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RESUMO

Na reprodugdo humana assistida existem procedimentos que buscam aprimorar cada vez mais as
técnicas visando aumentar as chances de uma gestacdo com sucesso. Dentro do tratamento de
Fertilizacdo in Vitro existe uma técnica especifica chamada bidpsia embrionéria para diagnostico
genetico pré-implantacional, onde os embrides sdo analisados antes de serem inseridos no utero
materno. Este procedimento também recebe 0 nome de Diagndstico Pré-Implantacional (PGT) e o
objetivo desta técnica € diagnosticar nos embrifdes a existéncia de alguma doenca genética ou
alteracdo cromossémica antes de dar continuidade ao processo. O objetivo deste trabalho é realizar
uma revisdo bibliografica sobre este assunto de modo a divulgar sobre esta técnica, e qual sua
importancia dentro da reproducdo humana assistida. Considerando a ampla utilizacdo da técnica e
sua crescente importancia na area da reproducdo assistida, é essencial fundamentar conhecimentos
sobre o tema. Os resultados deste estudo comprovaram a importancia e os beneficios do uso do
Diagnostico Genético Pré-Implantacional para a identificacdo de determinadas alteracbes que
tornam inviavel a vida fetal. Pois ele é significativamente importante para o aumento das taxas de
sucesso na concepcdo de embribes transferidos decorrente do tratamento da reproducdo assistida.
Contudo, apesar das vantagens e beneficios apresentados durante esta revisdo de literatura, sugere-
se que para melhor aplicabilidade das técnicas sdo necessarios mais estudos e pesquisas com uma
melhor abordagem para cada caso, e, partindo de um aconselhamento genético, ter condicbes de
avaliar qual o melhor procedimento a ser feito.

Palavras-chave: Reproducdo Humana Assistida; Diagnostico Genético Pré-Implantacional;
Alteracdes cromossdmicas; Fertilizagdo in vitro.



ABSTRACT

In assisted human reproduction, there are procedures that seek to improve techniques more and
more in order to increase the chances of a successful pregnancy. Within the treatment of In Vitro
Fertilization there is a specific technique called embryonic biopsy for pre-implantation genetic
diagnosis, where the embryos are analyzed before being inserted into the maternal uterus. This
procedure is also called Pre-Implantation Diagnosis (PGT) and the purpose of this technique is to
diagnose in embryos the existence of any genetic disease or chromosomal alteration before
continuing the process. The objective of this work is to carry out a wide bibliographic review on
this subject in order to divulge about this technique, and what is its importance within assisted
human reproduction. Considering the wide use of the technique and its growing importance in the
area of assisted reproduction, it is essential to substantiate knowledge on the subject. The results of
this study proved the importance and benefits of using the Pre-Implantation Genetic Diagnosis to
identify certain changes that make fetal life unfeasible. Because it is significantly important for
increasing the success rates in the conception of transferred embryos resulting from the treatment of
assisted reproduction. However, despite the advantages and benefits presented during this literature
review, it is suggested that for better applicability of the techniques, more studies and research are
needed with a better approach for each case, and, starting from genetic counseling, be able to assess
which the best procedure to be done.

Keywords: Assisted Human Reproduction; Pre-implantation genetic diagnosis; Chromosomal
changes; In vitro fertilization.
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1 INTRODUCAO

Os avangos nas ciéncias médicas sdo extraordinarios, e a area de reproducdo humana
assistida tem constantemente evoluido (SOUZA; ALVES, 2016). Isso se deve principalmente ao
fato de a infertilidade estar aumentando no mundo, e a busca por técnicas que possam auxiliar na
realizacdo de uma gestacdo saudavel sé vem crescendo (ORTIZ et al., 2019). A infertilidade € vista
pela maior parte dos autores como um impedimento que um sujeito enfrenta em se reproduzir, sem
0 uso de métodos contraceptivos, considerando-se um casal em idade fértil, que mantenha relagdes
sexuais regulares e frequentes e, ainda assim, depois de um prazo de 12 a 18 meses ndo conseguem
gerar um filho. Trata-se de um acontecimento universal que vai além de questdes culturais ou socio
econdmicas e que atinge cerca de 8 a 15% da populagédo mundial (SILVERBERG et al., 2015).

Segundo dados apresentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa
(2018) o nimero de pessoas que recorrem a um especialista em reproducdo humana tem aumentado
nos ultimos anos. Segundo levantamento da agéncia, as clinicas de reproducéo assistida realizaram
no ano de 2018 aproximadamente 43.098 ciclos de fertilizacdo in vitro, um aumento de 18.7% em
relacdo ao ano anterior (BRASIL, 2018).

Destaca-se que apesar de parecer ser um ato muito simples, a reproducdo humana pelo modo
natural pode se tornar uma grande dificuldade ou até um desafio para alguns casais. Essa
dificuldade tem sido superada através do desenvolvimento de pesquisas, de novas tecnologias e
com 0 avango da ciéncia, permitindo que muitos desses casais consigam realizar o sonho de gerar
uma prole.

O desenvolvimento embrionario inicia apos a fertilizacdo do gameta feminino pelo gameta
masculino. