MoM’s
calculadas para se ter em conta a presenca de dois fetos: de um modo geral, para a f-hCG livre,
basta dividir a MoM observada e corrigida por 2.023. Os valores da PAPP-A, em gravidezes mo-
nocoriodnicas, sao mais baixos do que em gravidezes gemelares dicoridnicas pelo que sdo neces-

sdrios dois factores,~2.192 em gravidezes dicoridnicas e 1.788 em gémeos monocorionicos(205).

Diabetes Mellitus insulino-dependente materna: Nas gravidezes com diabetes mellitus
insulino-dependente ndo sdo necessdrios ajustes nos marcadores TN fetal e p-hCG livre; no
entanto, para o PAPP-A, ocorre uma redugdo de 15% em gravidas com DMID, pelo que é
necessdrio adicionar um factor de correc¢dao aquando do célculo do risco de aneuploidias no

primeiro trimestre(206).

Os factores de correcgdo decorrentes das varidveis maternas e aplicados sobre as concentra-
¢Oes séricas devem ser calculados utilizando técnicas de regressdo apropriadas. Ndo ¢ ade-
quado incorporar esses factores numa tnica equagio de regressio multipla, pois nem todos
as varidveis maternas estdo disponiveis em cada gravidez. Cada factor de correcgdo deve ser
aplicado separadamente, sendo a regressdo primdria a da obten¢do da mediana do marcador
sérico referido a idade gestacional, que determina os valores medianos normais. A regressao
referida a idade gestacional ndo € afetada por outras varidveis, permitindo ao especialista em
Medicina Fetal observar separadamente o efeito dos ajustes decorrentes da aplicagdo dos di-
ferentes factores de correcgdo relacionados com as diferentes varidveis. A andlise de regressao
multipla pode ser utilizada para definir a contribui¢do das varidveis maternas que influen-
ciam a concentra¢ao f-hCG livre e a PAPP-A e a interagdo entre essas co-varidveis, no rastreio
bioquimico do 1¢ trimestre. Em conclusdo, para a utiliza¢do dos pardmetros bioquimicos
(B-hCG livre e a PAPP-A) no rastreio da trissomia 21, é essencial que os valores medidos sejam

ajustados para as caracteristicas maternas e da gravidez(157)(ver figura 5.).

2.4.6.3 Determinacao dos valores medianos

A determinagido das medianas dos marcadores séricos constitui o primeiro passo da estima-
tiva de risco. Para a sua determinagdo deve ser utilizada uma amostra com idealmente um

\

minimo de 100 casos de cada semana gestacional completa, desde as 11*° as 13*¢ semanas.
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Tratando-se de analitos estdveis, como ¢ o caso da -hCG livre e da PAPP-A, ¢ possivel a sua
conservagao a -20°C ou -70°C, para ulterior utilizagdo. Podem também ser utilizadas amos-
tras consecutivas; embora no sentido estrito a determinagdo das medianas deva ser baseada
em gravidezes ndo afectadas, dado que o SD ¢ relativamente raro, os valores obtidos nessas
gravidezes vao ter um efeito negligencidvel na determinagdo da mediana, pelo que nio ¢ ne-
cessdrio que todas as amostras estejam documentadas quanto a corresponderem a gravidezes
ndo afectadas(147), permitindo a obten¢do de uma estimativa exacta das medianas obtidas
dos valores de todas as gravidas rastreadas. A utilizagdo da andlises de regressdo permite usar
menos amostras para estabelecer medianas. A “suaviza¢do” dos valores medianos observados
pela andlise de regressdo ponderada fornece medianas confidveis e precisas. A utiliza¢ao de
valores da mediana que sdo especificos para cada dia da gestagio melhora o desempenho do

rastreio e o seu uso € incentivado.

Deste modo, para a conversdo da concentragdo sérica de cada marcador bioquimico testado,
num multiplo da mediana (seu valor de MoM), recorre-se a divisdo da concentra¢do de cada
um, determinado para cada grdvida, pela mediana normal obtida em mulheres gravidas com
a mesma idade gestacional(145). Essencialmente, cada concentra¢do sérica determinada ¢
primeiro convertida num valor multiplo da mediana (MoM) especifico para uma gravidez da
mesma idade gestacional, peso materno, tabagismo, etnia e método de concepgao, etc.. A dis-
tribuicdo das MoM’s de cada metabolito, nas gravidezes nio afectadas e nas com trissomia 21,
¢ assumida como Gaussiana, especificada em termos de médias, desvios padrio e correlagdes.
O modelo de regressio multipla ¢ usado para estimar os ricios de probabilidade (/zkelthood
ratios-LR) para os marcadores bioquimicos que podem ser combinados com a idade materna,

por forma a obter riscos especificos da gréavida, em cada caso(196).

2.4.6.4 Estimativa das taxas de detec¢ao e de falsos positivos

As medidas de desempenho do teste de rastreio sdo a taxa de detec¢do (a propor¢io de gravi-
dezes afectadas com resultados positivos), a taxa de falsos positivos (a propor¢io de gravidezes
ndo afectadas com resultados positivos) e a probabilidade de estar afectado dado um resulta-
do positivo (OAPR (affected positive/unaffected positive)). O quadro 18 resume as medidas
de desempenho do rastreio combinado do 1¢ trimestre, em estudos publicados na literatura.
As medidas de desempenho do teste variam com o ponto de corte utilizado, com a execugdo
dos pardmetros ecogréficos e bioquimicos, com os equipamentos utilizados, com o software
e com os factores de correc¢ao implicados na produgio do risco individual(207).
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Quadro 18. Desempenho do Rastreio combinado do 1° trimestre nos diferentes estudos.

Incidence

Women

. Sample : Trisomy 5 Median Cut-off DR FPR
Stud Gestat| e f t t f H
Ly cstaton size 21 (N) © giomy age az ;5970/?) level | % %
Bindra et al. 2002 [40] 11-14 15030 82 1:175 34.0 47.1 1:300
Crosley = 10-14 17229 45 1250
etal. 2002[41] :
Wald et al. 2003 [16] 10-13 39983 85 1:310
Wapner et al. 2003 [42]; 10 - 14 8514 61 1:270
11 38167 117 1:300
Malone 12
et al. 2005 [9]
13
Rozenberg .
etal. 2006143] 11-13 14934 51 1:250
Kagan et al. 2008 [44]: 11 -13 56771 395 1:200
Okun et al. 2008 [45]: 11-13 14487 62 1:200
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2.4.7 Modelos de rastreio do primeiro trimestre

As actividades que conduzem ao rastreio das aneuploidias devem ser fornecidas como um
servio integrado. O programa de rastreio encerra muitos episodios separados que necessitam
de ser coordenados e que incluem o ensaio dos pardmetros bioquimicos, a sua interpretagao
para obter uma estimativa do risco exacta, a ecografia usada para datar a gravidez e aferir
os marcadores ecogrificos, o aconselhamento e os procedimentos diagndsticos que se se-
guem, caso a gravida tenha sido considerada com risco acrescido. O rastreio nao pode ser um
conjunto de interveng¢des clinicas desgarradas, feitas de modo oportunistico, mas antes um
processo bem organizado, de uma equipa especializada, que leve em linha de conta a dispo-
nibilidade de recursos(157).

O rastreio combinado do primeiro trimestre pode ser efectuado segundo diferentes modelos.
Um exemplo € o conceito OSCAR(137) que implica a execuc¢do do exame ecogrifico e sérico
na mesma ocasidao, bem como o posterior aconselhamento ao casal. Este modelo tornou-se
vidvel com o aparecimento de equipamentos automatizados, precisos e reprodutiveis, que
permitem a obteng3o de resultados em de 30 min (de execugdo técnica). A idade gestacional
ideal para a aplicagdo do conceito OSCAR ¢ as 12 semanas, sendo a taxa de detec¢do da tris-

somia 21 de 90% e a taxa de falsos-positivos de 5%.

Uma outra abordagem possivel é a execucdo da ecografia e da colheita de sangue em simul-
tAneo, diferindo o processamento da amostra para o laboratdrio de referéncia, devidamente
acompanhada do relatério da ecografia com a medida da TN e demais dados clinicos. E o
laboratdrio de referéncia que elabora o relatério de risco combinado, posteriormente envia-

do para o obstetra num tempo util de 24-48 horas, para atempado aconselhamento do casal.

O teste sequencial constitui uma alternativa as anteriores: a amostra de sangue ¢ colhida pou-
cos dias (9-10 semanas) antes do exame ecogrifico (12 semanas), por forma que os resultados
bioquimicos (PAPP-A e p-hCG livre) possam estar disponiveis no momento da ecografia e o
obstetra possa calcular o risco combinado individual e aconselhar o casal, na mesma visita.
Este modelo permite aumentar a taxa de detecgdo de 90% para 93-94%, pois o parimetro

bioquimico PAPP-A, quando avaliado as 9-10 semanas, apresenta maior sensibilidade.

Uma quarta opg¢do seria a de fazer a ecografia as 12 semanas e optimizar ao desempenho dos
testes bioquimicos, medindo a PAPP-A as 9 semanas e a -hCG livre na altura da ecografia (12
semanas) com um taxa de detecgdo estimada de 95%(153). Por ultimo, a melhor estratégia de

todas, que aumenta a taxa de detec¢do da trissomia 21, para um ponto de corte de 1 para 100,
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para 95% (taxa de falsos positivos de 2,5%), ¢ a que se consegue com a combinagio de idade
materna, parimetros bioquimicos, multiplos parimetros ecogrificos (CCC, TN, ON, DV, re-
gurgitacdo da tricispide)(208). Outras alternativas descrevem a possibilidade da execugao dos
exames bioquimicos séricos a todas as gravidas, seguido de TN fetal apenas nas grdvidas com
risco intermédio, decorrente da bioquimica. Os desempenhos obtidos ndo sio superiores,

obtendo-se taxas de detecgdo de 80 a 90% e taxas de falsos-positivos 4 a 6%.

Como resultado da aplicagdo dos modelos referidos acima, ocorreram vdrias mudangas nas
ultimas duas décadas: os testes de rastreio e de diagndstico das aneuploidias passaram do
segundo para o primeiro trimestre e a avaliagdo da gravidez as 11 semanas surge hoje em dia
como essencial, ndo s6 no despiste das aneuploidias, mas também na antecipagdo de muitas
patologias da gravidez, como sejam parto pré-termo, pré-eclimpsia, nado-mortos, atraso de

crescimento e macrossomia(209).

2.4.8. Centro de referéncia e certificagio FMF para o rastreio Pré-Natal

A certificagdo FMF do laboratério garante a qualidade e fiabilidade dos resultados bioqui-
micos, como parte integrante do cdlculo do risco combinado do 1¢ trimestre, assim como a
certificagdo ecogrdfica, garantem a qualidade e experiéncia das medigdes utilizadas no cilculo
do risco combinado 1¢ trimestre. As auditorias associadas a certificagio permitem demons-
trar e evidenciar a manutengdo da qualidade e da reproductibilidade das medi¢Ges efectua-

dos pelos diferentes intervenientes certificados.

O processo para atribuicdo da certificagdo pela FMF para o diagndstico pré-natal - rastreio
combinado 1¢ trimestre, obedece 2 aceitagdo e ao cumprimento de um conjunto de crité-
rios, de cardcter obrigatdrio, tais como a obten¢do de equipamentos especificos, altamente
precisos e exactos, para a execugdo dos pardmetros bioquimicos (PAPP-A e a 8-HCG livre),
utilizados no célculo do risco combinado; a execu¢do de trés niveis de controlo mais do que
uma vez por dia, por forma a garantir um coeficiente de variagdo inferior a 3%; a participagdo
nos ensaios de avaliagdo externa de qualidade da “UK-NEQAS for Maternal Serum Screening
in the First Trimester (Down’s)” (a continuidade da certificacdo pela FMF estd condicionada
a demonstragio dos resultados obtidos na avaliagio externa de qualidade referida). E também
obrigatdrio a utilizagdo de software apropriado e certificado, para a obtengdo do risco indivi-

dual, com algoritmo de cédlculo aprovado pela FMF e passivel de ser actualizado anualmente.
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E mandatério o preenchimento de um formuldrio/inquérito, que acompanha todas as amos-
tras colhidas, para fornecimento de informagdo pessoal e clinica necessdria a identificagdo e
correcta interpretacdo do teste: informagio bdsica sécio-demogrifica; idade gestacional e mé-
todo pelo qual é determinada; peso materno; etnia materna; nimero de fetos; histdria familiar
de sindrome de Down; presenca ou nio de diabetes insulino-dependente; método de concep-
¢do; tabagismo; medi¢do em mm da TN; medi¢do em mm do CCC; identificagdo do ecografis-

ta e respectivo centro; etc (ver anexo 1). As gravidas devem dar o seu consentimento informado.

2.5. DESENVOLVIMENTOS NO RASTREIO PRE-NATAL

Em 2005, D’Alton afirmava que da extragdo de material fetal na circulagdo materna pode-
ria vir a surgir a metodologia, ndo-invasiva, para o diagndstico pré-natal das aneuploidias.
Apesar do cffDNA, originado das células trofobldsticas apoptéticas, ter sido detectado em
circulagdo materna em 1997(210), estas tecnologias ndo estariam disponiveis num futuro
imediato(156). Nos ultimos 25 anos, a procura continua de métodos nio invasivos para o
diagndstico pré-natal (non invasive prenatal diagnosis-NIPD) permitiu a obtengdo de resulta-
dos aproximados e actualmente jd aplicdveis na pratica clinica. A aplicagao destes métodos
passou pelo utilizagdo das células fetais, pelo uso do RNA fetal livre circulante (cffRNA) e
pela utilizagdo do DNA fetal livre circulante (cffDNA).

As células fetais intactas circulantes podem ser encontradas na circulagio materna, mas a
sua quantidade absoluta ¢ infima e tornam-se dificeis de detectar. Outra importante razdo
que limitou a sua utilizagdo no potencial diagndstico pré-natal ndo invasivo é o facto de
persistirem em circulagdo materna muito tempo depois do parto, podendo até subsistir em
gravidezes posteriores(140). O cffDNA pode ser detetado, com seguranga, a partir da 92 se-
mana gestacional(211). A dificuldade em determinar um pequeno aumento de cffDNA do
cromossoma 21 foi inicialmente superada pela sequencia¢io genémica macica paralela (mas-
sively paralell genomic sequentiation-MPSS), que emerguiu como a tecnologia que permitiu a
separagio fidvel entre o DNA livre circulante materno e o fetal(212). A sequenciagio genémi-
ca macica paralela (MPSS) ¢ uma andlise aleatdria de milhGes de fragmentos de cffDNA que
sequéncia fragmentos curtos de cffDNA da mie e do feto e atribuindo-os aos cromossomas
especificos: 0 nimero de contagens de cromossomas € comparado com um valor controle de
outros cromossomas, e se houver um excesso de um cromossoma especifico (ex. cr21), deverd
ser colocada uma suspeita de trissomia. Esta técnica obriga a andlise de um grande nimero

de fragmentos de DNA por amostra — estima-se que sejam cerca de 25 milhdes - podendo
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apenas algumas amostras ser analisadas em cada série, o que limita a sua utilidade clinica e
eleva os seus custos(212). Mais recentemente surgiu outra metodologia, a andlise digital de
regides seleccionadas (DANSR), que permite a andlise directa do DNA fetal metilado, pela
sequenciagdo selectiva de cromossomas relevantes(213). Esta técnica é potencialmente mais
eficiente do que o MPSS, porque usa menos fragmentos genéticos(140) e tem elevada sensi-
bilidade e especificidade. Na prética clinica, é considerada como alternativa inclusivamente
mais barata(214,215).

Nas gravidezes trissomicas, o numero de moléculas derivadas de um cromossoma extra, con-
siderado como propor¢io de todas as moléculas sequenciadas, ¢ maior do que nas gravi-
dezes euploides. Os estudos publicados(213,216,217) em amostras de gravidezes com risco
elevado risco para trissomia 21, evidenciaram que esta tecnologia de andlise do cffDNA no
sangue materno permite detectar >99% dos casos afectados, para taxas de falsos positivos de
<0,196(216,218). A capacidade de detetar um pequeno aumento na quantidade de um dado
cromossoma no sangue materno de uma gravidez com trissomia comparado com a gravidez
dissémica, estd diretamente relacionada com a propor¢ao relativa da origem fetal/materna do
cffDNA no sangue maternonicol(218,219). Nas gravidezes de fetos tinicos com risco elevado
de aneuploidias no rastreio do 1¢ trimestre, cerca de 10% de cfDNA no sangue materno ¢ de
origem fetal. A origem cffDNA fetal no plasma materno ¢, em grande parte, a placenta, pelo
que existe uma relagdo directa entre o aumento do nivel sérico de f-hCG livre e PAPP-A ¢ a
fracgdo fetal. A fracgdo de cffDNA fetal diminuiu directamente com peso materno (ex. 12%
em 60Kg para 6% em 120 kg), associagdo inversa para a qual se pensa contribuir o efeito de
dilui¢do plasmatica. Factores independentes como o tempo de armazenamento do plasma, a
idade materna, a etnia, o tabagismo, a transluscéncia da nuca, o comprimento crineo-caudal,

sexo ou cariétipo, ndo contribuem significativamente para a frac¢io fetal.

A obtencdo de um resultado no teste pré-natal ndo-invasivo requer uma fra¢gio minima cfD-
NA fetal de 3-4%. Se a fragdo for inferior, as pequenas diferencas na circulagio cff DNA entre
gravidezes trissémicas e dissémicas ndo sdo detectdveis. Uma fragao fetal muito baixa, com
a consequente impossibilidade e obten¢do de um resultado no teste pré-natal nio-invasivo,
pode ocorrer em mulheres muito obesas ou em gestagbes com uma placenta pequena, por

idade gestacional ou uma combinagio destes dois factores(209).
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Com as actuais taxas de desempenho (TD>99%; TFP<0,1%), estes testes ainda sé sdo adequa-
dos como testes de rastreio mas fazendo diminuir acentuadamente o nimero de gravide-
zes que desnecessariamente s3o propostas para testes invasivos. Este teste estd validado quer
como teste de rastreio, que pode ser oferecido a toda a populagio de gravidas, independente
do risco basal, quer como teste a ser executado apds um teste de rastreio convencional com

risco acrescido e antes de um teste invasivo(220).

Recentemente foi demostrado que a sequencia¢do de DNA no plasma materno pode tam-
bém permitir a constru¢io de um mapa genético e mutacional de todo o genoma fetal.
Deste modo, a sequenciagdo do DNA terd um papel cada vez mais importante nos cuidados
obstétricos futuros(219). O eventual papel dos testes de cfFDNA no diagndstico pré-natal serd
0(158) de um teste de rastreio primdrio (substituindo os testes de rastreio actualmente dispo-
niveis para o rastreio das Trissomias 21, 18, 13) ou de um “teste de rastreio secunddrio” Uma
vez que ndo ¢ um teste de diagndstico, a confirmagio de resultados positivos por um teste
de diagndstico serd sempre necessdria. No entanto, a vantagem potencial do uso de cfDNA
como um teste de rastreio secunddrio serd a de reduzir o numero de procedimentos invasivos
e aresultante perda de fetos normais, tendo sido estimado que 98% dos procedimentos inva-

sivos podem ser evitados, tendo por base os testes de cfFDNA(220).

Na actualidade, os testes ndo invasivos permitem fazer o despiste das aneuploidias dos cro-
mossomas 21, 18 e 13 acrescido dos cromossomas sexuais, permitindo deste modo alargar o
dmbito do rastreio com elevadas taxas de dete¢do e diminutos falsos positivos, também para
o sindrome de Turner (46,XO), Klinefelter (47,XXY), Jacobs (47,XYY) e sindrome do triplo
X (47XXX).
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CAPITULO 3

Placentagao

Uma placentacdo normal ¢ decisiva para uma gravidez de sucesso, envolvendo um complexo
e coordenado processo em que o trofoblasto estabelece um didlogo dindmico com o endo-
métrio, a partir do contacto do cérion de um blastocisto saudével e da decidua basalis do dtero
materno(84). Uma vez formada a placenta, o sangue do feto e da mie nio se misturam direc-
tamente, mas através de uma fina membrana, que vai permitir ao feto absorver os nutrientes
e 0 oxigénio do sangue materno e eliminar o diéxido de carbono e os produtos nitrogenados

para a circulagdo materna.

3.1 DESENVOLVIMENTO E FUN(’:RO DA PLACENTA

A diferencia¢do da trofoectoderme em trofoblasto sincicial invasivo ¢ iniciado depois da ade-
sdo do blastocisto ao epitélio do endométrio, e este trofoblasto forma uma camada protectora
em redor do blastocisto. Nas primeiras semanas de gravidez a estrutura das vilosidades da
placenta, desenvolve-se, as projec¢des das vilosidades sdo revestidas por sinciciotrofoblasto
resultante da fusio das células das vilosidades do citotrofoblasto, capilares fetais e, a partir
do 2¢ trimestre de gravidez, transforma-se na maior rota de trocas de gases e nutrientes entre
o feto e a méae (Hamilton & Boyd 1960). O sinciciotrofoblasto é também local de sintese de
hormonas criticas para a manutencdo da gravidez. A mdxima invasdo da decidua pelas células

do trofoblasto ocorre entre 5 e 12 semanas de gravidez(188).

Para o crescimento do feto humano sdo essenciais numerosos factores, entre os quais o cres-
cimento do utero e o adequado crescimento placentar(221). Este ultimo, por sua vez, estd
dependente da adequada invasdo do trofoblasto, do aumento do fluxo sanguineo uteropla-
centdrio, do transporte de nutrientes e da produgo e transferéncia de hormonas reguladoras
do crescimento(187,192,222). Para uma eficiente placentagio, o reconhecimento do trofo-
blasto pelo sistema imune materno ¢ também crucial: se esse reconhecimento for deficiente,

a placentagio pode ser igualmente deficiente(223).
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3.2 A INVASAO DO TROFOBLASTO
E O FLUXO SANGUINEO UTEROPLACENTAR

O blastocisto contém uma massa celular interna, a partir da qual se desenvolve o feto, e uma
camada de células externa de trofoblasto, que se transformard em placenta. O trofoblasto fe-
tal diferencia-se em células vilosas ou extra-vilosas e este ultimo migra e invade o epitélio
uterino materno, de modo a que o fluxo sanguineo uteroplacentar possa aumentar a medida
que a gravidez progride(189). Neste processo, as artérias uterinas espirais transformam-se em
vasos maiores, de largo débito e baixa resisténcia, capazes de assegurar um elevado volume de
sangue para placenta(192). Durante a remodelagdo das artérias espirais, dd-se a substituicdo
das paredes musculares e eldsticas das artérias, por camadas fibrindides, envolvidas por célu-
las trofobldsticas, permitindo o fluxo sanguineo interviloso de baixa pressdo(192,224). A ndo
ocorréncia destas modifica¢Ges nos segmentos das artérias espirais estd associada a gravidez
complicada por restrigdes de crescimento fetal. A combinagio do desenvolvimento precoce de
patologia no leito placentdrio e nas vilosidades com posterior patologia vascular isquémica/
trombdtica, resulta na chamada insuficiéncia placentdria, que se apresenta clinicamente como

crescimento fetal prejudicado, descolamento placentdrio, pré-eclimpsia ou morte fetal(183).

3.3 PRODUQRO PLACENTAR DE FACTORES DE CRESCIMENTO
E DE HORMONAS DE REGULA(JJRO DO CRESCIMENTO

3.3.1 Factores de crescimento Insulina-like (IGFs)

As IGF-I e IGF-II sdo produzidos pela placenta (0 mRNA do IGF-II predomina, relativamente
a IGF-I, em todas as idades gestacionais) e actuam como reguladores locais de crescimento
fetal(225). O eixo IGF tem um papel crucial no crescimento fetal (IGF-I e a IGFBP-1) e pla-
centar (IGF-II)(193). Os factores de crescimento insulina-like I e II (IGF-I e IGF-II) sdo po-
lipétidos com propriedades mitogénicas que induzem a proliferagio celular. As suas ac¢des
sdo reguladas pelas proteinas de transporte da classe IGFBP. Durante a gravidez, s IGFBP 2, 4,
S e 6 estdo presentes em baixas concentragdes no plasma, enquanto que a IGFBP-1, regulada
pela insulina, ¢ a principal IGFBP no liquido amnidtico e a principal proteina ligante de
IGF’s no plasma fetal. A IGFBP-1 liga-se a IGF-I e II com maior afinidade do que a qualquer
outro receptor de IGF impedindo que as IGF’s exer¢am as suas ac¢des mitogénicas(226). As
concentragdes de IGFBP-1 no soro materno aumentam no primeiro trimestre, tém um pico

no meio da gravidez e mantém-se constantes até¢ ao parto(227).
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3.3.2 O papel do PAPP-A na regulacao do crescimento fetal e placentar

A PAPP-A é uma protease da IGFBP 4 e 5. Os niveis reduzidos de PAPP-A teriam como conse-
quéncia uma menor ac¢do proteolitica sobre as IGFBP’s, conduzindo a niveis mais elevados
de IGF-I e II ligados 2 molécula transportadora e por consequéncia, biologicamente inacti-

vos, reduzindo o crescimento fetal(167).

3.3.3 O papel da hormonas na regula¢ao do crescimento fetal e placentar

Tal como seria de esperar, a hormona hCG estd envolvida em todos os processos promoto-
res da gravidez e como tal, directa ou indirectamente envolvida no crescimento placentar e
sobrevivéncia fetal: desde o reconhecimento da gravidez, na manutengio do corpo liteo, na
produgdo de progesterona, na melhoria da implantacdo embriondria e tolerincia para com
o embrido, na diferenciagdo do trofoblasto, na estimula¢io da vasculogénese e finalmente
na regulagdo da relagdo imune materno-fetal(84). Algumas destas fun¢des exemplificam a

intima relagdo existente entre o sistema imune e o sistema enddcrino.

3.4. INFLUENCIAS MATERNAS NO DESENVOLVIMENTO
UTEROPLACENTAR E FETAL DURANTE A GRAVIDEZ

Muitas sdo as influéncias maternas com implicagbes no crescimento fetal através da fungio
placentar, como € o caso da anemia, das infec¢Ges, do consumo de dlcool e das gravidezes
enxertadas em doengas inflamatdrias maternas(228) tais como a artrite reumatdide, a doenca

inflamatdria intestinal, o LES.

3.4.1. O papel do LES/Doengas autoimunes
na regulagao do desenvolvimento e crescimento fetal

Os efeitos perinatais adversos mais comuns nas gravidas com LES e ou LES e SAF sio o abor-
to, a restricdo de crescimento intrauterino, a prematuridade, a morbilidade e mortalidade
perinatal(112), que se pensa poderem resultar de alteragdes imunoldgicas na placenta. O
estudo histoldgico da placenta revela anomalias vasculares uteroplacentares, lesoes essas se-
melhantes as encontradas na pré-eclimpsia, hipertensdo e diabetes mellitus(98). O LES pode
causar vasculite placentar, levando a uma perfusio reduzida na circulagdo intervilositdria e
subsequente hip6xia local. Sabe-se que em situacdes de oxigenacao placentar reduzida o au-
mento da produgdo de hCG, que estd directamente relacionada com a migragio trofobldstica,
pode constituir um mecanismo compensador que visa a manuten¢ao da gravidez e preservar

o fornecimento de oxigénio ao feto(229).
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CAPITULO I

Fundamentacao e objectivos do estudo

I.I FUNDAMENTACAO

Nos capitulos anteriores, referentes ao rastreio pré-natal, salientou-se que a avaliagdo combi-
nada da translucéncia da nuca (TN) fetal e dos niveis séricos maternos de PAPP-A e p-hCG
livre €, actualmente, 0 método de rastreio de elei¢do para o despiste das principais aneuploi-

dias, no primeiro trimestre da gravidez(230,231).

Do mesmo modo, ficou claro que a correcta avaliagdo do risco estd criticamente dependente
da fiabilidade da determinagdo dos parimetros bioquimicos, uma vez que pequenas mudan-
¢as nos niveis séricos de PAPP-A ou de p-hCG livre (eventualmente decorrentes de patologias
associadas) podem resultar em substancial sobre ou subestimagio do risco do sindrome de

Down, com consequéncias potencialmente graves.

No passado, alguns autores (Maymon et a/., 2000; Ferriman et a/.,2000; Maymon et al.,2001),
descreveram a presenca de valores, tanto aumentados como diminuidos, de hCG e de inibina
A, no 2¢ e 3¢ trimestre em gravidas com LES e com SAF. Alids, jd em 1995, tinha sido descrita
a associacdo entre a presenga de resultados falsos positivos obtidos no rastreio bioquimico
do segundo trimestre para o despiste do sindrome de Down, ¢ a presenca do anticoagulante
lupico (LA)(232). A positividade sérica foi relacionada, principalmente, com valores despro-
porcionadamente elevados de hormona coridnica gonadotréfica total (hCG) sérica. Na pe-
quena casuistica tratada de apenas trés casos, apenas um apresentava doenga autoimune pré-
-existente. Desta associagao, ficou a sugestdo de que a ocorréncia de valores elevados de hCG
total, num rastreio pré-natal, deveria, em gestagGes ecogrifica e citogeneticamente normais,
desencadear a pesquisa do LA e que, para além disso, as grdvidas com doenga autoimune
pré-existente deveriam ser informadas do aumento da probabilidade de um resultado falso-
-positivo(233). Heinig relatou pela primeira vez, em 2007, a possivel interferéncia do LES
materno nos marcadores usados no rastreio combinado do primeiro trimestre(234), tendo
encontrado, numa casuistica de 10 gravidas com LES pré-existente, rastreadas para trissomia
21 no primeiro trimestre, niveis séricos aumentados de £-hCG livre. No entanto, face ao
limitado poder estatistico do estudo ndo foi possivel detectar diferencas significativas nas
taxas de falsos positivos, antes ou depois do rastreio combinado do primeiro trimestre para

as trissomias. Deste modo, concluiu Heinig, a avaliacdo do risco pré-natal para a trissomia 21
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no primeiro trimestre ndo seria afectada em grévidas com LES, pelo que o rastreio combina-
do do primeiro trimestre poderia continuar a ser utilizado nesta populagao sem problemas

significativos(234).

Face ao limitado ndmero de trabalhos publicados e a limitada casuistica dos mesmos, ndo se
encontra ainda correctamente avaliada a eventual influéncia do LES ou de outras patologias

autoimunes nos niveis séricos de f-hCG livre e PAPP-A, no primeiro trimestre da gravidez.

1.2 OBJECTIVOS GERAIS

Estabelecer valores normativos Portugueses e de distribui¢do para as MoM’s dos parametros

séricos do primeiro trimestre, por semana de gestagdo: PAPP-A e B-hCG livre;

Avaliar a influéncia que as doengas autoimunes tém sobre as MoM’s individuais dos parime-
tros bioquimicos PAPP-A e/ou B-hCG livre, utilizados no rastreio pré-natal combinado do 1¢

trimestre;

Saber se as doengas autoimunes podem condicionar um aumento da taxa de resultados falsos

positivos, com consequente aumento do nimero de amniocenteses.

1.3 HIPOTESE

Existe um impacto das doengas autoimunes no rastreio pré-natal combinado do 12 trimestre,
condicionando uma taxa de falsos positivos aumentada, com potenciais consequéncias para

a sadde fetal e materna.

100



PARTE II — CONTRIBUIQT\O PESSOAL

CAPITULO 2

Metodologia

2.1 PROTOCOLO DE INVESTIGAQKO

2.1.1 Desenho do estudo

Estudo longitudinal prospectivo, consistindo num rastreio pré-natal combinado de 1¢ tri-

mestre para pesquisa de aneuploidias.

2.1.2 Populagao em estudo

De acordo com Altman (1991)(231), descrevem-se diferenciadamente populagdo-alvo, popu-

lagdo estatistica e amostra final.

Populagao-alvo

Mulheres grdvidas sujeitas a uma avaliacdo pré-natal de rotina com vista ao despiste e obten-
¢ao do grau de risco para as principais aneuploidias, utilizando o modelo de rastreio pré-natal
combinado do 1¢ trimestre.

Populagio Estatistica

E constituida por dois componentes:

i) Populagdo residente no Reino Unido: trata-se de uma recolha consecutiva de 48.303 gri-
vidas seguidas no “Harris Birthright Research Centre of Fetal Medicine - King’s College
Hospital (Londres, UK), efectuada sistematicamente entre 2006 e 2011.Populacio residente
em Portugal: recolha consecutiva de 3.173 grdvidas portuguesas, com rastreio realizado
em institui¢do nacional formalmente certificada pela Fetal Medicine Foundation (FMF)

efectuada sistematicamente entre 2007 e 2012.

Critério de exclusio - auséncia de informagio sobre o desfecho da gravidez, por desconheci-

mento do resultado de caridtipo.
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2.1.3 Varidveis em estudo
Varidveis sociodemogréficas — identificagdo, morada, email, contacto, data da colheita.
Varidveis biofisicas - etnia, idade, altura, peso actual e antes de engravidar.

Viridveis clinicas - doengas actuais ou pregressas, patologia autoimune, medica¢io, hibitos

tabdgicos.

Varidveis obstétricas - paridade, tipo de concepgao, histdria da gravidez actual, data provével
do parto, histéria de gravidezes anteriores (IMG, rastreios anteriores, filhos anteriores com

aneuploidias ou defeitos do tubo neural).

Varidveis ecogréficas - colheita e registo de informagdo resultante da ecografia de 1¢ trimestre
(data ecografia, ne de fetos, comprimento crineo-caudal (CCC), idade gestacional determina-
da por medi¢dao do comprimento crineo-caudal fetal, medi¢ao da espessura da transluscéncia
da nuca (TN), ossos do nariz (ON), didmetro biparietal (DB), frequéncia cardiaca (FC), outra
qualquer malformagio fetal major).

Varidveis bioquimicas - resultados da execugdo laboratorial dos testes bioquimicos séricos
(PAPP-A e B-hCG livre) em autoanalisadores especificos.

Varidveis de resultados - A informacdo sobre os defechos da gravidez foi recolhida junto do

médico assistente ou das gestantes. Foi feito o registo do caridtipo do feto/nascituro e do
seu peso a nascenga, assim como dos dados referentes ao tipo de parto, idade gestacional ao

nascimento e eventuais complica¢des que possam ter ocorrido durante gravidez e o parto.
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2.1.4 Métodos de analise laboratorial

A determinagdo e quantificagdo dos parametros analiticos PAPP-A e -hCG livre ¢ efectuada

em soro'?. Descrevem-se em seguida os procedimentos padronizados para a sua realizacao.

2.1.4.1 Colheita da amostra bioldgica

A amostra bioldgica é obtida através dos seguintes passos:

- colheita de sangue venoso periférico materno, utilizando uma agulha de gauge 21 acoplada

a um sistema de vidcuo da marca BD™, para interior de tubo seco (sem anticoagulante);

- retracgdo do codgulo de fibrina durante pelo menos 30 minutos, fazendo repousar o tubo

seco primdrio em suporte adequado, 2 temperatura ambiente;
- centrifugacio da amostra a 3000 r.p.m. durante 10 min, a temperatura ambiente;

- colocagdo do tubo primdrio no autoanalisador, para determinacdo quantitativa dos parime-

tros bioquimicos referidos;

- apds processamento analitico, decanta¢io de parte da amostra de soro para tubo de seroteca

e armazenamento a -802C;

A amostra deve ser conservada, no caso de ser processada até 24 horas, a uma temperatura
entre +2 a +82C. Caso seja necessdrio exceder aquele intervalo para processamento, procede-
-se a congelagdo a -202C ou a -802C, nio se recomendando a repeti¢dao de congelamentos e

descongelamentos.

Sao necessdrios 26 pL de soro para a determinacao da concentragdo da pHCG livre e 50 pL para

a quantificagdo da PAPP-A. O tempo de execugiao de ambos os ensaios ¢ de cerca de 30 minutos.

2.1.4.2 Determinagio dos pardmetros analiticos

A execucdo analitica dos testes bioquimicos séricos (PAPP-A e £-hCG livre), em centros cer-
tificados, s6 € permitida recorrendo aos autoanalisadores certificados pela Fetal Medicine
Foundation - autoanalisador Brahms Kryptor (Thermo Fisher Scientific) e autoanalizador

6000 Delfia Xpress system (PerkinElmer) — cujo funcionamento a seguir se descreve.

13. Equipamento Kryptor: BhCG livre sé em soro; PAPP-A em soro ou plasma heparinizado (ndo se deve usar plasma
citratado ou EDTA). Equipamento DELFIA Xpress: B-hCG livre; PAPP-A s6 em soro (o plasma ndo estd validado).
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Autoanalisador Kryptor

O autoanalisador Brahms Kryptor (Thermo Fisher Scientific) executa imunoensaios imuno-
métricos através da tecnologia TRACE (Time-Resolved-Amplified-Cryptate-Emission). Esta
tecnologia baseia-se na transferéncia de energia nao radioactiva (sinal fluorescente de longa
vida util na gama dos milissegundos a 620nm) de uma molécula dadora (eurdpio), para uma
molécula aceitante (proteina algicea quimicamente modificada-XL665), que produz um si-
nal de vida curta atil na gama dos nanosegundos a 665 nm, e que ocorre quando amostra ¢
estimulada por laser de nitrogénio a 337 nm. A proximidade da molécula dadora e da acei-
tante, enquanto parte integrante do imunocomplexo que se gera na amostra, e a sobreposigao
do espectro de absor¢do, intensificam e aumentam a vida atil do sinal fluorescente, permitin-
do a medigao da fluorescéncia, temporariamente atrasada. Esta metodologia ¢ muito fidvel,
com coeficientes de variagdo (CV) inferiores a 3-3,5% (ver 2.1.5 — Parte II ), estando livre de
interferéncias e da medi¢ao de sinais ndo especificos (estes ultimos sdo corrigidos pela relagao

calculada entre as intensidades e os c.d.o.).

A curva de calibragio é composta por 6 pontos de diferentes concentragdes de analito al-
tamente purificado. Deve ser realizada em cada novo lote de reagente, sendo repetida com
regularidade. Os calibradores ndo podem ficar a temperatura ambiente mais de 2 horas, s6

podendo ser utilizados um dnica vez.

Depois de cada calibragio, devem ser utilizados controlos de qualidade internos para valida-
¢do das curvas de calibra¢do. Devem ser utilizados em simultineo trés niveis de soros con-
trolos, simulando o estado patoldgico baixo, alto e o estado normal (estes niveis de controlos
sdo executados pelo menos uma vez por dia). Depois de reconstituidas, as amostras de soros
controlo sdo estdveis durante 8 horas a 18-252C, ou 24 horas a 2-8¢C, podendo ainda ser divi-

didas em aliquotas para posterior congelamento a -202C (estabilidade de 1 més).

Depois de descongeladas, as amostras e soro controlo devem ser homogeneizadas por agita-
¢do suave e utilizados de imediato, sem atingirem a temperatura ambiente, ndo se devendo re-
congelar. O tubo com amostra de soro controlo deve ser processado como se de uma amostra
se tratasse. As boas praticas laboratoriais obrigam a que os trés niveis de amostras de controlo
sejam medidas com regularidade (pelo menos uma vez por dia ou mais, dependendo do vo-
lume de amostras testados diariamente), para se garantir a qualidade e estabilidade da curva
de calibragdo e dos resultados analiticos obtidos, dos pacientes. Os resultados quantitativos
das amostras de soros controlos devem ser analisados utilizando métodos estatisticos adequa-

dos, com base em gréficos de Levey-Jennings.
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Nio ¢ esperado que as amostras das grdvidas ultrapassem o valor do calibrador com a con-
centra¢dao mais elevada, mas caso ocorra pode ser programada uma dilui¢do, automatica ou

manualmente.

Autoanalisador Delfia Xpress

O segundo autoanalisador certificado pela FMF ¢ o 6000 Delfia Xpress system (PerkinElmer),
uma plataforma de acesso aleatdrio, que executa imunoensaios directos fluoroimunométri-
cos de resolugdo temporal. O ensaio ¢ composto por dois tipos de anticorpos: os anticorpos
policlonais (derivados de coelho) que constituem a fase sélida do imunoensaio, e os an-
ticorpos monoclonais marcados com europium (derivados de murganho) dirigidos contra
um epitopo especifico do analito em questdo (Figura 6.). O “inductor DELFIA” dissocia os
ides de europium dos anticorpos marcados e estes formam quelatos altamente fluorescentes.
A fluorescéncia do europium, de cada amostra, ¢ proporcional a concentracdo do analito na
amostra. Este equipamento, tal como o anterior, garante resultados de elevada reproductibi-
lidade (ver 2.1.5 — Parte II))

Fig 6. Ensaio fluoroimunomeétrico tipo “sandwich”
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Também no Delfia, a curva de calibragdo ¢ composta por 6 pontos de diferentes concentra-
¢Oes de analito altamente purificado. Sio calibradores que ndo necessitam de reconstitui¢ao
e foram calibrados usando o método de RP-HPLC. Os calibradores devem ser mantidos refri-
gerados, a +2-82C até ao prazo de validade. Cada calibrador pode ser utilizado para 3 calibra-
¢Oes. A curva de calibragdo em triplicado deve ser realizada em cada novo lote de reagente,
sendo ajustada mensalmente e em cada novo lote. Apds cada calibracao devem ser utilizados
controlos de qualidade internos para validagdo das curvas de calibragdo, antes de ser iniciado
um ensaio de amostras de pacientes. A utiliza¢do de soros controlos ¢ obrigatéria, por forma

garantir a validade didria dos resultados. Para testar o comportamento da curva de calibragao,
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devem ser utilizados trés niveis de soros controlos para valores séricos e que simulam o estado
patoldgico alto, baixo e o estado normal. De acordo com as boas préticas laboratoriais, os trés
niveis de amostras de controlo devem ser mensuradas pelo menos uma vez por dia ou mais,
dependendo do volume de amostras testados diariamente, para se garantir a qualidade e
estabilidade da curva de calibracdo e dos resultados analiticos obtidos, ao longo do dia. Estas
amostras devem ser processadas exactamente da mesma forma que as amostras dos doentes e
os resultados quantitativos das amostras de soros controlos devem ser analisados utilizando

métodos estatisticos adequados, com base em grificos de Levey-Jennings.

Nio ¢ esperado que as amostras das gravidas ultrapassem o valor do calibrador de concentra-

¢do mais elevada e as amostras das gravidas ndo podem ser diluidas.

2.1.4.3 Valores de referéncia em gestantes no 12 trimestre

B-HCG livre

Os valores de referéncia (em IU/L) para o 1¢ trimestre de gestagdo, validados pela empresa
que comercializa os reagentes da Brahms Kryptor (Thermo-Fisher Scientific) em amostras

provenientes da Fetal Medicine Foundation, s3o os seguintes (Quadro 19.):

Quadro 19.

Periodo de gestacdo Namero de Concentracao de p-HCG livre (IU/L)

(semanas completas) amostras (n)

52 percentil (IU/L) Média (IU/L) 95¢ percentil (IU/L)

110 >5 000 16,68 44,83 120,47
""""""" 20 sse0 me 93 1056
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ o >5000 o S ,‘51’49
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ o >5000 o S o

Os valores de referéncia (em IU/L) para o 1¢ trimestre de gestagao (Quadro 20.), validados
pela casa comercial que comercializa os reagentes da 6000 Delfia Xpress system (PerkinEl-

mer), tendo utilizado amostras de gravidas para validar os intervalos de referéncia:
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Quadro 20.

Periodo de gestacao
(semanas completas)

Numero de
amostras (n)

Concentracao de p-HCG livre (IU/L)

52 percentil (IU/L)

Média (IU/L)

95° percentil (IU/L)

PAPP-A

Os valores de referéncia (em IU/L) para o 1¢ trimestre de gestagdo, validados pela empresa

que comercializa os reagentes da Brahms Kryptor (Thermo-Fisher Scientific), tendo utilizado

amostras provenientes da Fetal Medicine Foundation, sdo os seguintes (Quadro 21.):

Quadro 21.

Periodo de gestacao
(semanas completas)

Nuamero de

Concentracao de PAPP-A (IU/L)

amostras (n)

5¢ percentil (IU/L) Meédia (IU/L) 952 percentil (IU/L)
""""""""" 11*"‘””“‘ >5 000 0,65;‘ Hwi,587 '3,986
""""""""" 12*"’””“‘ >3 000 1,0;(‘)'“‘ 2,612 "8,560
""""""""" 13*"’“““‘ >S 000 1,54;‘ ;’;,874 ;,730
""""""""" 14*")‘””“ >3 000 2,0&2'”‘ 5,178 ‘1”3,005

Os valores de referéncia (em IU/L) para o 1¢ trimestre de gestagdo, validados pela casa co-

mercial que comercializa os reagentes da 6000 DELFIA Xpress system (PerkinElmer), tendo

utilizado amostras de grdvidas, sdo os seguintes (Quadro 22.):

107



RASTREIO COMBINADO DO I2 TRIMESTRE E DOENGCAS AUTOIMUNES

Quadro 22.
Periodo de gestacao Numero de L
5 q
L I R 5¢ percentil (mU/L) Média (mU/L) 95° percentil
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ (mU/L)
11 60 368
12 61 ? 652

74 : 866

Para a obtengdo do cdlculo do risco individual para as anomalias cromossémicas (T21, T18,
T13) ¢ utilizado o software Viewpoint PIA DataBase versio 5.6.10.502, com algoritmo de
cdlculo aprovado pela FMF-UK. Para a utiliza¢io do algoritmo de cdlculo é necessdria a inser-
¢do de um conjunto pré-determinado de varidveis biofisicas, clinicas, obstétricas, ecogréficas
e bioquimicas. As varidveis bioquimicas sdo aferidas de acordo com as restantes varidveis, de
modo a ser determinado um valor normalizado (MoM’s), que ird ser utilizado na estimativa

do risco individual, tal como referido no ponto 2.4.6 (Parte I).

2.1.5 Coeficientes de varia¢ao inter-ensaio

A avaliagdo dos coeficientes de variagdo inter-ensaio sdo parte integrante do processo de certi-
ficagdo de laboratério pela FME Esta especifica¢do, definida pela Fetal Medicine Foundation,
¢ um requisito de reproductibilidade/precisao dos equipamentos escolhidos por esta entida-

de, como dnicos para a execugao dos parametros analiticos em causa.

Desta forma, é esperado que os equipamentos evidenciem, na realiza¢do didria dos trés niveis
de controlo de qualidade interno, um coeficiente de variagdo inter-ensaio inferior a 3-3,5%
(Quadro 23. e 24.). O centro laboratorial certificado participa também nos ensaios de avalia-
¢do externa de qualidade do UK-NEQAS for First Trimester Down’s Syndrome Screening (ver
anexos 3 € 4).
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Quadro 23.

B.R.A.H.M.S. KRYPTOR

p-HCG livre IU/L alvo CV inter-ensaios
CQ nivel 1 =85 <3,0%

CQ nivel 2 =20 <3,0%

CQ nivel 3 =8 <3,5%
g:PAP_:MS RGO IU/L alvo CV inter-ensaios
CQ nivel 1 =0,3 <3,5%

CQ nivel 2 =1,5 <3,5%

CQ nivel 3 =4,0 <3,0%
Quadro 24.

DELFIA Xpress A s
B-HCG livre ng/ml (IC) CV inter-ensaios
CQ nivel 1 29-37 <3,0%

CQ nivel 2 48-60 <3,0%

CQ nivel 3 96-122 <3,5%
DELFIA Xpress A s
PAPP-A mUJ/L (IC) CV inter-ensaios
CQ nivel 1 3507-4437 <3,5%

CQ nivel 2 1948-2464 <3,5%

CQ nivel 3 446-564 <3,0%
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2.2 CONDU(JHN\O DO ESTUDO

Como foi feito até aqui, descrevem-se separadamente os procedimentos levados a cabo no

Reino Unido e em Portugal, apesar das similitudes existentes entre ambos.

Amostra recolhida no Reino Unido

A populagio estatistica do Reino Unido (48,303 gravidezes unicas) resultou do programa
de rastreio combinado do primeiro trimestre para o despiste das aneuploidias, a decorrer no
Harris Birthright Research Center of Fetal Medicine - King’s College Hospital (Londres), ten-
do sido sistematicamente recolhida entre Margo de 2006 e Fevereiro de 2011. Deste nimero,
foram excluidos 2,449 casos por auséncia de informagio sobre o desfecho da gravidez (ine-
xisténcia de resultado de caridtipo), tendo-se chegado a uma amostra final de 45,854 casos.

Durante a avaliacdo individual, que decorreu entre a 11*° e a 13*¢ semanas de gestagdo, eram
determinadas e registadas as caracteristicas socio-demograficas da grdvida (idade materna,
grupo étnico, peso e altura materna, hdbitos tabdgicos), os antecedentes médicos (condigoes
médicas pré ou co-existentes) ¢ a histdria obstétrica (método de concepgio, paridade, etc).
Toda a informagio contida no questiondrio era revista pelo médico obstetra, em conjunto

(.
com a grdvida.

Em seguida, era executada uma ecografia com trés objectivos principais: determinagdo da
idade gestacional (pela medicdo do comprimento crineo-caudal fetal), medi¢do da espessura

da transluscéncia da nuca e diagndstico de anomalias morfoldgicas major.

Ap6s colheita de sangue, as determinagdes séricas de PAPP-A e £-hCG livre eram feitas num
equipamento automatizado (Delfia Xpress system, PerkinElmer Life and Analytical Sciences,

Waltham, USA), para obtencio de resultados reprodutiveis.

Ap6s determinagio algoritmica do risco individual para as trissomias 21,18 e 13, nos casos de
gravidezes consideradas como possuindo um risco acrescido (utilizando um ponto de corte
de 1:100), era oferecido a possibilidade de execucdo de bidpsia das vilosidades coridnicas ou
de amniocentese, para obtengdo de caridtipo fetal. Os resultados do caridtipo e os detalhes so-
bre os resultados da gravidez foram sendo adicionados a base de dados logo que disponiveis.

No quadro 25. pode encontrar-se uma simula dos dados de caracteriza¢do mais significativos

nesta amostra.
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Quadro 25. Caracterizacao da amostra de gravidas rastreadas no Reino Unido

(Amostra do RU)

Variavel

Amostra do RU

45.854

Idade Materna (anos), medlana IQR

i 32,04 (27,73-35,75)

IMC (kg/m2), mediana (IQR)

| 2427 (21,9427,77)

Etnicidade (n (%))

Caucasiana 32374 (70,60)

Afrlcana """"""""""" 9207 2008)
X;i;;;lca deleste 002,19
X;i;;ica dosal 1973 (4300
Mlsta """"""""""" 1298 2.83)
Tabagismo na gravidez (n (%)) 3629 (7,91)

Concepcao (n (%))

Espontinea

| 44241 (96,48)

732 (1,60)

© 881 (1,92)

Paridade (n (%))

Nulipara

© 22307 (48,65)

Multipara

{23547 (51,35)

Histéria Médica (n (%))

Diabetes tipo 1 208 (0,45)
Diabetes tipo 2 139 (0,30)
Hipertensdo Crénica i 576 (1,26)

Idade Gestational no parto (sem), mediana (IQR)

40,05 ( 39,02 - 40,94)

Peso ao nascer (gr) mediana (IQR)

3400,0 (3078,0-3722,0)
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Amostra recolhida em Portugal

A populagio estatistica portuguesa (3.173 gravidezes Unicas, rastreadas no primeiro trimestre
de gravidez), foi sistematicamente recrutada entre 2007 e 2012 na Unidade Laboratorial de
Diagndstico Pré-Natal do Centro de Medicina Laboratorial Dr. Germano de Sousa, a qual se

encontra certificada pela Fetal Medicine Foundation (FMF).

De uma total de 3.173 casos, foram excluidos 51 casos por auséncia de informagao sobre o
desfecho da gravidez (auséncia de resultados de caritipos), pelo que a amostra final ficou

constituida por 3,122 casos.

A todas as grdvidas era solicitado, apds assinatura do termo de consentimento informado
(anexo 1), o preenchimento de um inquérito pré-natal, onde constavam os dados socio-de-

mogrificos e biofisicos individuais.

A informacdo clinica, histéria familiar e antecedentes obstétricos eram obtidas através do

preenchimento de inquérito pré-natal pelo médico requisitante/assistente.

O relatério da ecografia, realizada no perfodo entre as 11** e as 13*¢ semanas de gestagdo, com
o objectivo de determinar a idade gestacional, medir a espessura da transluscéncia da nuca e
identificar eventuais anomalias morfoldgicas major, era entregue no laboratdrio no acto da
colheita. Apds a colheita de amostra de soro, por venipungio periférica, eram executadas as
determinagdes séricas de PAPP-A e £-hCG livre, usando equipamento automatizado (Brahms

Kryptor, Thermofisher) para obtencao de resultados reprodutiveis.

Os resultados das determinacdes, assim como a informagdo constante no inquérito, eram en-
tao introduzidos no software de cilculo do risco (ViewPoint 5.6.10.502), e os resultados do
cdlculo de risco individual para as trissomias 21, 18 e 13 (ponto de corte de 1:300) eram
posteriormente enviados para a grdvida e para o seu médico assistente. Os riscos individuais
superiores ao ponto de corte sao consideradas de “risco acrescido” para referidas aneuploidias;
se por outro lado, o valor obtido no risco individual fosse inferior ao ponto de corte, as gra-
videzes sdao consideradas “sem risco acrescido” A todas as gravidas da amostra portuguesa foi
realizado um “inquérito de outcome” (anexo 2), por forma a conhecer o desfecho individual
da gravidez e poder aferir os indicadores de desempenho do rastreio pré-natal. No quadro 26.

pode encontrar-se. uma simula dos dados mais significativos referentes a amostra portuguesa.
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Quadro 26. Caracterizacao da amostra de gravidas rastreadas na populacao Portuguesa

(Amostra PT)

Variavel

Amostra do RU

3.122

i 32,04 (29,53 - 34, 46)

IMC (kg/m2), mediana (IQR)

22,30 (20,50 - 24,60)

Etnicidade (n (%))

Caucasiana 3058 (97,95)

Xéfiéana """"""""""" 9012
A51at1ca delese 3000
A51at1ca dosal 15048
Misa 702
Tabagismo na gravidez (n (%)) ¢ 300 (9,61)

Concepcao (n (%))

Espontinea

© 3017 (96,64)

17 (0,54)

© 88(2,82)

Paridade (n (%))

Nulipara

| 1064 (62,85)

Multipara

© 629 (37,15)

Histéria Médica (n (%))

Diabetes

© 3(0,10)

Idade Gestational no parto (sem), mediana (IQR)

38,86 (38,00 - 39,71)

Peso ao nascer (gr,) mediana (IQR)

3150,0 (2860,0 - 3450,0)
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2.3 METODOS DE ANALISE ESTATISTICA

A anilise estastistica foi executada utilizando o Microsoft Excell 2007 e o Minitab 15 Statisti-
cal Software. Foi realizada uma andlise estatistica descritiva das diversas varidveis e caracterfs-
ticas populacionais (médias, medianas e intervalos interquartis - IQR - frequéncias absolutas

e relativas). A maioria dos resultados sdo apresentados como mediana (IQR).

Foram feitos cdlculos das medidas de desempenho do algoritmo de rastreio pré-natal, como
sejam a taxa de detecgdo, as taxas de falsos positivos e falsos negativos, os valores preditivo

positivo e preditivo negativo, a sensibilidade e especificidade e o OAPR.

Foi pesquisada a normalidade dos dados da amostra e estudadas as transformagdes estatisticas
das varidveis para popula¢io normal. Foi usado o Método de Anderson-Darling para testar a

normalidade dos dados (distribui¢do Gaussiana).

A anilise de médias e/ou medianas e andlise de variancia das varidveis foram estudadas nos

grupos populacionais definidos.

Para a caracterizagdo da populagdo foi utilizada para cada varidvel continua a mediana e o res-
pectivo intervalo inter-quartil. O intervalo inter-quartil ¢ uma medida de dispersao dos resul-
tados obtidos na populacio e facilita a representagdo gréfica expondo os outliers da amostra,
enquanto que o intervalo de confian¢a é uma medida de precisdo da estimativa da mediana

da amostra.

Foram realizados testes de hipdteses e intervalos de confianga para as varidveis em estudo:
andlise de varidncias (ANOVA) e o teste t-Student (test-t para amostras ndo emparelhadas)
para comparar médias, em dois grupos com distribui¢do normal; o teste Mood’s e o teste de
Kruskal Wallis para as medianas foram usados para comparacido de amostras de dois grupos

em que os dados nao apresentavam distribui¢ao normal.

Para a andlise de propor¢des ou percentagens provenientes de diferentes amostras foi usado
o teste binomial (2 Proportion Test). Este teste permite avaliar as diferencas entre duas pro-
porgdes e calcular o intervalo de confianga associado. Como a amostra do Reino Unido ¢ de
grandes dimensdes, e pretendemos avaliar taxas de ocorréncia, o teste de Poisson pode ser
também usado como uma alternativa para o teste binomial. Em determinados propor¢oes

foram realizados ambos os testes de hipoteses
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Na apresentacio dos resultados foi seguida a notacio convencional:
p ¢ g ¢

* p<0,05 - Teste significativo

* p<0,01 — Teste muito significativo

* p<0,001 — Teste altamente significativo

O software Minitab statistical release 15 (Minitab Inc, State College, PA, USA) foi usado para

desenhar as “boxplots” dos dados que ndo apresentavam distribui¢ao normal.

Para propdsito da execucdo grifica, os dados que apresentam distribui¢io normal (com ou

sem varidncia idéntica) sdo apresentados como mediana (Inter Quartil Range (IQR)).

2.4 ASPECTOS ETICOS

Os exames analiticos foram realizados num centro laboratorial certificado pela Fetal Medici-
ne Foundation (www.fetalmedicine.com), com a licenga ne 7619, e seguem todos os requisi-

tos éticos desta entidade.

Foi elaborado termo de consentimento informado a ser preenchido pelos participantes cons-

tituintes da amostra (ver anexo 1).

A utilizag¢io da base de dados do Harris Birthright Research Centre of Fetal Medicine, King’s
College Hospital, London, UK, foi formalmente autorizada e enviada pelo seu Director, Pro-

fessor Kypros Nicolaides (ver anexo 5).
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CAPITULO 3

Resultados

Para efeitos de apresentacio dos resultados, estes vio ser apresentados agrupados segundo as
amostras a que pertencem (Reino Unido e Portuguesa).

3.1. CARACTERIZA(,JRO DA AMOSTRA DO REINO UNIDO

De uma populagio estatistica com um total de 48,303 casos, foram excluidos 2,449 casos por
auséncia de informacdo sobre o desfecho da gravidez (auséncia de resultado de caridtipos).
A amostra final estudada inclufa um total de 45,854 gravidezes unicas, que fizeram o rastreio
combinado do 1¢ trimestre. Esta amostra divide-se em dois grupos: o primeiro, constitui-
do por 45,493 mulheres grividas que nao apresentavam patologias autoimunes anteriores
a gravidez (grupo NAI), sendo o segundo formado pelas restantes 361 mulheres gravidas
que, a data do rastreio combinado, eram portadoras de patologias autoimunes diagnosticadas
(grupo AI). No quadro 27. podem observar-se as medianas populacionais para as varidveis

maternas relevantes nos dois grupos.

117



RASTREIO COMBINADO DO I2 TRIMESTRE E DOENGCAS AUTOIMUNES

Quadro 27. Caracteristicas das populacoes Al e NAI

Variavel

Grupo NAI (n = 45493)

Grupo Al (n = 361)

Idade Materna (anos), mediana (IQR)

IMC (kg/m2), mediana (IQR)

32,03 (27,71-35,74)

33,11 (29,73 - 36,54) **

24,25 (21,94 - 27,77)

24,22 (21,78 — 27,88)

Etnicidade (n (%))

Caucasiana 32077 (70,51) 297 (82,27)

Afrlcana ...................................................................... . o (.io,lﬂ SOOI S . &6’53) ............
Asmlcade Leste ...................................................... . o .(‘2,20) ESTSSOOROR SO . (.‘(.)".‘55) ............
Asmlcado Su} ......................................................... . e {‘4’30) ............... 17.(;;71) ............
Mlsm ............................................................................ . o {‘2,84) ............... . (.;,.‘94) ............
Tabagismo na gravidez (n (%)) 3595 (7,90) 34 (9,42)

Concepcao (n (%))

Espontinea

43903 (96,50)

722 (1,59)

868 (1,91)

Paridade (n (%))

Nulipara

Multipara

22140 (48,67)

23353 (51,33)

Histéria Médica (n (%))

Diabetes tipo 1

Hipertensao Cronica

208 (0,46) 0 (0,00)
136 (0,30) 3(0,83)
567 (1,25) 9(2,49)

Idade Gestacional no parto (sem),
mediana (IQR)

40,05 (39,02 — 40,95)

39,55 (38,43 — 40,60) **

Peso ao nascer (gr), mediana (IQR)

3400,0 (3080,0 — 3724,00)

3300,0 (2901,0 — 3655,0) **

3

*$<0,05; **p<0,01
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Na comparagio das caracteristicas populacionais entre os dois grupos encontraram-se dife-
rengas estatisticamente muito significativas (t-Student e Teste de Mood para a Mediana) para
as varidveis idade materna (Al- 33,11 anos, NAI — 32,03 anos, p<0,01) e idade gestacional no
parto (Al - 39,55 semanas, NAI - 40,05 semanas, p<0,01). Quanto 2 unica varidvel do recém-
-nascido que foi estudada (peso ao nascer), também se encontraram diferencgas estatistica-

mente significativas entre o grupo Al (3300,0 gr) e o grupo NAI (3400,0 gr).

O grupo Al (n=361) é composta por 7 subgrupos (Quadro 28.) de diferentes patologias autoi-
munes, designadamente: SAF - sindrome anti-fosfolipidico; DC — Doenga de Crohn’s; EM —
esclerose multipla; AR - artrite reumatdide; LES - ldpus eritematoso disseminado; CU - co-
lite ulcerosa; Outros — consiste num subgrupo de 31 grdvidas com patologias autoimunes de
menor incidéncia e que para a avaliagdo estatistica sio agrupados num unico conjunto. Estao
incluidas as seguintes patologias: espondilite anquilosante (n=8); sindrome Churg-Strauss
(n=4); doenga celiaca (n=5); sindrome Guillain-Barré (n=1); anemia hemolitica autoimune

(n=3); psoriase (n=8); sindrome de Reiter (n=2).
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Quadro 28. Caracteristicas do grupo NAI e de subgrupos do grupo Al

Idade Materna (anos),

32,03

34,85

33,50

mediana (IQR) (27,71-35,74) (29,79 —37,76) ** (29,24 -37,05) *
IMC (kg/m2), mediana (IQR) 19422777 (23,54 25,33 (20952670)
Etnicidade (n (%))

Caucasiana 32077 (70,51) 44 (77,19) 67 (89,33)
Africana 9169 (20,15) 10 (17,54) 6 (8,00)
Asidtica de Leste 1000 (2,20) 1000 (2,20) 0 (0,00)
Asidtica do Sul 1956 (4,30) 1956 (4,30) 3(5,26)
Mista 1291 (2,84) 1291 (2,84) 0 (0,00)
Tabagismo na gravidez (n (%)) 3595 (7,90) 3595 (7,90) 1(1,75)
Concepcao (n (%))

Espontinea 43903 (96,50) 53(92,98) 70 (93,33)
Terapéutica Ovulagio 722 (1,59) 0 (0,00) 2(2,67)
FIV 868 (1,91) 4(7,02) 3 (4,00)
Paridade (n (%))

Nulipara 22140 (48,67) 23 (40,35) 36 (48,00)
Multipara 23353 (51,33) 34 (59,65) 39 (52,00)
Histéria Médica (n (%))

Diabetes tipo 1 208 (0,46) 0 (0,00) 0(0,00)
Diabetes tipo 2 136 (0,30) 3(5,26) 0(0,00)
Hipertensdo Crdnica 567 (1,25) 3(5,26) 2(2,67)
Idade Gestacional no parto 40,05 39,27 39,28 **
(sem), mediana (IQR) (39,02 — 40,95) (38,26 — 40,67) (38,40- 40,40)
Peso ao nascer (gr), 3400,0 3420,0 3152,0*

mediana (IQR)

(3080,0 — 3724,00)

(3034,0 — 3680,0)

(2852,0 - 3670,5)

*p<0,05; **p<0,01
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32,48
(30,23 - 35,00)

34,07
(31,32 - 36,68) **

31,84
(28,22 - 35,00)

32,98
(29,03 - 35,97) *

32,07
(31,34 - 36,76) *

24,11 23,82 25,39 23,50 24,06
(21,40 - 28,85) (21,86 — 27,28) (21,71 - 30,26) (21,18 - 28,25) (21,26 - 27,06)
40 (85,11) 35 (70,00) 35 (74,47) 48 (88,89) 28 (90,32)
3(6,38) 9 (18,00) 9 (19,15) 1(1,85) 0 (0,00)

0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2,13) 0 (0,00)
1(1,33) 2 (4,26) 5(10,00 1(2,13) 4(7,41)
1(1,33) 2 (4,26) 1(2,00) 1(2,13) 1(1,85)

16 (21,33) 4(8,51) 3(6,00) 4(8,51) 2 (3,70)

45 (95,74) 45 (90,00) 44(93,62) 51(94,44) 31 (100,00)
1(2,13) 4(8,00) 2 (4,26) 1(1,85) 0 (0,00)
1(2,13) 2 (4,00) 1(2,13) 2 (3,70) 0 (0,00)

22 (46,81) 26 (52,00) 19 (40,43) 22 (40,74) 19 (61,29)

25(53,19) 24 (48,00) 28 (59,57) 32 (59,26) 12 (38,71)

0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

0 (0,00) 1(2,00) 2 (4,26) 1(1,85) 0 (0,00)
39,96 39,80 ** 38,98 39,47 39,77 %
(38,52 - 40,65) (38,60 — 40,89) (37,68 — 40,25) (38,60 — 40,56) (38,76 — 40,60)
3456,0 31750 % 3090,0* 3325,0 3200,0

(3095,0 —3700,0)

(2859,0 — 3745,0)

(2815,0 - 3568,5)

(2876,0 — 3750,0)

(2988,0 —3537.5)
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Da andlise das caracteristicas populacionais dos diferentes subgrupos de patologias Al (Qua-
dro 28.), cada uma das patologias autoimunes apresentavam diferengas significativas (p<0,05
no caso de DC, CU e Outros) e muito significativas (p<0,01 no caso de SAE AR) (t-Student
Teste de Mood para a Mediana, p< 0.05 e p<0,01) no respeitante a idade materna, exceptuan-
do os subgrupo da EM (n=48, 32.4 anos) e do LES (n=51, 31.8 anos).

Relativamente a idade gestacional no parto, as diferengas encontradas no grupo Al sdo devi-
do aos subgrupos DC (39.2 semanas), AR (39.8 semanas) e LES (38.9 semanas) (todos com
p<0,01) e ainda no subgrupo Outros (p<0,05). No que respeita ao peso ao nascer, as diferen-
¢as estatisticamente significativas (t-Student e Teste de Mood para a Mediana, p< 0.05) sdo
também devido aos subgrupos DC, AR e LES (3090,0 gr), apresentando o LES mais uma vez

a diferenciagdo maior.

3.1.1 Avaliagao dos marcadores ecogrificos e bioquimicos

Depois da caracterizagdo da amostra, procedeu-se a avaliagdo dos marcadores ecograficos
(CCC e TN) e bioquimicos (p-hCG livre e PAPP-A), usando a mesma metodologia que foi
utilizada no ponto anterior (comparagdo inicial entre os grupos NAI e Al seguida da compa-

ragdo entre o grupo NAI com os subgrupos AI) (Quadro 29.).

Quadro 29. Marcadores de 1° trimestre na grupo NAI e na grupo Al

Variavel Grupo NAI (n = 45493) Grupo Al (n = 361)

Idade Gestational na altura do exame,

semanas, mediana (IQR) 12,72 (12,36 — 13,12) 12,67 (12,34 — 13,01)*

Marcadores Ecograficos

CCC, mm, mediana (IQR)

TN, mm, median (IQR)

63,50 (58,60 — 69,00)

1,80 (1,60 - 2,10) 1,80 (1,50 - 2,10)

Marcadores Bioquimicos

PAPP-A, U/L, mediana (IQR)

2,83 (1,79 - 4,42)

1,0025 (0,6858 - 1,4262)

36,50 (24,30 — 56,20)

B-hCG livre, MoMs, mediana (IQR)

0,9944 (0,6761 — 1,5082) 1,1030 (0,7502 - 1,6640) **

*p<0,05; **p<0,01
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Comparando os resultados dos marcadores ecogrificos entre os grupos NAI e Al, encontra-
ram-se diferencgas estatisticamente significativas (t-Student e Teste de Mood para a Mediana,
p<0.05) na idade gestacional na altura do exame, consonantes com as diferengas encontradas
no CCC, de onde derivam as respectivas idades gestacionais. O grupo NAI apresentava uma
idade gestacional a data do exame de 12,72 semanas e um CCC de 63,50 mm, enquanto que
o grupo Al apresentava valores de 12,67 semanas e 62,80 mm, respectivamente. Ndo foram

encontradas diferengas no que respeita 2 medida da TN entre os dois grupos.

No que respeita aos marcadores bioquimicos, para o PAPP-A (em U/L) foram encontradas
diferencas significativas (t-Student e Teste de Mood para a Mediana, p<0,05) entre NAI e Al,
que deixaram de se observar quando os valores de PAPP-A foram convertidos em MoM’s.
Quanto a p-hCG livre, as diferengas encontradas entre os dois grupos foram estatisticamente
significativas, tanto no que diz respeito a quantificagdo em U/L (t-Student e Teste de Mood
para a Mediana, p<0,05), como quando foram convertidos os valores em MoM’s (t-Student e
Teste de Mood para a Mediana, p<0,01): observa-se um aumento significativo das MoM’s de
B-hCG livre no grupo AI (1.1030) versus o NAI (0.9944) (Quadro 29. e Figura 7.).

Figura 7. Boxplots das MoM’s da BHCG livre entre a grupo Al e grupo NAI

3,0
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Figura 8. Boxplot das MoM'’s da PAPP-A entre a grupo Al e grupo NAI
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1,59
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0,04
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Nas duas boxplots expressas na figura 7. e 8. podem ser observadas as diferencas existentes
entre a mediana da MoM da B-hCG livre no grupo Al que € mais elevada do que em NAI
Do mesmo modo, pode observar-se a mediana do PAPP-A entre o grupo Al (mais baixa, mas

sem ser estatisticamente significativo) e o grupo NAIL

No quadro 30. ¢ possivel observar as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) que se
observaram no quadro 29., mas individualizadas pelos subgrupos de diferentes patologias au-
toimunes estudadas: as diferengas que ocorrem na quantificagio do PAPP-A (U/L) devem-se a
DC (2,56 U/L)( t-Student e Teste de Mood para a Mediana, p<0,05) e a misceldnea de doengas
autoimunes com menor incidéncia (2,41 U/L) (t-Student e Teste de Mood para a Mediana,
p<0,01), mas como jd foi referido, ndo ocorrem na conversdo para maltiplos da mediana. Na
AR ocorre uma diferenga estatisticamente significativa (t-Student e Teste de Mood para a
Mediana, p<0,05) na MoM’s da PAPP-A (0,8950).
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Quadro 30. Marcadores de 1° trimestre no grupo NAI e nos subgrupos do grupo Al

Grupo NAI

Grupo Al (n = 361)
Variavel (n = 45493) SAF DC EM AR CU Outro
; i n=57 | N=75 | n=47 | n=50 n=54 i n=31
ldade Gestational naaltura © 1272 | 12,55 | 1274 12,61 | 12,66 1270 12,57
do exame, semanas, (12,36 - (12,27 - (12,46 - (12,33 - (12,34 - 12,34 - (12,26 —
mediana (IQR) ©1312) 1 1301) § 13,11) © 13,05 | 12,99) 12,90) | 12,83)
Marcadores Ecograficos
6350 | 6120 | 6370 | 6200 | 6270 | 61,90 | 6310 | 6140
CCC, mm, mediana (IQR) | (58,60~ | (57.75- | (59,90~ | (58,20~ | (5835~ : (59,10~ | (58,40 : (57.38 -
. 6900) | 67.50) | 6890) | 6800) . 670) | 68,10) . 6590) = 6500)
1,80 L1800 1,9 170 1,80 1,80 1,80 1,9
TN, mm, median (IQR) | (1,60— | (1,50 | (1,60 | (1L,50- | (1,60 | (1,50 | (1,50- i (1,70 -
; 2,10) £205) 2,100 2,100 2,100 2,000 : 220) | 2,10)
Marcadores Bioquimicos
2,83 i219 2,56 C 220 225 2,14 278 241
PAPP-A, U/L, > : ? : ? : > : > > ? : ?
median;(IQR) (L79- 1 (1S5— 1 (1,74- § (139- | (137- | (134- | (1,65- | (1,73~
4,42) L 378) 3,657 | 3,85) i 349) i 480) | 482) | 307)*
1,0025 1,0191 | 0,9205 | 0,9835 | 0,8950 i 09717 | 1,0419 | 0,8698
Pmil()i{)a:a%OQhﬁ; (0,6858 —  (0,6233 — (0,6920 —: (0,5651 — : (0,4838 — : (0,5889 — | (0,7075 —: (0,7289 —
1,4262) 1,4668) | 1,2234) | 1,2531) | 1,1958)* | 1,6383) | 1,5282) | 1,3070)
. 36,50 31,20 © 4224 ¢ 3950 | 4480 © 51,10 : 40,70 : 38,37
hCG1 " , . , \ , , \ ,
fneggnaw(rlzg) ’ (24,30 - (20,10 — | (30,60 | (27,40 — | (28,88 | (29,80 — | (26,30 — | (28,50 —
56,20) 46,80)* | 60,60) | 53,70) | 81,50)* i 79,10)* i 66,00) i 59,30)
. 09944 09187 | 11762 | 1,1129 | 1,1303 = 1,4020 | 1,0239 | 0,9959
GG livre. MoM X L0, 1 1 1 ; X Lo,
g*lec(i:i?n;iv(rleéR)o > (0,6761—  £(0,5796—: (0,8102 — (0,6676 — : (0,7993 — (0,8715 — | (0,7278 — | (0,6862 —
1,5082)  11,3907)" | 1,6555) | 1,3969)* | 2,0420) * 12,2895)%* | 2,2221) | 1,4663)

*p<0,05; **p<0,01

Sublinhe-se 0 aumento da MoM’s da B-hCG livre, com um p<0,05, nos subgrupos de do-
engas autoimunes (Al) estratificados, que ocorreram a custa do subgrupo da EM (1.11), do
subgrupo da AR (1.13), mas sobretudo a custa do subgrupo do LES (1.40), com um p<0,01
neste ultimo caso, estando estes subgrupos estatisticamente na mesma idade gestacional e
com valores semelhantes de TN. No subgrupo de SAF encontrou-se uma diferen¢a muito
significativa (p<0,01), em que o valor da MoM’s da p-hCG livre era mais baixo (0,9187) rela-
tivamente ao grupo NAI (Quadro 30.)
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Na figura 9. estdo evidenciadas as medianas das MoM’s da f-hCG livre dos diferentes subgru-

pos de doengas autoimunes, destacando-se a do subgrupo LES.

Figura 9. Boxplots das MoM’s da HCG livre nos grupos de doenca Al

MoM fBhCG

No figura 10., relativamente ao subgrupo LES, estdo expressos o estudo da normalidade e
a caracterizagdo das MoM’s da PHCG livre, a sua média (1,6907 MoM), mediana (1,4020
MoM) e o intervalo inter-quartil (0,8715-2,2895).
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Figura 10. Caracterizacdo das MoM'’s da p-hCG livre do grupo LES

Summary for MoMs fBHCG - SLE

Anderson-Darling Normality Test

A-Squared 1,49
P-Value < 0,005
Mean 1,6907
/ ~ StDev 1,1458
Variance 1,3128

Skewness 1,52973
Kurtosis 3,17077

N 47
Minimum 0,3136
\ 1st Quartile 0,8715
'—| Median 1,4020
T T T T T 3rd Quartile  2,2895
1.2 24 3.6 48 6.0 Maximum 6,0162

95% Confidence Interval for Mean
—] T - * 1,3543 2,0271

95% Confidence Interval for Median
1,0721 1,7932

95% Confidence Interval for StDev
95% Confidence Intervals 0,9521 1,4391

Mean A ; - |
Median - t > |
1‘0 1‘2 1‘4 1,I6 1‘8 2‘0

3.1.2 Avaliacao dos indicadores de desempenho do rastreio pré-natal

Nos dois quadros seguintes, estdo descritos os vérios indicadores de desempenho do rastreio
pré-natal combinado do 1¢ trimestre da amostra, grupo NAI e grupo Al do Reino Unido:
taxa de falsos positivos, taxa de falsos negativos, taxa de verdadeiros positivos, taxa de verda-
deiros negativos, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, sensibilidade ou taxa de
deteccio, especificidade e probabilidade de estar afectado dado um resultado positivo (odds
of being affected given a positive result — OAPR), para o ponto de corte 1:300 (Quadro 31.) e
ponto de corte de 1:100 (Quadro 32.).
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Quadro 31. Taxas de desempenho do rastreio pré-natal na amostra do Reino Unido
(amostra RU, grupo NAI e grupo Al) — Calculadas com base num ponto de corte de 1:300

um resultado positivo (OAPR)

Medidas de desempenho Amostra RU Grupo NAI Grupo Al p
Taxa de Falsos Positivos (TFP) C789% i 7.85% ¢ 13,57% i 0,002%
: 0,1202). h 0,1202). h 0,2802). h 0579
: 0,6702). h 0,6502). h 2,77‘%. h 0014
:l‘";)‘(;;l';‘\};r‘dadeiros Negativos (TVN) 91,31"‘))0. h 91,38"‘))0. h 83,38"‘))0. h <0,001""‘""; ......
Valor Preditivo Positivo (VPP) o zeme e 169% 0059
Valor Preditivo Negativo (VPN) oosen | 99sme 9960 0553
Taxade Detegio (TDJ"™ osanan sl 091% 0446
Especificidade o208 9209 s600% 0001
Probabilidade de estar afectado dado 1:12 [8.48%] 1:12 [8,329] 1:5 [20,419%] 0.036*

TFP - Taxa de Falsos positivos; TEN — Taxa de Falsos negativos; TVP — Taxa de Verdadeiros positivos;

TVN - Taxa de Verdadeiros negativos; VPP — Valor Preditivo positivo; VPN —Valor Preditivo negativo;

TD - Taxa de detecgdo; *** Incidéncia da Trissomia 21; **** Sensibilidade ; OAPR - Probabilidade de estar afectado dado
um resultado positivo (odds of being affected given a positive result).

p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

No quadro 31., as taxas de desempenho foram calculadas para um ponto de 1:300, e pode-
mos observar que a taxa de detecgdo da amostra RU (n=45,854 casos) ¢ de 84,34%, muito
semelhante a do grupo NAI (84,14%). As especificidades da amostra RU e do grupo NAI sdao
respectivamente de 92,04% e de 92,09%. Do mesmo modo, também se observam ordens de
grandeza sobreponiveis nas taxa de falsos positivos na amostra RU (7,89%) e no grupo NAI
(7,85%). A taxa de detecgdo do grupo Al (90,91%) ndo ¢ significativamente diferente para
com a do grupo NAI (84,14%).

A diminuigdo da especificidade para 86,00% (grupo Al) apresenta uma diferenga muito sig-
nificativa (p=0,001) assim como o aumento da taxa de falsos positivos para 13,57% (grupo
Al) (p=0,002).

A diminui¢do da taxa de verdadeiros negativos para 83,38% (grupo Al) apresenta uma dife-
renga altamente significativa (p<0,001) para com o grupo NAIL

O valor de OAPR ¢ totalmente sobreponivel entre a amostra do RU e o grupo NAI observan-

do-se no entanto que no grupo Al o OAPR passa de 1:12 (RU e NAI) para 1:5, diferenga essa
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que ¢ significativa (p=0,036), ou seja, em cada 5 gravidas com resultados de testes de rastreio
positivo, 1 terd uma gravidez afectada para cada 4 que nio a terdo (dito de outro modo, em
cada 5 exames invasivos, 1 corresponderd a uma gravidez afectada). Na amostra RU e no
grupo NAIL em cada 12 grdvidas com resultados de testes de rastreio positivo, 1 terd uma gra-
videz afectada para 11 que ndo a terdo (isto ¢, em cada 12 exames invasivos, 1 corresponderd a
uma gravidez afectada). Uma referéncia importante a taxa de verdadeiros positivos (TVP) no
grupo Al que se encontrou ser de 2,77%. Esta taxa sugere que a prevaléncia das aneuploidias
no grupo de doengas autoimunes (grupo Al) ¢ mais elevada e a diferenca ¢ significativa (teste
binomial, p=0,014), quando comparada com a taxa encontrada na grupo NAI (0,65%), e mais
elevada do que a taxa encontrada na amostra RU (0,67%)).

Quadro 32. Taxas de desempenho do rastreio pré-natal na populacao do Reino Unido
(Global, NAIl e Al) — Calculados com base num ponto de corte de 1:100

um resultado positivo (OAPR)

Medidas de desempenho Amostra RU Grupo NAI Grupo Al p
Taxa de Falsos Positivos (TFP) L 3.26% L 3.23% L 637% 0015
: 0,1802). - 0,1802). - oo % SO S
0,6102).% 0,6002).”“ 2,77 0/0
95,95'("./0. h 95,99% h 90,58"0./(.).
15,89&(; h 15,61""./0. h 30,30';/(.).
99,81% h 99,81% h 99,70';/(.).
77,47% h 77,05% h 90,91 0/0
96,72% h 96,74'("./0. h 93,43"(;/(.).
Probabilidade de estar afectado dado 1:5 [18.89%] 155 [18,5006] 1:2.3 [43.48 %) 0,016*

TFP — Taxa de Falsos positivos; TFN — Taxa de Falsos negativos; TVP — Taxa de Verdadeiros positivos;

TVN - Taxa de Verdadeiros negativos; VPP — Valor Preditivo positivo; VPN —Valor Preditivo negativo;

TD - Taxa de deteccdo; *** Incidéncia da Trissomia 21; **** Sensibilidade ; OAPR - Probabilidade de estar afectado
dado um resultado positivo (odds of being affected given a positive result).

*p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

No quadro 32.,as taxas de desempenho foram calculadas para um ponto de 1:100, e podemos
observar que a taxa de detecgdo na amostra RU (45.854 casos) ¢ de 77,47%, muito semelhante
a do grupo NAI (77,05%).
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As especificidades na amostra RU e no grupo NAI sio respectivamente de 96,72% e de
96,74%. Do mesmo modo, também se observam ordens de grandeza sobreponiveis na taxa
de falsos positivos na amostra RU (3,26%) e no grupo NAI (3,23%).

A taxa de detecgdo do grupo Al (90,91%) ndo representa uma diferenca significativa relati-
vamente ao grupo NAI (77,05%). No entanto, a diminui¢do da especificidade para 93,43%
(grupo Al) apresenta uma diferenca significativa (p=0,012) assim como o aumento da taxa de

falsos positivos para 6,37% (grupo Al) (p=0,015).

A diminuigdo da taxa de verdadeiros negativos para 90,58% (grupo Al), apresenta uma dife-

renca altamente significativa relativamente ao grupo NAI (95,99%).

O valor de OAPR ¢ totalmente sobreponivel entre a amostra RU e o grupo NAI, observando-
-se no entanto uma diferenca significativa (p= 0,016) n o grupo Al, em que o OAPR passa de
1:5 (global e NAI) para 1:2,3: isto é,,em cada 2,3 gravidas com resultados de testes de rastreio
positivo, 1 terd uma gravidez afectada para cada 1,3 que nio a terfo (em cada 2,3 exames in-
vasivos, 1 corresponderd a uma gravidez afectada). J4 na amostra RU e grupo NAL em cada §
gravidas com resultados de testes de rastreio positivo, 1 terd uma gravidez afectada para cada

4 que ndo a terdo (em cada 5 exames invasivos, 1 corresponderd a uma gravidez afectada).

Por ultimo, a taxa de verdadeiros positivos no grupo Al (2,77%), sugere que a prevaléncia das
aneuploidias no grupo Al ¢ significativamente mais elevada (p=0,012) que a do grupo NAI
(0,60%) e da amostra RU (0,61%).

Quadro 33. Proporcao de gravidas com idade = 35 anos (grupo de risco)

Idade Materna Amostra RU Grupo NAI Grupo Al p
_ 13668/45854 | 13539/45493 | 129/361

>=35 Anos (29,81%6] (29,76%] (35,73%] * 0,018
P<0,05

No quadro 33. verifica-se que a propor¢io de mulheres com mais de 35 anos no grupo Al ¢
de 35,73%, acima da propor¢io de mulheres com mais de 35 anos no grupo NAI, com uma

diferenca significativa de p=0,018.

No quadro 34. podemos verificar que os falsos positivos no grupo Al (n=49; TFP= 13,57%)
podem ser distribuidos em 4 grupos diferentes, consoante a TN e a positividade ou nio

dos resultados bioquimicos: i. no grupo de TN>3,5 mm e bioquimica positiva, nio foram
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encontrados nenhuns resultados falsos positivos; ii. no grupo de TN>3,5 mm e bioquimica
negativa, foram encontrados 3 resultados falsos positivos (0,83%), distribuidos no intervalo
de ponto de corte 150-200 (n=2) e 0-50 (n=1); iii. no grupo de TN<3,5 mm e bioquimica
positiva, foi encontrado o maior nimero de falsos positivos (n=41; 11,36%), na sua maioria
alocados ao intervalo de ponto de corte de 0-50 (4,16%); iv. no grupo de TN<3,5 e bioquimica

negativa, foram encontrados apenas 1,38% (n=5) falsos positivos.

Quadro 34. Taxa de falsos positivos da populacao Al, distribuidos pelos escaloes de TN
e de pontos de corte — Calculados para um ponto de corte de 1:300

Falsos positivos da Grupo Al n TFP (%)
Falsos positivos 49 13,57%
TN>=3,5 mm e bioquimica positiva 0 0,00%
TN>=3,5 mm e bioquimica negativa 3 0,83%
0-50 1 0,28%
50100 """""""""""""""" R 0,00%
100150 """""""""""""""" R 0,00%
150200 """""""""""""""" P 0,55%
200300 """""""""""""""" R 0,00%
TN<3,5 mm e bioquimica positiva 41 11,36%
0-50 15 4,16%
100 6 1,6%
0010 7 1,949
150200 """""""""""""""" 5 0,83%
200300 """""""""""""""" 1 o 2,77%
TN<3,5 mm e bioquimica negativa N 1,38%
0-50 0 0,00%
50100 """""""""""""""" o 0,28%
100150 P 1110
150200 """""""""""""""" R 0,00%
200300 """""""""""""""" ' 0,00%
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O quadro 35. ¢ uma tabela resumo das médias e medianas dos pardmetros bioquimicos,
obtidos nos casos de resultados falsos positivos para aneuploidias, nos grupos NAI e Al As
medianas da -hCG livre e do PAPP-A foram aferidas a partir dos casos pertencentes a estes
grupos que apresentavam resultado de “risco acrescido” para T21, mas que se verificaram ser

falsos positivos.

O aumento dos MoM’s da B-hCG livre nos casos dos falsos positivos com “risco acrescido’, em
especial, sai refor¢ado da observacdo dos dados constantes da quadro 36., no estudo do ratio
das MoM’s da B-hCG livre entre grupos Al e NAI, e em particular no subgrupo LES (ratio das
medianas da MoM da B-hCG livre no subgrupo LES = 1,530).

Quadro 35. Médias e medianas dos parametros bioquimicos, em casos de falsos positivos

Falsos positivos para Aneuploidias

Grupo NAI Subgrupo SAF Subgrupo LES
Média Mediana Média Mediana Média Mediana
{BHCG livre (MoM’s) | 2,117 1,745
Grupo NAI F PP S0 SN SO OE PSPPSR
PAPP-A (MoM’s) i 0,710 0,598
BHCG livre (MoM’s) 2,273 1,774 1,184 1,376 2,536 2,669
Grupo AI .....................
: PAPP-A(MoM’s) 0,718 i 0,593 | 0950 : 0,609 0,618 : 0,426
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Quadro 36. Racio Médias e Medianas de MoMs dos parametros bioquimicos
[Ratio MoMs Al / MoMs NAI], em casos de falsos positivos

Falsos positivos para Aneuploidias

Grupo NAI Subgrupo SAF Subgrupo LES

Média : Mediana : Meédia Mediana Média ;| Mediana

Ratio Mois a1/ PHCG Iivee (MOM'S) 1074 = 1017 0.959 0788 18 1B

MoMs NAI

PAPP-A(MoM’s) 1.011 0.991 1.338 1.018 0.870 0.712

Por dltimo, no quadro 37 € possivel observar um resumo dos resultados das varidveis biofi-
sicas, obstétricas, ecogrificas, bioquimicas, assim como as propor¢oes de rastreios com risco
positivo basal, os rastreios com risco positivo combinados e a taxa de falsos positivos, apenas

no subgrupo LES.

Da comparagio entre a o grupo NAI e o subgrupo LES, podemos verificar ndo se encontra-
ram diferengas significativas em nenhuma varidvel, sendo as populagdes muito semelhantes,
tanto na idade materna, como no IMC, na idade gestacional na altura do exame, nas medidas
ecogrificas e na PAPP-A. Em todas estas carateristicas ndo foram encontradas diferencas sig-
nificativas, excepto nas MoM’s da $-hCG livre, como jd foi referida antes: grupo LES-1,4020
¢ NAI-0,9944 (p= 0,009).

A proporgao de mulheres com risco basal, baseado na idade materna, foi de 19,15% no sub-
grupo LES e 23,06% no grupo NAI sem diferencas significativas. A propor¢do de gravidas
do subgrupo LES e do grupo NAI com resultado de risco acrescido no rastreio combinado
foi de 19,5% (este valor coincidentemente idéntico foi validado por diversas ocasides - com o
acrescento das varidveis bioquimicas, algumas gravidas “deixaram” de ter risco, enquanto que
outras “passaram” a ter risco, ficando a propor¢do final idéntica a anterior). Por tltimo, a taxa
de falsos positivos no subgrupo LES foi de 12,77%, ndo significativa quando comparada com

a taxa de falsos positivos do grupo NAI (p=0,312)™.

14. Devido a diferenca de dimensoes entre as duas amostras (LES e NAIL em que a populacdo LES representa apenas
0,109% da populacdo NAI), bastariam apenas mais 3 casos de falsos positivos na populagio LES para que as diferengas
encontradas fossem estatisticamente significativas.
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Quadro 37. Comparacao de caracteristicas da populacao LES e populacao NAI,

e respectivo desempenho do rastreio

Grupo NAI Subgrupo LES p
N 45.493 47
Idade Materna (anos), mediana (IQR) 27 ;i’gz 2 08 23;1:8;5 00) 0,868
. 24,25 25,39
IMC (kg/m2), mediana (IQR) (21,94 - 27.77) (2171 - 30,26) 0,168
Idade Gestational na altura do exame, semanas, 12,72 12,61 0.896
mediana (IQR) (12,36 - 13,12) (12,40 — 13,06) ’
. 1,80 1,80
TN, mm, median (IQR) (1,60 - 2.10) (1,50 - 2.10) 0,554
. 1,0025 0,9717
PAPP-A, MoMs, mediana (IQR) (0,6858 — 1,4262) (0,5889 — 1,6383) 0,657
. . 0,9944 1,4020 -
B-hCG livre, MoMs, mediana (IQR) (0.6761 - 1.5082)  (0.8715 — 2.2895) 0,009**
Rastreios Positivos - risco basal (%) 23,06 V 19,15 0,496
Rastreios Positivos — risco combinado (%) 8,50 19,15 0,043*
Taxa de Falsos Positivos (risco combinado) (%) 7,85 12,77 0,312
Probabilidade de estar afectado dado um resultado 1:12 [8,329%] 1:2 [50,00 %] 0.043*

positivo (OAPR)

#p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

Ainda no quadro 37. podemos verificar que o OAPR do subgrupo LES apresenta uma dife-
renga significativa (p<0,05;p=0,043) relativamente ao OAPR do grupo NAI, resultando num
OAPR de 1:2 - ou seja, no subgrupo das gravidas com LES, por cada 2 grdvidas que recebem
indicagdo para fazerem exames invasivos (BVC ou amniocenteses) como resultado de um

resultado de risco acrescido obtido na avaliagdo do rastreio pré-natal combinado do 1¢ tri-

mestre, 1 tem uma gravidez afectada (SD ou outra aneuploidia).
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3.2. CARACTERIZAQKO DA AMOSTRA PORTUGUESA

De uma amostra com um total de 3.173 casos, foram excluidos 51 casos por auséncia de
informagdo sobre o desfecho da gravidez (auséncia de resultados de cari6tipos). A amostra
final estudada inclufa um total de 3.122 gravidezes tnicas, que fizeram o rastreio combinado

do 1¢ trimestre.

Da amostra Portuguesa (Amostra PT) de 3.122 gravidezes dnicas, caracteriza-se o grupo de
3.107 de mulheres grdvidas que ndo apresentavam patologias autoimunes anteriores a gravi-
dez (grupo NAI) e o grupo de 15 mulheres gravidas (0,48%) que a data do rastreio combinado
eram portadoras de patologias autoimunes diagnosticadas (grupo Al). No quadro 38. podem

observar-se as medianas populacionais para as varidveis maternas relevantes nos dois grupos.
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Quadro 38. Caracteristicas das populacoes Al e NAI

Variavel Grupo NAI (n = 3.107) Grupo Al (n = 15)

Idade Materna (anos), mediana (IQR) 32,04 (29,53 — 34,44) 31,43 (30,09 - 35,06)
IMC(kg/mZ), mediana (IQR) 22',‘30 (20,5"0 - 24,6HZ) H H 22,05 '(‘20,40 7"25,50) H
Etnicidade (n (%))

Caucasiana 3043 (97,94) 15 (100,00)
Africana a2 00000
Asidtica de Leste Cos0a0 0000
Asidicadosal Ciso4s) 00000

Misa a 702 0000
Tabagismo na gravidez (n (%)) 300 (9,66) 0 (0,00)
Concepcao (n (%))

Espontinea 3003 (96,65) 14 (93,33)
Terapéutica Ovalagio B Cwves) . 0000

FIV """""""""""""""""""""""" 87 (2,80) H H H Hl (6,67)"
Paridade (n (%))

Nulipara 1057 (62,99) 7 (46,67)
Multipara Ceneron 833
Histéria Médica (n (%))

Diabetes 3(0,10) 0 (0,00)
e A 38,86 (38,00 - 39,71) 37,86 (37,21 - 39,57)
Peso ao nascer (gr), mediana (IQR) 3150,0 (2860,0 — 3450,0) 3285,0 (2825,0 — 3577,5)

Da avaliagdo das caracteristicas populacionais entre o grupo NAI e Al ndo se verificam di-
ferencas estatisticamente significativas nem nas varidveis maternas, nem quanto a dnica va-
ridvel do recém-nascido que foi estudada (peso ao nascer). Encontra-se uma tendéncia para

que a idade gestacional no parto seja inferior (AI-37,86 semanas) do que na populagao NAL

A populagio Al (n=15) ¢ composta por 4 grupos com as patologias distribuidas de acordo

com o quadro 39.
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Quadro 39. Patologias autoimunes na popula¢ao portuguesa

Patologia N Taxa de Incidéncia na Populacao Global
Artrite Reumatdide S . 0,16 %
g;r;é;&r;;‘Anti—FOSfollpldICO """""""" P 0,13 %
Doenga Celaca > 0,06 %
Doencade Graves T R 0,03 %
Lupus ”I‘i';i;ematoso Sistémico s 0,09 %
Total 15 0,48 %

Face a diminuta presenca que cada uma das patologias autoimunes tinha na amostra global,

ndo foi feito o estudo das caracteristicas populacionais (maternas e do feto) para cada uma

das doengas autoimunes isoladamente. No entanto, no quadro 39. podem ser observadas as

diferentes patologias que compunham este pequeno grupo.

3.2.1 Avalia¢ao dos marcadores ecogrificos e bioquimicos

Depois da caracterizacdo da amostra Portuguesa, procedeu-se a avaliagio do marcadores eco-
grificos (CCC e TN) e bioquimicos (B-hCG livre e PAPP-A), comparando os grupos NAI e

Al (ver quadro 40.).

Quadro 40. Marcadores de 1° trimestre na populacao NAI e na populac¢ao Al

Variavel

Grupo NAI (n = 3.107)

Grupo Al (n = 15)

Idade Gestational na altura do exame,

semanas, mediana (IQR)

12,71 (12,29 — 13,14)

12,71 (12,00 — 13,00)

Marcadores Ecograficos

CCC, mm, medlana IQR

64,00 (58,80 — 69,30)

64 00 (55 30 67 70)

TN, mm, medlan (IQR)

1,60 (1,30 — 1,80)

1,50 (1,12 - 1,80)

Marcadores Bioquimicos

PAPP-A, U/L medlana IQR

3,95 (2,56 - 5,87)

3 17(1 16 473)

1,0194 (0,7198 - 1,4205)

0 8291 (0 6007 1 2486)

32 59 (22, 75 50, 12)

3522 (21 12- 48 84)

B-hCG llvre MoMs medlana IQR

0,9102 (0,6295 1,3476)

1,0062 (0 5689 -1 0933)
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Mais uma vez e de acordo com o que foi afirmado acima, provavelmente em virtude da dimi-
nuta dimensdo do grupo Al nio foram encontradas diferencas entre os dois grupos no que

se refere aos marcadores ecogrificos.

No que respeita aos marcadores bioquimicos, também ndo foram encontradas diferengas es-
tatisticamente significativas nem nos parimetros quantitativos, nem nas concentragdes (U/L)
quando convertidas os valores em MoM’s. Apesar de se verificar uma tendéncia para um

aumento de -hCG livre, MoMs na populagio Al esta ndo ¢ significativa.

3.2.2 Avaliagao dos indicadores de desempenho do rastreio Pré-Natal

Quadro 41. Taxas de desempenho do rastreio pré-natal na populacao Portuguesa

Medidas de desempenho Amostra PT Grupo NAI Grupo Al p
Taxa de Falsos Positivos (TFP) 3,14 % 3,15% 0,00 % -
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ : ood (,%. - oo (,%. - oo (,;/;). - _ B
| o (,%. - i (,%. - oo (',‘/'0' - e
Taxa de Verdadeiros Negativos (TVN) 96,48';)./(.). 96,46"0./0.. 100,00'“%. -
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ i (}/.(). - i (,%. - - B - B
Valor Preditivo Negativo (VPN) 99,93';’./;). 99,93"0./;). 100,00'“020. .
Taxa de Detegio (TD)™>* Comae o owmmsw - -
Especificidade oesso 9683%  10000% | -
Probabilidade de estar afectado dadoum  1:99  1:99 o o
resultado positivo (OAPR) ¢ [10,10%] i [10,10 %]

TFP — Taxa de Falsos positivos; TEN — Taxa de Falsos negativos; TVP — Taxa de Verdaderros positivos;

TVN - Taxa de Verdadeiros negativos; VPP — Valor Preditivo positivo; VPN —Valor Preditivo negativo; TD — Taxa de
detecgio; *** Incidéncia da Trissomia 21; **** Sensibilidade ; OAPR - Probabilidade de estar afectado dado um resultado
positivo (odds of being affected given a positive result).

No quadro 41. as medidas de desempenho foram calculadas para um ponto de 1:300, cons-
tatando-se que a taxa de detecgdo da amostra PT (83,33%) foi sobreponivel a do grupo NAI
(83,33%). As especificidades da amostra global e do grupo NAI foram respectivamente de
96,85% e de 96,83%.

Do mesmo modo, também se observam ordens de grandeza sobreponiveis nas taxa de falsos
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positivos na amostra PT (3,14%) e no grupo NAI (3,715%). No grupo Al nio foi possivel
calcular a taxa detecgdo, pois ndo foram encontrados verdadeiros positivos (TVP-0,00%) nem
falsos negativos (TFN-0,0090).

O valor de OAPR foi totalmente sobreponivel entre a amostra global e o grupo NAL Pelas
razdes expostas acima, ndo se pdde calcular o valor de OAPR para o grupo Al

3.3. VALORES NORMATIVOS

3.3.1. Valores normativos para as variaveis bioquimicas (PAPP-A e $-hCG livre)
na populacio de gestantes portuguesas

Um dos objectivos a que nos propusemos foi o de estabelecer valores normativos portugueses
para os pardmetros bioquimicos do 1¢ trimestre, por semana gestacional. Tanto quanto é do

nosso conhecimento os valores ainda ndo foram publicados.

Os programas de software de risco mais difundidos em Portugal, o Viewpoint e o Astraia, uti-
lizam na sua base de dados, valores normativos emanados pela FME, entidade responsavel pelo
desenho, actualizagdo e validacdo destes algoritmos. As popula¢des utilizadas na formatacio
dessas bases de dados sdo europeias, pois resultam da variada informacao veiculada pelos diver-
sos centros, entidades e pessoas individuais, certificadas pela FME que anualmente reportam
resultados das diferentes varidveis constantes do algoritmo para a FME. O estudo dos valores
normativos para os referidos pardmetros séricos do primeiro trimestre pretende conhecer e dar

a conhecer as possiveis similitudes entre a amostra Portuguesa ¢ a do Reino Unido (Quadro 42.)

Quadro 42. Marcadores bioquimicos do rastreio do 12 trimestre na amostra Portuguesa (PT)
estratificados por idade gestacional

Marcadores Bioquimicos (PT)

Idade Gestacional

(Sem) PAPP-A,U/L, = PAPP-A,MoMs, = (-hCG livre, U/L, : B-hCG livre, MoMs,
mediana (IQR) @ mediana (IQR) @ mediana(IQR) : mediana (IQR)
11 (n=357) 2,61 1,0476 38,38 0,8701
- (1,72-4,07) | (0,7712-1,4733) | (26,59-57,52) . (0,6399 - 1,2621)
~ 3,69 § 1,0240 34,78 0,9138
12 (n=1708) (2,43-529)  (0,7055-1,4152) : (23,58-53,44) : (0,6207-1,3719)
13 (n=1027) 4,96 1,0079 29,73 0,9268
- (3,38-7.33) | (0,7275-1,4070) | (20,10-43,24)  (0,6354 - 1,3443)
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3.3.2. Validacao dos valores normativos da amostra portuguesa
face a populagio do Reino Unido.

Do estudo da amostra Portuguesa e da amostra do Reino Unido resulta o quadro 43. que

descreve as diferentes caracteristicas biofisicas, clinicas e obstétricas das duas amostras.

O IMC da amostra Portuguesa ¢é inferior (22,30) ao IMC da amostrado Reino Unido (24,27),
sendo a diferenca altamente significativa (p<0,001). No que diz respeito a idade gestacional
no parto, também se verifica uma diferenga altamente significativa (p<0,001), sendo que a
mediana da amostra Portuguesa ¢ de 38,86 semanas e a do reino unido ¢ de 40,05 semanas.
Quanto ao peso ao nascer, também se observa uma diferenga altamente significativa, sendo os
recém nascidos da amostra Portuguesa menos pesados (3150 gr) que os do reino unido (3400
gr)(p<0,001) (Quadro 43.).
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Quadro 43. Caracteristicas das amostras Portuguesa (PT) e do Reino Unido (RU)

Variavel Amostra PT (n=3.122) Amostra RU (n =45.854)
Idade Materna (anos), mediana (IQR) 32,04 (29,53 — 34,46) 32,04 (27,73-35,75)
IMC (kg/m2), mediana (IQR) 22,30 (20,50 — 24,60) *** 24,27 (21,94-27,77)

Etnicidade (n (%))

Caucasiana 3058 (97,95) 32374 (70,60)
Afiana st 9207(2008)
AsidticadeLeste S0 100202.19)
Asidicadosal Cas4s)  1973(430)
Mlsm ........................................................................ . 7(0.;22) . . . 1298 (2,83)
Tabagismo na gravidez (n (%)) 300 (9,61) 3629 (7,91)

Concepcao (n (%))

Espontinea 3017 (96,64) 44241 (96,48)
Terapéutica Ovulagao 17 (0,54) 732 (1,60)
FIV 88 (2,82) 881 (1,92)

Paridade (n (%))

Nulipara 1064 (62,85) 22307 (48,65)

Multipara 629 (37,15) 23547 (51,35)

Histéria Médica (n (%))

Diabetes 3(0,10) 208 (0,45)

Idade Gestacional no parto (sem), e
mediana (IQR) 38,86 (38,00 — 39,71) ** 40,05 (39,02-40,94)

Peso ao nascer (gr), mediana (IQR) 3150,0 (2860,0 — 3450,0) *** 3400,0 (3078,0-3722,0)

#p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

No quadro 44. pode-se observar as varidveis ecogréficas e bioquimicas das duas amostras. Da
comparagdo ressalta que todas as varidveis, excepto as medianas do CCC e da PAPP-A, apre-
sentam diferencas muito e altamente significativas (p<0,01 e p<0,001) quando comparadas
com a amostra do Reino Unido. A mediana da idade gestacional da amostra Portuguesa ¢

muito significativamente diferente, sendo inferior a da amostra do Reino Unido (PT-12,71
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semanas; RU-12,72 semanas); a mediana da transluscéncia da nuca (PT-1,60 mm; RU-1,80 mm)
apresenta valores mais baixos, do que a mesma medida na amostra do Reino Unido. Ainda
relativamente ao quadro 44., mas no que concerne aos valores dos parimetros bioquimicos, ve-
rifica-se existir uma sobreposi¢io das duas populagdes, aquando da conversido para MoM’s, dos
valores medianos da PAPP-A (PT-1,0187; RU-1,0021), sem diferencas significativas entre elas.

Quadro 44. Marcadores de 1° trimestre na amostra Portuguesa (PT)
e na amostra do Reino Unido (RU)

Variavel Amostra PT (n = 3.122) Amostra RU (n = 45.854)
Idade Gestational na altura do exame,

semanas, mediana (IQR) 12,71 (12,29 — 13,14) 12,72 (12,36-13,11)
Marcadores Ecograficos

CCC, mm, mediana (IQR) 64,00 (58,70 — 69,30) 63,50 (58,60-68,90)

TN, mm, median (IQR) : 1,60 (1,30 — 1,80) *** : 1,80 (1,60-2,10)

Marcadores Bioquimicos

PAPP-A, U/L, mediana (IQR) 3,95 (2,55 -5,87) *** 2,82 (1,79-4,42)

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Feeeeennens . . B P .

PAPP-A, MoMs, mediana (IQR) 1,0187 (0,7188 — 1,4204) 1,0021 (0,6855-1,4258)

: 32,60 (22,75 - 50,04)

B-hCG livre, MoMs, mediana (IQR) | 0,9105 (0,6284 — 1,3475)

36,50 (24,30-56,30)

0,9956 (0,6764-1,5094)

p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

Por ultimo, no que diz respeito as MoM’s da B-hCG livre, encontramos uma diferenca alta-
mente significativa (p<0,001), sendo o valor da amostra Portuguesa inferior (0,9105) quando
comparado como da amostra do Reino Unido (0,9956). Devido ao diferente nimero de casos
das amostras em causa, a varidncia da amostra portuguesa ¢ muito superior do que a do Rei-
no Unido (Figura 11 e 12.).
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Figura 11. Medianas de MoM'’s de g-hCG livre na populagdo portuguesa
e na populacao do Reino Unido
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Figura 12. Anélise de variancia de MoMs de p-hCG livre na populacao portuguesa
e na populacao do Reino Unido.
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CAPITULO 4

Discussao

Propusemo-nos a estudar o impacto das doengas autoimunes no rastreio pré-natal combinado do
1¢ trimestre. Dado que a amostra da populacdo Portuguesa, pela previsivel baixa prevaléncia das
patologias autoimunes, poderia ndo ter poder estatistico suficiente para obter resultados fidedignos,
optdmos por recorrer ao maior centro europeu de investigagdo em Medicina Fetal, a Fetal Medici-
ne Foundation-King’s College (Londres). O registo de casos com que trabalbdmos (45.854 casos)
permitiu obter uma amostra de gravidas com doengas autoimunes de 361 casos. Relativamente a
amostra colhida em Portugal, destinada ao estabelecimento de valores normativos para a populacdo

nactonal, obteve-se uma dimensdo de 3,122 casos.

Na discussdo que se segue tremos abordar detalbadamente a amostra do Reino Unido, seguida da
amostra Portuguesa, analisando criticamente os resultados obtidos a luz bibliografia disponivel na

literatura especializada.

4.1. AVALIA(J;F\O DO IMPACTO DAS DOENCAS AUTOIMUNES
NO RASTREIO PRE-NATAL COMBINADO DO I2 TRIMESTRE

Tanto quanto ¢ do nosso conhecimento, ¢ de acordo com a literatura especializada disponi-
vel, a amostra do Reino Unido € a amostra populacional de gravidas mais alargada alguma
vez estudada com o objectivo especifico de avaliar o impacto das doengas autoimunes no

rastreio pré-natal combinado do 1¢ trimestre.

A questdo da dimensdo da amostra é um aspecto particularmente relevante neste trabalho,
dado que em estudos anteriores o baixo numero de casos com doenga autoimune pré-existen-

te foi invariavelmente considerado uma limitagdo para a generalizagdo dos resultados.

Como j4 referimos anteriormente, em 2007 foi reportada pela primeira vez a possivel interfe-
réncia do LES materno nos marcadores usados no rastreio combinado do primeiro trimestre
para as aneuploidias, consubstanciada em niveis séricos significativamente aumentados de
$-hCG livre(234). No entanto, face ao limitado poder estatistico do estudo (10 grdvidas com
LES pré-existente, numa populagdo de 1150 gravidezes unicas), nao foi possivel detectar a

eventual existéncia de diferencas significativas nas taxas de falsos positivos, antes ou depois do

145



RASTREIO COMBINADO DO I2 TRIMESTRE E DOENGCAS AUTOIMUNES

rastreio combinado do primeiro trimestre. Refira-se que antes do estudo de Heinig jd tinha
sido ocasionalmente documentada a mudanga dos niveis séricos de hCG total e 8-hCG livre
no rastreio do sindrome de Down no 2¢ e 3¢ trimestre de gestacdo de grdvidas com doenga
autoimune(232,233,235,236), sem que o tdpico fosse posteriormente desenvolvido através de
investigacao especifica. Nestas circunstincias, a dimensdo da amostra do Reino Unido utili-
zada neste estudo poderd contribuir para acrescentar poder estatistico ao estudo pioneiro de
Heinig, e assim ajudar a clarificar de forma mais fidedigna a influéncia do LES ou de outras
patologias autoimunes nos niveis séricos de p-hCG livre e PAPP-A, efectuados no rastreio do

primeiro trimestre, algo que ainda ndo foi avaliado consistentemente até a0 momento actual.

No que se refere 2 amostra Portuguesa, apesar da casuistica de dimensdes razodveis (3,122
casos), apenas foi possivel considerar no estudo 15 casos de doengas autoimunes e 3 casos de
LES. Apesar desta limitagao, o seu estudo permitiu a obtengdo de valores normativos, que se-

rao comparados com a amostra do Reino Unido, numa perspectiva de valida¢do dos mesmos.

4.1.1 Analise critica das varidveis biofisicas, clinicas e obstétricas

Na amostra do Reino Unido de 45.854 gravidezes unicas, dividida entre grupo de doengas
autoimunes (AI=361 casos) e grupo controlo sem doengas autoimunes (NAI=45.493 casos),
encontrou-se uma diferenga significativa na varidvel ‘idade materna} mais elevada no grupo
Al (33,11 anos) do que no grupo NAI (32,03 anos).

Detalhando por doenga, a DC (33,50 anos), a CU (32,98 anos) e o subgrupo Outros (32,07
anos) apresentaram diferencas significativas (p<0,05), 0 SAF (34,85 anos) e a AR (34,07 anos)
diferencas muito significativas (p< 0,01), ndo se encontrando diferencas nas gravidas com EM
e LES (n=47,31.84 anos).

Estes achados, de um modo global, estdo de acordo com os dados epidemioldgicos que re-
ferem que a idade de inicio de algumas da doengas autoimunes (eg, AR, SS e SSc) se situa a
partir dos 40-50 anos(30,55), pelo que o encontro entre o diagndstico definitivo da doenca e

a gravidez obriga a que esta ultima seja obrigatoriamente tardia.

Nos casos do LES e da EM, cujas idades de inicio se encontram respectivamente nos escaldes
etdrios 15-40 anos e 20-30 anos, a gravidez ocorre mais habitualmente mais cedo, o que ¢ con-
gruente com a nio existéncia no nosso estudo de diferencas significativas na idade materna
relativamente ao grupo sem patologia Al Por outro lado, se no passado era de certa maneira
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desaconselhada a gravidez as mulheres com LES(99), actualmente a realidade é completamen-
te distinta, fruto da melhor compreensio da fisiopatologia da doenga e do estabelecimento de
novos modelos de interven¢do multidisciplinar(98,100), que vieram permitir um planeamen-

to mais preciso da gravidez, de acordo com os periodos de remissdo da doenga(62).

Relativamente ao subgrupo SAF, que em cerca de 40 a 50% estd associado a um diagndstico
anterior de LES, poder-se-ia esperar que nio existissem também diferencas significativas na
idade materna. No entanto, nesta patologia as diferencas foram altamente significativas (p<
0,01), que pensamos poderem ser atribuidas a prépria evolucao natural do SAE que ¢ carac-
terizada por frequentes eventos obstétricos (abortos e perda fetal recorrente)(103), os quais

poderdo contribuir para uma ocorréncia mais tardia da gravidez.

No subgrupo das DII, apesar da maior incidéncia ocorrer nos anos férteis e de as mulheres
com DII nio terem a sua fertilidade diminuida, quando comparadas com a populagdao em
geral(237), a justificagdo mais uma vez poderd residir na histdria natural destas doengas, em
que a ocorréncia frequente de complica¢es pos-cirdrgicas aumenta indirectamente o re-
curso aos métodos de reproducdo medicamente assistida, com a consequente demora em
engravidar(59,238).

Relativamente a amostra Portuguesa e no que diz respeito a idade materna, nio foram encon-

tradas diferencas significativas entre o grupo NAI e o grupo Al

Passando agora a comparagdo da ‘idade gestacional a data do parto’ (medida em semanas),
verificou-se que esta era significativamente menor (p<0,01) no grupo Al (mediana - 39,55)
que no grupo controlo NAI (mediana - 40,05), acontecendo o mesmo com a varidvel ‘peso ao

nascer; significativamente menor no grupo Al

Na amostra Portuguesa ndo foram encontradas diferengas significativas no que diz respeito a
idade gestacional a data do parto nem relativamente ao peso ao nascer, apesar de a primeira

destas varidveis apresentar uma ligeira tendéncia para ser mais baixa (Al-37,86 semanas) .

Detalhando por patologia, verifica-se que as diferencas mais significativas, tanto na idade
gestacional no momento do parto como no peso ao nascer, foram encontradas na doenga de
Crohn, na AR e no LES. Estes achados reforcam a ideia de que, apesar dos inegéveis desenvol-
vimentos cientificos e terapéuticos ocorridos nos ultimos anos, a gravidez no LES continua
a constituir uma condi¢do ndo desprovida de risco(239), estando associada a significativa
morbilidade fetal e neonatal(30).
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Como se sabe, a gravidez em mulheres com doengas inflamatérias (eg, AR, LES, DII) estd as-
sociada, em maior ou menor grau, a eventos perinatais adversos(228), nomeadamente a abor-
tos, prematuridade, perturba¢Bes do crescimento fetal e morte fetal(36,101,112,124), que se
pensa poderem resultar fisiopatologicamente de altera¢des imunoldgicas na placenta(98).
Por seu lado, a prematuridade estd associada no curto prazo a doenca pulmonar crénica, lesdo
cerebral grave e sépsis neonatal, e no médio-longo prazo a doenca cardiovascular, hiperten-
sdo, diabetes e obesidade(103,124).

A possibilidade da ocorréncia, no momento da concepgao ou no decurso da gestacdo, de
eventos reconhecidos como factores de risco (e indicadores de mau progndstico) tais como
a exacerbagdo ldpica, a nefrite lupica, as complicagdes hipertensivas e/ou PE e o SAF 2¢,
aumenta a probabilidade de aparecimento de complica¢des perinatais adversas, as quais sdo

numericamente tio importantes como as decorrentes das aneuploidias(10,124,125).

Pelo exposto acima, a diferenca muito significativa na idade gestacional no parto da grupo
Al (e concretamente no subgrupo LES), e tendo em conta o intervalo de confianga de 37,68
— 40,25 semanas, poderd indicar que existe uma tendéncia para partos mais precoces, apesar
de na amostra ndo se ter configurado a defini¢do de prematuridade’.

No que diz respeito a AR, apesar da baixa casuistica de co-ocorréncia da gravidez(104), vdrios
autores referem um risco aumentado de prematuridade e de perturbag¢des do crescimento fetal
nas gravidas com artrite inflamatdria(62,110,111,124). Também no subgrupo AR os resultados

ndo permitem configurar a defini¢do de prematuridade nem de perturbagdes do crescimento.

No subgrupo SAF nio foram encontradas diferengas quer na idade gestacional no parto,
quer no peso ao nascer. Este aspecto ¢ particularmente interessante, uma vez que o SAF ndo
tratado estd associado a uma taxa muito alta de aborto (até 90%), a pré-eclimpsia, a RCF e
a parto pré-termo(103). Com a introdugdo da aspirina de baixa dose (75-100 mg/d), com ou
sem heparina de baixo peso molecular(10), estes eventos tém-se modificado, atingindo-se
uma taxa de sucesso de 80% de nascimentos sem eventos adversos associados. Esta poderd
ser a explicacdo dos resultados obtidos no nosso estudo, tendo em vista que as grdvidas se

encontravam em seguimento médico de acordo com as normas em vigor no Reino Unido.

15. Recém-nascido prematuro (def. OMS) ou pré-termo: todo aquele que nasce antes da 37¢ semana completa de gestagdo.
Os recém-nascidos podem ser classficados em prematuros limiar, (entre 33 e 36 semanas de gestagdo ou peso ao nascer entre
1500 e 2500 gramas), prematuros moderados (entre as 28 e as 32 semanas de gestagdo ou peso ao nascer entre 1000 e 1500
gmmas) ou em prematuros extremos (<28 semanas ou peso ao nascer abaixo dos 1000 gmmas).
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No subgrupo DII e relativamente aos indicadores de resultados da gravidez, a idade gestacio-
nal no parto assim como o peso ao nascer, na DC apresentam diferenga muito significativas.
Apesar de muitas mulheres considerarem engravidar, continuam a ocorrer desfechos obsté-
tricos adversos: vdrios autores referem que nestas doengas, mais do que a taxa de recidivas
(que ndo apresenta diferengas para com a populagio geral), ¢ o grau de actividade das doen-
cas na altura da concepgao, que define o seu curso e as complica¢des obstétricas(61,238,240),
pelo que a gravidez tem de ser planeada para uma fase e remissao(237). Ter uma doenga infla-
matdria intestinal e eventual histdria de cirurgia constitui forte predictor de desfecho adverso
da gravidez (108): a doenga de Crohn, caracterizada por uma inflamacdo intestinal crénica,
estd muitas vezes associada a md-nutrigdo, com repercussOes importantes nas fases criticas
do crescimento e diferenciagio fetal. Existe, portanto, um risco acrescido, nas mulheres com

doenga de Crohn, de terem fetos com RCF(60).

4.1.2 Analise critica das varidveis ecograficas

Na avalia¢do do marcadores ecogréficos (CCC e TN) no 1¢ trimestre, encontraram-se dife-
rengas significativas na idade gestacional a data do exame (AI-12,67 semanas e NAI-12,72
semanas), decorrentes da medigdo correctamente aferida do CCC (Al-62,80 mm e NAI-63,50
mm). O CCC dos fetos do grupo Al apresentou uma diferenca significativa inferior a 1 mm

(0,7 mm), relativamente ao grupo NAI

Estes achados estio em consonincia com os estudos de diversos autores (42,58,104,110)
(36,101,112,241), que evidenciaram a ocorréncia de perturba¢des do crescimento fetal (RCF
e recém-nascidos de baixo peso, cerca de 22,3%) em mulheres com doengas autoimunes ac-
tiva na gravidez. Este aspecto deve, alids, ser levado em conta no momento da determinagao
ecogrifica do CCC.

Relativamente a estas varidveis e entre os dois grupos da populagdo portuguesa, nio foi pos-

sivel encontrar diferengas, face a insuficiente dimensdo do grupo Al, como jd foi real¢ado.

4.1.3 Analise critica das variaveis bioquimicas

Neste ponto assentava um dos objectivos nucleares do nosso trabalho, mais concretamente
o de conhecer a influéncia das doengas autoimunes (22objectivo) nas MoM’s individuais das

gravidas, enquanto parimetros utilizados no rastreio pré-natal combinado do 1¢ trimestre.
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Como resultado mais importante, encontrou-se uma diferenga muito significativa (p<0,01)
nas MoM’s da B-hCG livre do grupo Al (1,1030), quando comparadas com as MoM’s do
grupo NAI (0,9944).

Da avaliagdo dos diferentes subgrupos de doengas autoimunes destacou-se a do subgrupo do
LES, com MoM’s de 1,4020, correspondendo a uma diferenca muito significativa (p<0,01).
Os subgrupos da AR e da EM também apresentaram diferengas significativas (p<0,05), relati-
vamente ao grupo de gravidas NAI

Até a data, 0 aumento das MoM’s da B-hCG livre no rastreio do 19 trimestre apenas tinha sido
referido uma vez, numa amostra com 1150 gravidezes dnicas, das quais 10 com LES pré-exis-
tente(234). Apesar das limitagdes metodoldgicas, e na auséncia de resultados significativos, o
autor deste estudo acabou por considerar o algoritmo do 1¢ trimestre apto para a execu¢do do
risco do 1¢ trimestre em doentes grdvidas com LES. Os resultados do nosso estudo indiciam
que a posic¢io adoptada por Heinig pode nio estar suficientemente fundamentada, devendo
ser colocada a eventual necessidade de introduggo de factores de correcgdo no algoritmo ori-

ginal, para as grévidas com doencas autoimunes em geral, e para o LES em particular.

Na amostra da populagio Portuguesa nio foi possivel observar a mesma diferenca entre os
grupos Al e NAL

4.1.4 Analise critica dos indicadores de desempenho do rastreio Pré-Natal

Partindo dos resultados obtidos no estudo das diferencas das MoM’s da p-hCG livre no ras-
treio do 1¢ trimestre, prosseguimos no sentido de explorar o comportamento dos indicadores
de desempenho do rastreio pré-natal na amostra do Reino Unido. O seu estudo assume a
maior importdncia, se se considerar que num procedimento de rastreio se pretende identi-
ficar as gravidezes com risco suficiente para aneuploidias de modo a que lhes seja facultado
aconselhamento genético e prescri¢do de testes diagndsticos adicionais. A exactiddo dessa
identificagdo, assim como a escolha da execugio de testes invasivos, depende dos indicadores
de desempenho dos testes de rastreio.

As medidas de desempenho utilizadas nos testes de rastreio, j4 definidas, sdo a sensibilidade
ou taxa de detecgdo, a especificidade ou a sua medida inversa, a taxa de falsos positivos e ainda
0 OAPR. Estas medidas sdo funcao de vdrios factores, tais como a idade materna, o ndmero de

analitos medidos, a precisdao do ensaio analitico, 0 método para estimar a idade gestacional, a
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técnica para obter a medida da TN, a adequacio dos dados de referéncia e os pontos de corte

utilizados para determinar os resultados positivos ou de risco acrescido.

Embora os indicadores reportados nos quadros 31. e 32. (ver capitulo de Resultados) sejam
exactamente os mesmos, no quadro 31. os cdlculos foram efectuados considerando um ponto
de corte de 1:300'¢ (a data do exame), ao passo que no quadro 32.se considerou um ponto de
corte de 1:100 (a data do exame). A utiliza¢do do ponto de corte de 1:100 teve como unico

proposito ser fiel ao ponto de corte utilizado na FME onde se aplica um modelo contigente"”.

A leitura de ambas as tabelas resulta idéntica, tendo-se encontrado uma diferenqa significati-
va (p<0,01 e p<0,05) na taxa de falsos positivos entre o grupo Al (13,57% e 6,37%) e o grupo
NAI (7,85% e 3,23%). Esta diferenca, consistente para os dois pontos de corte (respectiva-
mente 1:300 e 1:100), vem fundamentar o 3¢ objectivo do nosso trabalho: determinar se as
doengas autoimunes podem condicionar um aumento da taxa de resultados falsos-positivos

no rastreio combinado do 1¢ trimestre.

Das outras medidas de desempenho estudadas, destacamos a diferenga altamente significati-
va para a TVN, tanto para o ponto de corte 1:300 como para o ponto de corte de 1:100, entre
o grupo Al (83,38% e 90,58%) e o grupo NAI (91,38% e 95,99%). A especificidade também
apresentou uma diferen¢a muito significativa (Al-86,00%; NAI-92,09%) e (AI-93,43%; NAI-
96,74%), mais uma vez nos dois pontos de corte (1:300 e 1:100, respectivamente), alids de

acordo com o aumento da taxa de falsos positivos que foi verificada.

Ainda nas medidas de desempenho, deixamos para o fim a discussdo de dois indicadores
cujos resultados merecem particular destaque: a TVP e o OAPR. No que se refere a TVP, os
resultados obtidos no grupo Al (TVP=, 2,77%, idéntico para os dois pontos de corte), apre-
sentaram uma diferenga significativa em relagdo ao grupo NAI (0,65% e 0,60%, para os dois

16. As medidas obtidas na tabela 5 estdo de acordo com as recomendagées da Direcgio Geral de Saiide,

na sua Norma 023/2011, elaborada pela Comissdo Técnica Nacional de Diagndstico Pré-natal e revista em 21/5/2013. Esta
Norma refere que devem ser utilizados testes cujas as taxas de detecgdo sejam de 85-95% para 5% de falsos positivos, para
um ponto de corte consensual de 1/300. Deste modo aplicou-se a populagdo do Reino Unido o ponto de corte aplicado em
territorio Portugués por forma a que a possamos posteriormente estudar o seu comportamento face a populagdo Portuguesa.

17. No primeiro estddio, aplica-se a todos os casos o rastreio combinado do primeiro trimestre (idade materna, TN,
B-hCG livre e PAPP- A) e utiliza-se um ponto de corte de 1 em 100, para definir as gravidezes com risco acrescido para
aneuploidias e as que tiverem um risco mais baixo que 1 em 1000 sdo consideradas negativas. Um risco entre 1 em 101 e
1 em 1000 constitui um risco intermédio, o que ocorre em 15% do total das grdvidas. Estas iiltimas devem prosseguir para
um segundo estadio de rastreio com o ON, ductus venosus e regurgitagdo da tricispide, que vai modificar o risco obtido no
primeiro estadio. O ponto de corte neste segundo estadio é 1 em 100.
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pontos de corte). Esta taxa sugere que a prevaléncia das aneuploidias no grupo Al foi signifi-

cativamente mais elevada que no grupo NAI (p=0,014 e p=0,012).

Uma das possiveis explicagdes para esta ocorréncia poderia estar relacionada com diferengas
na idade materna. No quadro 33. (capitulo de Resultados) pode ser observado que a propor-
¢do de gravidas com mais de 35 anos (grupo de risco) na populagdo Al ¢ de 35,73%, significati-
vamente superior (p=0,018) a encontrada no grupo NAI (29,76%), sendo que esta altima ¢ por
sua vez também superior a prevaléncia de nascimentos ocorridos acima dos 35 anos na amos-
tra do Reino Unido' (2001-17,3%; 2008-20,1%; 2011-20,0%) (ver Quadro.2 do capitulo I).

Acresce que, como se pode observar no quadro 27. (capitulo de Resultados), a propor¢ao de
multiparas ¢ superior a propor¢do de nuliparas (multiparas Al- 53,74: NAI-51,33; amostra
RU-51,35), nomeadamente no grupo Al, pelo que todos os dados apontam para um risco
acrescido de ocorréncia de casos verdadeiros positivos de SD, associados a idade materna.
No entanto, mais uma vez ndo ¢ possivel sustentar esta diferenca com literatura cientifica j4

publicada.

Vejamos agora o indicador que nos fornece a probabilidade de estar afectado dado um resul-
tado positivo (OAPR), o qual matematicamente se traduz na razio entre o ne de afectados
e nio afectados entre todos os resultados positivos. O OAPR é um importante indicador de
desempenho, equivalente ao VPP, mas com a vantagem acrescida de permitir uma leitura
mais clara do desempenho do teste, sobretudo para VPP elevados (Quadro 45.). Quanto mais
préxima de 1 for o valor do OAPR, menos exames invasivos serio necessdrios executar para

se encontrarem casos afectados.

Quadro 45. Comparacao dos indicadores de desempenho
para os diferentes tipos de teste de rastreio

Ponto de corte (termo) TD (%) TFP (%) OAPR
Teste Combinado 1:150 91 3 1:26
ot 1150 64 . 136
Teste sérico Integrado 1150 80 3 129
re 1150 93 . 125

Adaptado de (242)

18. A colbeita da amostra do Reino Unido teve lugar entre Marco 2006 e Janeiro de 2011.
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No nosso estudo, podemos verificar que apesar de ndo se terem encontrado diferencas no
VPP do grupo Al (16,95%) versus NAI (7,68%) (p=0,059), encontrou-se um OAPR significati-
vamente diferente (p=0,036) nos dois grupos, passando de 1:12 (NAI) para 1:5 (Al).

No entanto, o sentido desta diferenca e 0 OAPR encontrado para o grupo Al estdo em desa-
cordo com o resultado obtido de aumento da TFP (de 7,85% para 13,57%), porque face a ele-
vada prevaléncia (TVP) de aneuploidias (2,77%) no grupo Al (p=0,014), o cdlculo encontra-se

enviesado e apenas nos confirma a elevada prevaléncia encontrada.

A obtengio de um resultado positivo num teste de rastreio, em cujo objectivo reside a de-
tecgdo de aneuploidias, constitui a indicagdo mais frequente para a execu¢do de um teste
diagndstico invasivo(133,153). A taxa de falsos positivos encontrada ird aumentar os testes

Invasivos a executar, caso o casal aceite.

Por fim, detalhamos o valor da OAPR em ambos os pontos e corte, comparando o grupo Al
com o NALI Verifica-se no quadro 31. que o valor de OAPR ¢ totalmente sobreponivel entre
a amostra do RU e grupo NAI, observando-se no entanto que no grupo Al o OAPR passa de
1:12 amostra RU e grupo NAI) para 1:5 (grupo Al), diferenca essa que ¢ significativa (Teste
Binomial, p=0,036) ou seja entre as gravidas com resultados de testes de rastreio com risco
acrescido, 1 terd uma gravidez afectada, para cada 4 que ndo a terdo, ou seja, em cada 5 exames

invasivos apenas 1 terd uma gravidez afectada.

Na amostra do RU e no grupo NAI, terdo de se fazer 12 testes invasivos para se encontrar
um gravidez afectada. Porque o cdlculo do OAPR resulta de uma razdo entre os verdadeiros
positivos e os falsos positivos, este resultado é concordante com os dados relativos a taxa de
verdadeiros positivos (2,77%) e falsos positivos (13,57%), ambos aumentados na populacio
Al (1:300). No quadro 32. s3o encontrados dados sobreponiveis aos do quadro 31., mas para

o ponto de corte de 1:100.

Como conclusdo deste ponto da discussao, salientamos que tendo sido encontrada no grupo
Al uma taxa significativamente superior de falsos positivos (p=0,002), se procurou investigar
a existéncia de uma associagdo entre este aumento e um eventual aumento do ndmero de exa-
mes invasivos', recorrendo ao OAPR. No entanto, verificdimos que, dada a elevada prevalén-

cia de aneuploidias no grupo Al, este indicador tem limitag6es importantes quando utilizado

19. Defini¢do de rastreio pré-natal: envolve a aplicacdo de testes ndo invasivos para a identificagio de risco acrescido
de anomalias congénitas. Os resultados dos testes de rastreio sdo necessariamente presuntivos, pelo que no caso de risco
acrescido de aneuploidias deve ser colocada a indicagdo para realizar um teste diagndstico.
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deste modo e para este fim. Assim, por forma a responder a 22 parte do 3¢ objectivo (“Saber se
as doengas autoimunes podem condicionar um aumento da taxa de resultados falsos positivos, com
consequente aumento do niimero de amniocenteses”), teve de ser efectuado um outro procedi-
mento, que consistiu no cdlculo de um récio entre as medianas das MoM’s da B-hCG livre e
do PAPP-A dos grupos Al versus NAI Neste célculo, foram apenas utilizados os resultados de
“risco acrescido” para aneuploidias, mas que se verificaram ser falsos positivos.

Utilizando este procedimento, o aumento dos MoM’s da f-hCG livre nos casos dos falsos po-
sitivos com “risco acrescido’} que jd tinhamos comprovado anteriormente, ficou claramente
reforcado pelos resultados obtido no cdlculo do ratio das MoM’s B-hCG livre entre os grupos
Al e NAI, e em particular nos resultados obtido no subgrupo de LES (ratio das medianas da
MoM’s da B-hCG livre no grupo LES = 1,530). Ou seja, as MoM’s da $-hCG livre, nos falsos
positivos do subgrupo LES sdao muito superiores do que as do grupo controlo. Deste resul-
tado se pode inferir que no grupo Al poderio eventualmente ocorrer mais indicagGes para
exames invasivos do que na populacio controlo, o que ¢ congruente com o 32 objectivo do

nosso estudo.

Por ultimo, estuddmos ainda os indicadores de desempenho (TFP e OAPR) no subgrupo de
doentes com LES (versus o grupo NAI), de modo a determinar se este subgrupo, que apresen-

tava os valores mais elevados de MoM’s de B-hCG livre, apresentava ou ndo uma TFP elevada.

Quando sio considerados os valores das MoM’s no estabelecimento dos riscos positivos, na
populagdo NAI a bioquimica “corrige” ajustando o niumero de riscos positivos, diminuindo-
-0s, enquanto que na populagdo LES os riscos positivos mantém-se, muito a custa dos falsos
positivos, como pode ser observado pela taxa de falsos positivos nesta mesma populacio LES
(12,77%). No entanto, comparada com a taxa de falsos positivos da populagdo NAI, a dife-
renga ndo ¢ significativa (p=0,312), provavelmente pela assimetria dos grupos. Com efeito,
verificdmos que bastariam apenas mais 3 casos de falsos positivos na populacido LES para que
as diferengas encontradas fossem estatisticamente significativas.
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4.2 IMPACTO DAS DOENCAS AUTOIMUNES NO RASTREIO PRE-NATAL
COMBINADO DO I2 TRIMESTRE - PERSPECTIVA FISIOPATOLOGICA

Da andlise critica dos resultados obtidos, pensamos ter alcancado os objectivos a que nos
propusemos no inicio deste trabalho, confirmando a hipétese de que as doengas autoimunes
tém um impacto no rastreio pré-natal do 1¢ trimestre. No entanto, para além das implica¢oes
clinico-laboratoriais daqui decorrentes, é importante discorrer um pouco sobre os eventuais

mecanismos fisiopatoldgicos implicados.

Tal como foi anteriormente referido, as doengas autoimunes apresentam uma prevaléncia
acrescida no sexo feminino(4,9,15). Algumas doengas autoimunes, nomeadamente as chama-
das doengas Th2, tais como o Lupus Eritematoso Sistémico, tém tendéncia a agravar-se du-
rante a gravidez(63,110,239,243). Tal como j4 foi real¢ado, o ambiente hormonal da gravidez
¢ favorecedor da resposta Th2 interrompendo a resposta Th1(244). Outros factores, como a
secre¢do da IL-10 pelo trofoblasto, concorrem para a protecio dos efeitos deletérios Th1(66).
No entanto, sabe-se hoje que o sucesso da gravidez nao depende apenas de uma resposta Th2
aumentada(73), mas sobretudo da sua condi¢do de inflamacio controlada(65,72).

A resposta imune materna na interface materno-fetal é assegurada pelo papel emergente das
células dendriticas e pela indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), enzima intra-celular essencial
para uma gravidez de sucesso(76,77,80), e que é um factor regulador da actividade das célu-
las Tregs, aumentando o seu fendtipo supressivo(15,63,75,89,90). Virios sdo os mecanismos
IDO-dependentes que ocorrem quer no local de exposi¢do ao antigénio fetal, quer sistemica-

mente e em paralelo, para sustentar a gestagdo(63) e prevenir a rejei¢ao do feto(15,89,90,245).

Para além desta tolerincia especifica para antigénios fetais, a indugdo sistémica da IDO, du-
rante a gravidez, resulta também em imunosupressio e tolerincia imunoldgica materna de
natureza transitoria: as doengas autoimunes como a AR e a EM (dependentes das células
Th1)(55,56)entram em remissdo durante a gravidez, para sé recidivarem apds o parto. Ueno
et al propdem que seja a hCG a hormona responsével pela protec¢do materna a autoimuni-
dade(93). Molad et al(92) também é da mesma opinido, afirmando que a hCG, secretada pelo
trofoblasto, induz a expressdo da IDO. Voskuhl et al, no entanto, refere que os estrogénios

também estdo envolvidos na expressio aumentada de indolamina 2,3-dioxigenase(15).
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As propriedades imunoreguladoras da hCG sio conhecidas e incluem a modula¢do do equi-
librio Th1/Th2 e das respectivas citoquinas(84) pela atrac¢io dos Tregs para a interface mater-
no-fetal(80) e pela estimula¢do das células dendriticas, que origina uma estimulagio da classe
I do CMH, da IL-10 e da expressdo da IDO(84).

Estd documentada a incapacidade associada ao LES activo de converter as células T CD25+
FOXP3- em células T CD25+FOXP3+ (células Tregs)(39), fundamentais na tolerincia transi-

tdria essencial para a implantacio, sobrevivéncia e manutengio da gravidez(40,76-79).

O IDO representa ainda um importante passo evolutivo enquanto factor regulador da ac-
tividade das células Tregs, estabilizando e aumentando o fendtipo supressivo, impedindo
assim a reprogramacio das Treg em células T helper ndo-supressoras(91). A hCG constitui
o primeiro sinal através do qual o embrido influencia profundamente a tolerdncia imuno-
légica, no didlogo entre os sistemas imune e enddcrino na interface materno-fetal. Se para o
sucesso da implantagao € necessdrio um endomeétrio receptivo, um blastocisto normal e um
didlogo na interface maternal-fetal, para a progressio da gravidez é obrigatério a tolerincia

imunoldgica.

Virios destes factores encontram-se disfuncionais no ldpus eritematoso sistémico. Dentro
das doengas autoimunes com maior prevaléncia no sexo feminino, o LES ¢ a entidade com
maiores implica¢es tanto na fertilidade (neste estudo, a proporgio de gravidas na populagdo
Al que recorreu a tratamento de infertilidade foi superior ao da populagdo controlo) como
no desfecho da gravidez(63,110,115,239).

Neste contexto, ndo podemos afastar a possibilidade de existir uma rela¢ido de circularidade
causal entre o impacto que a gravidez tem no agravamento do LES, e o impacto que este
agravamento tem no desfecho da prépria gravidez. Este processo de outcome potencialmente
adverso poderd ser contrabalangado pelo aumento dos niveis de p-hCG livre, enquanto me-
canismo de compensagdao imunomodulador, aumentando através do IDO as possibilidades
de sucesso da gravidez nas portadoras de LES. Este mecanismo teria algumas analogias com
aquilo que ocorre na vasculite placentar lupica, em que a diminuicdo da perfusio intervilosi-
tdria condiciona hipdxia placentar, originando um aumento da hCG como mecanismo com-
pensador de migragdo vilositdria(229,246). No entanto, no SAF as diferengas significativas
entre gravidas Al e NAI, ocorrem para valores de B-hCG livre inferiores, mas ndo para valores
superiores. Por esta razdo niao defendemos a possibilidade da hipdxia local condicionada
por eventual vasculite placentar, estar na base deste mecanismo compensador de secregao da
hCG (229,246).
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4.3. IMPACTO DAS DOENCAS AUTOIMUNES NO RASTREIO PRE-NATAL
COMBINADO DO I?2 TRIMESTRE - IMPLICA())KO CLINICA

Do que foi dito, ficou evidenciado que o aumento da hCG em grdvidas com doengas au-
toimunes condiciona uma TFP aumentada nessas mesmas doentes. Por sua vez, uma TFP
aumentada condiciona uma taxa aumentada de indica¢Oes para testes invasivos(132). O au-
mento de indicagdo para testes invasivos numa populagdao em que a maternidade ¢ tardia, em
que sdo efectuados tratamentos de fertilidade e em que ocorrem desfechos adversos da gravi-
dez(62,98), associado ao facto de os testes invasivos estarem associados a um risco de 0,5-1%
de perda fetal, faz com que as doencas Al, e em particular o LES, devam ser propostos como
factores de correcgao ao algoritmo de risco individual. Em termos estatisticos, pode contra-
-argumentar-se que a baixa prevaléncia do LES na populagio geral ird sempre condicionar
um efeito pequeno no risco populacional. No entanto, o efeito sobre o risco individual de
uma grdvida pode ser substancial, e influenciar significativamente a decisdo de efectuar, ou

niao, um teste invasivo(202).

4.4. VALORES NORMATIVOS

Para além da avalia¢do do impacto das doengas autoimunes no rastreio pré-natal combinado
do 1¢ trimestre, este trabalho também se propods a estabelecer valores normativos Portugue-
ses e de distribui¢do para as MoM’s dos pardmetros séricos do primeiro trimestre, PAPP-A e

B-hCG livre, por semana de gestagdo.

Os valores normativos da populagao Portuguesa nio estdo reportados na literatura, pelo que,
tanto quanto é do nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho em que os valores norma-

tivos foram especificamente determinados na populag¢do nacional.

4.4.1. Valores normativos para as variaveis bioquimicas (PAPP-A e f-hCG livre)
na populagido de gestantes portuguesas

Palomaki, num artigo de referéncia sobre padronizagdo, boas préticas e recomendagdes em
rastreio pré-natal, afirma que o laboratério de rastreio pré-natal deverd ter a preocupagdo
de demonstrar que os dados incluidos no software de risco utilizado sdo apropriados para a
populagdo a ser rastreada(147).
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De acordo com as boas priticas laboratoriais(247), cada laboratdrio deverd estabelecer/validar os
seus préprios valores normativos. Para se atingirem as medidas de desempenho de acordo com
as recomendacdes jd referidas, sio necessdrias medianas exactas, fidveis e especificas (tais como as
medianas incluidas nos softwares de cdlculo de risco que sdo obtidas pela “suavizagdo” dos valo-
res medianos observados por métodos de andlise de regressdo ponderada(248). Usando valores
da mediana especificos para cada dia da gestagdo, as medidas de desempenho do rastreio irdo

melhorar, pelo que o seu uso no laboratdrio certificado de pré-natal deverd ser obrigatdrio(147).

No quadro 42., em que se encontram descritos os valores normativos para a Portuguesa, fo-
ram utilizadas mais de 100 amostras para cada semana gestacional completa, desde a 112 até a
132, verificando-se que os valores de PAPP-A sérico materno aumentaram numa percentagem
constante (25-30%), por semana, entre a 112 e a 132 semana completa; por seu lado, os valo-
res de f-hCG livre diminufram, no mesmo periodo, entre 10-20%, por semana gestacional
completa(249).

4.4.2. Validagao dos valores normativos da populagiao portuguesa
face a populagio do Reino Unido.

Da apreciagdao dos quadros 43. e 44. podemos constatar que a amostra Portuguesa e a do
Reino Unido apresentam diferengas significativas. No quadro 43. as diferencas altamente
significativas (p<0,001) sio encontradas no IMC, sendo a amostra portuguesa menos pesada e
menos obesa (PT-22,30 Kg/m2 ; RU-24,27 Kg/m2), ainda que pela defini¢gdo da OMS ambas as
amostras devam ser consideradas como estando dentro dos pardmetros de normalidade(250);
relativamente a idade gestacional no momento do parto, esta ocorre, na amostra Portuguesa,

cerca de 1 semana mais cedo do que no RU (p<0,001).

Uma eventual explicagdo para estas diferencas pode residir na taxa de cesarianas em Portugal,
que de acordo com a OMS ¢€ excessiva. O relatério da OMS de 2010 referente a sobre-utiliza-
¢do de cesarianas, reporta que Portugal teve uma taxa de 34% de cesarianas, em 2005 e 2008,
para um intervalo ideal de 10-15%(251) Estes dados terdo seguramente contribuido para a
elabora¢do do despacho governamental ne 3482/2013, publicado em Mar¢o de 2013, que
formalizou a criagdo da Comissdo Nacional para a Redugio da Taxa de Cesarianas. Naquele
despacho ¢ sublinhado que “..Portugal € um dos paises europeus com maior taxa de cesarianas

(36.6%)... e que a OMS considera estes valores superiores ao aceitdvel’.
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Embora ndo tenhamos encontrado nenhum estudo, referente a populagio Portuguesa, que
suporte a associagdo entre o aumento da taxa de cesariana e a diminuig¢do da idade gestacio-
nal no parto, esses estudos existem noutros paises, com destaque para o relatério do CDC
(Center for Disease Control and prevention)(252). Neste relatdrio, estd reportado um aumen-
to de 60% (para todas as idades gestacionais) da taxa de cesarianas (em gravidezes tnicas)
entre 1996 (20,7%) e 2009 (32,9%), particularmente no periodo de termo precoce (37-38
semanas), em que a taxa aumentou de 20,6% (em 1996) para 33,6% (em 2009). Os relatdrios
da OMS e do CDC parecem fundamentar no excesso de cesarianas a diferenga encontrada
na idade gestacional Portuguesa quando comparada com a do Reino Unido, em que a taxa

de cesarianas € de 22%.

O peso ao nascer estd em consondncia com o IMC materno, sendo os recém-nascidos menos

pesados em Portugal do que no Reino Unido (PT-3150,0 gramas; RU-3400 gramas).

Se nos detivermos no quadro 44, apesar de n3o termos encontrado diferengas no CCC, en-
contrdmos diferencas muito significativas na idade gestacional da amostra Portuguesa (PT-
12,71 semanas; RU-12,72 semanas). O CCC foi testado, tal como as restantes medidas, pelo
teste de Mood e pelo teste t-Student, mas provavelmente devido & menor variancia e intervalo
interquartil (IQR) da mediana na amostra Portuguesa, nio foram identificadas diferengas
significativas. Quanto a idade gestacional, dado que o IQR da amostra Portuguesa ¢ mais
alargado do que o da amostra do Reino Unido, a diferenca j4 é estatisticamente significativa
(pelo teste t-Student e teste de Mood).

No que diz respeito aos pardimetros bioquimicos, encontrimos diferencas na PAPP-A que ndo
se observam na sua conversio para MoM’s. No parimetro p-hCG livre, as diferengas encon-
tradas foram altamente significativas (p<0,001), mantendo-se na conversio para MoM’s. Os
valores da f-hCG livre diminuem cerca 10-20% por cada semana gestacional completa(249),
pelo que, como a idade gestacional da amostra Portuguesa era significativamente menor que
a do Reino Unido, € possivel que na conversao das concentragoes da p-hCG livre da amostra

Portuguesa para MoM’s, estas sejam de menor valor que as obtidas no Reino Unido.

Este achado poderd dever-se ao facto de as MoM’s serem obtidas utilizando como denomi-
nador a mediana da $-hCG livre (U/L) de idade gestacional inferior (para menos tempo
gestacional), constituindo assim um modelo explicativo das MoM’s resultantes da populagdo

Portuguesa serem inferiores a da amostra do Reino Unido.
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Outro factor importante que tem de ser levado em conta para a eventual explicagdo da di-
ferenga encontrada nos valores bioquimicos da p-hCG livre, decorre do facto de ambos os
marcadores mostrarem correlagdes directas com o peso materno(199): as concentragdes sé-
ricas maternas, expressas em MoM’s, do PAPP-A e da $-hCG livre, aumentam com o peso,
podendo variar de 0,7 MoM aos 45 kg para 1,5 MoM num peso de 90 kg(196,199). No
caso da amostra Portuguesa, como se descreveu acima, as diferengas altamente significativas
(p<0,001) que foram encontradas no IMC poderdo ter concorrido para que as MoM’s da
B-hCG livre fossem mais baixas.

Outro factor que faz variar as MoM’s da B-hCG livre é o tamanho do feto. A -hCG livre
aumenta com o CCC, por exemplo, para um aumento de CCC de 45 mm para 65 mm, pode
corresponder um aumento de 0,8 para 1,2 MoM da p-hCG livre(199). Na amostra portugue-
sa, 0 menor tamanho médio dos fetos pode mais uma vez ter contribuido para as diferengas

encontradas nos valores normativos.

Relativamente a outros factores de correccdo (eg, etnia, tabagismo, concepgao, paridade, his-
téria médica, CCC), merece ainda destaque a maior prevaléncia (sem ser significativa) de
gravidas de etnia Africana e Asidtica,, cujas concentragdes de f-hCG livre sio mais elevadas.

Quanto aos diferentes equipamentos (ambos certificados pela FMF) que foram utilizados na
execugdo das amostras séricas das duas amostras populacionais (PT- Kryptor; RU-DELFIA),
existem fortes correla¢Bes entre os resultados obtidos pelo Kryptor e pelo DELFIA(253), pelo
que dificilmente constituirdo a base para as diferencas encontradas entre as duas amostras

populacionais.

Por ultimo, é importante referir que os factores de correc¢do introduzidos no algoritmo de
risco da FMF sio factores de correcgdo para a populagdo nele utilizada, pelo que seria impor-
tante poder calcular factores de correcgdo especificos e aferidos para a populagio Portuguesa.
Na impossibilidade de o fazer, é aceitdvel que os laboratdrios possam ajustar manualmente as
suas medianas em 10%, se verificarem existir desvios sistemdticos nos seus valores de MoM’s

(recomendagdes de www.fetalmedicine.com).

4.4.3. Conclusao

Este é o primeiro estudo que pretende estabelecer e comparar os valores normativos Por-
tugueses. As amostras estudadas (PT e RU) ndo sdo totalmente sobreponiveis, como jd foi
detalhado. Face as diferencas encontradas reconhecemos a importancia de repetir o mesmo

estudo, mas com uma casuistica superior na amostra nacional.
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4.5. LIMITACOES METODOLOGICAS

A medida que ao longo desta discussio fomos discorrendo sobre as implicagdes dos resulta-
dos obtidos, nomeadamente no referente a verificagdo dos objectivos e da hipétese de traba-
lho, fomos em simultineo apontando os diversos problemas, obstdculos e limitagdes com os

quais nos depardmos, designadamente do ponto de vista metodoldgico.

Sabendo de antemio que nenhum estudo, por mais bem operacionalizado que se encontre,
se pode reclamar como isento de limita¢gdes de um ou outro tipo, procurdmos ainda assim
diminuir o efeito de enviesamentos e factores confundentes, de modo a garantir, dentro das
nossas possibilidades, um nivel aceitdvel de seguranga estatistica no momento da interpreta-

¢ao dos resultados.

A primeira limita¢do surgiu imediatamente associada a questdo nuclear da tese, e a hipotese
em jogo: com efeito, como valorizar de forma ajustada os resultados alcangados, e interpretar
adequadamente o seu significado, tanto na amostra do Reino Unido como na Portuguesa,
quando ndo existia nenhum estudo publicado nesta matéria com uma amostra de dimensio

significativa, com o qual pudéssemos aferir os nossos achados ?

Estreitamente ligada a esta, a segunda limitagdo prendeu-se exactamente com o tamanho
da amostra. Apesar do nosso envolvimento profissional nesta drea ter permitido obter uma
amostra de dimensao assinaldvel em Portugal, a baixa prevaléncia das doencas autoimunes
obrigou-nos a recorrer simultaneamente a uma amostra de muito maior dimensao. Feliz-
mente, gracas a colaboracao iniciada hd anos com a Fetal Medicine Foundation-King’s Colle-
. .
ge, pudemos contar com um centro de enorme reputagio cientifica no campo do diagnéstico
pré-natal, que nos disponibilizou a sua amostra de grévidas, com uma dimensio que em

Portugal seria extremamente dificil de reunir e avaliar em tempo atil.

A terceira limitacdo decorreu da baixa prevaléncia de doengas autoimunes nas amostras, tan-
to do Reino Unido como Portuguesa, relativamente ao namero total de elementos das duas
amostras. Como ¢ consensual, o grau de fidedignidade dos indicadores de desempenho di-
minui nas situagdes em que a patologia em andlise tem uma baixa prevaléncia, pelo que a

interpretagdo destes indicadores deverd ser feita com cuidados redobrados.
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CAPITULO §

Conclusoes

As anomalias congénitas afectam aproximadamente 2% dos recém-nascidos, constituindo
causas muito significativas de morbilidade e mortalidade. Entre estas, a trissomia 21 é uma

das causa mais frequentes de atraso mental, assim como de diversas alteragdes morfoldgicas.

As normas hoje em vigor recomendam que para avaliar o grau de risco para as aneuploidias
mais prevalentes (T21, T13, T18), se recorra ao “Rastreio Combinado do 1¢ Trimestre” As
gravidezes cuja probabilidade de risco for acrescida na sequéncia deste rastreio deverdo ser
sujeitas a exames invasivos, tais como a bidpsia das vilosidades coridnicas ou a amniocentese.
Quanto mais qualidade existir num rastreio, menos falsos positivos existirio e menor o nu-

mero de exames diagndsticos invasivos desnecessarios.

As doengas autoimunes sao doencas inflamatdrias crénicas em cuja fisiopatologia se encon-
tram distdrbios da imunidade humoral e celular, dependentes de factores genéticos, hor-
monais, psicoldgicos e ambientais. Atingem mais o sexo feminino e durante a idade fértil,
podendo influenciar o outcome da gravidez e a saide neonatal causando significativa morbi-

lidade e mortalidade.

O Lipus Eritematoso Sistémico, para além de potencialmente afectado pelas altera¢cdes imu-
noenddcrinas fisioldgicas da gravidez, associa-se frequentemente a problemas de fertilidade.
Recentemente, foi sugerido que as anormalidades ocorridas durante a invasdo precoce do
sinciciotrofoblasto, resultando em deficiente diferenciagdo, deficiente maturagdo e diminui-
¢do na produgido de hCG, poderio ser o mecanismo fisiopatolégico primdrio para as perdas

fetais no primeiro trimestre, nos doentes com SLE.

A ocorréncia de niveis elevados de hCG total e £-hCG livre no rastreio para despiste de SD
do segundo e do primeiro trimestre, em doentes com LES, foi assinalada episodicamente
em alguns estudos, sem que daf se retirassem implicagBes relevantes de natureza clinico-la-
boratorial. Para além da escassez deste estudos, a pequena dimensio das amostras estudadas

constituiu uma limitacdo significativa na fidedignidade dos resultados obtidos.

Para tal propusemo-nos a estudar uma populagdo de grdvidas de grande dimensao, que efec-
tuaram o rastreio combinado do 1¢ trimestre de modo a poder encontrar, face a sua baixa

prevaléncia, uma amostra de gravidas com doengas autoimunes.
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Comparando os grupos com e sem doenga autoimune, demonstrdmos a existéncia de uma
elevagio das MoM’s da £-hCG livre nas grividas com doenga autoimune, nomeadamente
nos casos de ldpus eritematoso sistémico. O nosso estudo evidenciou ainda a importincia da
determinagao de factores de correc¢do para os marcadores bioquimicos, aferidos as caracte-

risticas da populagdo testada.

Verificou-se existir um impacto das doengas autoimunes nas MoM’s individuais da p-hCG livre
do rastreio pré-natal combinado do 1¢ trimestre, especialmente na EM, AR e LES. A presenca
de doengas autoimunes e de LES parece estar associado a uma taxa de falsos positivos aumenta-

da para o despiste de aneuploidias, com potenciais consequéncias para a saide fetal e materna.

Teorizdmos sobre a possibilidade de na base destes resultados estarem envolvidos mecanismos
imuno-moleculares diversos, entre os quais o equilibrio Th1/Th2, a secre¢do de hCG, a expres-
sdo da IDO e os mecanismos imunoreguladores IDO-dependentes na interface materno-fetal.

Concluimos que o rastreio combinado do 1¢ trimestre certificado pela FMF deve continuar
a ser aconselhado para as grdvidas com doengas autoimunes, nomeadamente para as doentes
com LES, mas que deverdo ser calculados e introduzidos os devidos factores de correcgdo
no algoritmo de risco, de modo a evitar a subida no nimero de resultados falso-positivos e

correlatamente da utilizagdo de métodos invasivos.
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Resumo

Contexto: As anomalias congénitas, com particular destaque para as aneuploidias, afectam
aproximadamente 2% dos recém-nascidos, constituindo causas frequentes de morbilidade e
mortalidade. Actualmente, a avaliagdo do grau de risco para as aneuploidias mais prevalentes
(T21, T13, T18) é efectuada através do “Rastreio Combinado do 1¢ Trimestre”, devendo as
gravidas com risco acrescido ser sujeitas a exames invasivos (ex.bidpsia das vilosidades cori-
6nicas, amniocentese). Quanto mais qualidade existir num rastreio, menos falsos positivos

existirdo e menor o ndamero de exames diagndsticos invasivos desnecessarios.

As doengas autoimunes sdo doengas inflamatérias crénicas em cuja fisiopatologia se encon-
tram disturbios da imunidade humoral e celular, dependentes de factores genéticos, hor-
monais, psicoldgicos e ambientais. Atingem mais o sexo feminino e durante a idade fértil,
podendo influenciar o outcome da gravidez e a sadde neonatal causando significativa morbi-
lidade e mortalidade. O ldpus eritematoso sistémico para além de potencialmente afectado
pelas alterages imunoenddcrinas fisioldgicas da gravidez, associa-se frequentemente a pro-
blemas de fertilidade. Recentemente, foi sugerido que as anormalidades ocorridas durante
a invasdo precoce do sinciciotrofoblasto, resultando em deficiente diferenciagdo, deficiente
maturagdo e diminui¢do na produgdo de hCG, poderdo ser o mecanismo fisiopatoldgico
primdrio para as perdas fetais no primeiro trimestre, nos doentes com SLE.

A ocorréncia de niveis elevados de hCG total e £-hCG livre no rastreio para despiste de sin-
drome de Down do segundo e do primeiro trimestre foi assinalada em grdvidas portadoras
de ldpus, mas a escassez de estudos comprovativos e a pequena dimensdo das amostras estu-

dadas constituiu uma limita¢do significativa na fidedignidade dos resultados obtidos.

Objectivos: O estudo teve como objectivos i. estabelecer valores normativos Portugueses e
de distribuicao para as MoM’s dos pardmetros séricos do primeiro trimestre, por semana de
gestagdo:(PAPP-A e 8-hCG livre), ii. avaliar a influéncia que as doengas autoimunes tém sobre
as MoM’s individuais dos parimetros bioquimicos PAPP-A e/ou £-hCG livre, utilizados no
rastreio pré-natal combinado do 12 trimestre, e iii. saber se as doengas autoimunes podem
condicionar um aumento da taxa de resultados falsos positivos, com consequente aumento

do ndmero de amniocenteses.

165



RASTREIO COMBINADO DO I2 TRIMESTRE E DOENGCAS AUTOIMUNES

Metodologia: Estudo longitudinal prospectivo, consistindo num rastreio pré-natal combina-
do de 1¢ trimestre para pesquisa de aneuploidias, em duas amostras provenientes do Reino
Unido (n= 45,854) e de Portugal (n=3122). Foram avaliados pardmetros socio-demogrificos,
ecogréficos, laboratoriais, e calculados os indicadores de desempenho do rastreio combinado.
A execu¢io analitica dos testes bioquimicos séricos (PAPP-A e £-hCG livre) foi realizada no
autoanalisador Brahms Kryptor e no autoanalizador 6000 Delfia Xpress. Compararam-se os

grupos autoimune e nao autoimune das amostras.

Resultados: Relativamente as caracteristicas populacionais, o grupo auto imune tinha valo-
res significativamente superiores nas varidveis idade materna e idade gestacional. Comparan-
do os grupos com e sem doenca autoimune, constatou-se a existéncia de uma elevagdo das
MoM’s da 8-hCG livre nas grdvidas com doenga autoimune, nomeadamente nos casos de

ldpus eritematoso sistémico.

Conclusoes: os resultado obtidos reforgam a indicagdo do rastreio combinado do 1¢ tri-
mestre certificado pela FMF nas grdvidas com doengas autoimunes, nomeadamente para
as doentes com LES; no entanto, devem ser calculados e introduzidos factores de correcgao
no algoritmo de risco, de modo a evitar a subida no nidmero de resultados falso-positivos, e

consequentemente a sobre- utiliza¢gio de métodos invasivos.

166



BIBLIOGRAFIA

Summary

Context: Congenital anomalies, with particular reference to aneuploidias, affect approxi-
mately 29 of newborns, and are frequent causes of morbidity and mortality. Currently, the
risk evaluation for the most prevalent aneuploidias (T21,T13,T18) is carried out through the
“combined first trimester screening’, and pregnant women with increased risk are subjected
to invasive tests (e.g. villus biopsy done, amniocentesis). The more quality exists in a screen-
ing, less false positives exists and fewer unnecessary invasive diagnostic exams. Autoimmune
diseases are chronic inflammatory diseases in whose pathophysiology are immune humoral
and cellular disorders, dependent on genetic factors, hormonal, psychological and envi-
ronmental factors. The disease is more prevalent among females, during the child-bearing
age, and may influence the outcome of pregnancy and neonatal health causing significant
morbidity and mortality. Lupus Erythematosus in addition to potentially affected by immu-
noendocrine physiological changes of pregnancy, is often associated with fertility problems.
Recently, it has been suggested that the abnormalities that occurred during the early inva-
sion of the syncytiotrophoblast, resulting in insufficient differentiation, deficient maturation
and decrease in production of hCG may be the primary pathophysiological mechanism for
fetal losses in the first quarter, in patients with SLE. The occurrence of elevated levels of total
hCG and free 8-hCG in screening for Down’s syndrome of the second and first trimester was
reported in pregnant women with lupus, but the paucity of supporting studies and the small
size of the samples studied constituted a significant limitation on the trustworthiness of the

results obtained.

Objectives: this study aims to i. establish normative values for the serum parameters MoM’s
(PAPP-A and free p-hCG) and it’s distribution, in the first trimester, by week of pregnancy;
ii. assess the influence that the autoimmune diseases have on the MoM’s of individual bio-
chemical PAPP-A and/or -hCG, used in antenatal screening combined for the first trimester,
and iii. whether the autoimmune diseases may make an increased rate of false positives, with

consequent increase in the number of amniocenteses.
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Methodology: Prospective longitudinal study, consisting of a combined first trimester an-
tenatal screening for aneuploidies lookup in two samples from the United Kingdom (n=
45.854) and Portugal (n=3.122). Socio-demographic, echographic and laboratory parameters
were evaluated, and combined screening performance indicators were calculated. The ana-
lytical run of serum biochemical tests (PAPP-A and £-hCG) was held at the Brahms Kryptor
and in Delfia Xpress 6000. Comparisons between autoimmune group and non-autoimmune

group were made.

Results: Relating to population characteristics, the autoimmune group had significantly dif
ferent values in the variables maternal age and gestational age. Comparing the groups with
and without autoimmune disease, it was noted that there is an elevation of the MoM’s of free
8-hCG levels in pregnant women with autoimmune disease, particularly in cases of systemic

lupus erythematosus.

Conclusions: The results obtained reinforce the indication of FMF certified combined
screening in pregnant women with autoimmune diseases, notably to the patients with SLE;
However, correction factors should be calculated and entered in the risk algorithm, in order
to avoid the rise in the number of false positive results, and consequently the over-use of

invasive methods.
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FAX : +44 (0)131 242 6882 The Royal Infirmary of Edinburgh
Email : UKNEQAS@ed.ac.uk 51, Little France Crescent
Old Dalkeith Road
Dirgctor: Dr. C M Sturgeon f+«4 (0)131 242 6885 Edinburgh EH16 45A
Deputy Director : Mr. AR Ellis United Kingdom

CERTIFICATE OF PARTICIPATION, APRIL 2012 - MARCH 2013

Labdiagnostica
Av. Visconde Vaimor No. 33-B
1050 - 237 Lisboa

Portugal

Lab 91077

| am pleased to be able to confirm that the above mentioned laboratory participates currently in the
following schemes of the UK NEQAS for Peptide Hormones and Related Substances:

UK NEQAS for Matemal Serum Screening in the First Trimester (Down's)

A R s

A. R. Ellis
Scheme Manager

Tuesday, April 24, 2012
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m FOR PEPTIDE HORMONES AND RELATED SUBSTANCES

Telephone : +44 (0)131 242 6848 Department of Clinical Biochemistry
FAX: +44 (0)131 242 6882 The Royal Infirmary of Edinburgh
Email : UKNEQAS@ed.ac.uk 51, Little France Crescent

Old Dalkeith Road
Director: Dr. C M Sturgeon [.44 (0)131 242 6885)  Edinburgh EH16 4SA
Deputy Director : Mr. AR Ellis United Kingdom

CERTIFICATE OF PARTICIPATION, APRIL 2013 - MARCH 2014

Labdiagnostica

Av. Visconde Valmor No. 33-B
1050 — 237 Lisboa

4150-174

Portugal

Lab 91077

1 am pleased to be able to confirm that the above mentioned laboratory participates currently in the
following schemes of the UK NEQAS for Peptide Hormones and Related Substances:

UK NEQAS for Maternal Serum Screening in the First Trimester (Down's)

A B e

A. R. Eliis
Scheme Manager

Tuesday, July 16, 2013



Anexo 5



24 December 2013 The Fetzl Medicine
Foundation

Profescor X Niealaides

TO WHOM IT MAY CONCERN

I, Professor Kypros Nicolaides, Director of Harris Birthright Research Center of
Fetal Medicine, King's College Hospital, authorize the use of a database ol 48,303
pregnant women screened in the first trimester lor Down Syndrome, collected in
the referred Center and given by me to Maria [osé Rego de Sousa, MD for the
purpose of pursuing with the phD project “Rastreio Combinado do 12 Trimestre
¢ Doengas Autoimunes - Impacto das varidveis pré-analiticas” thal is being
presented in Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa,
Portugal.

Yours sincerely

s

Kypros Nicolaides






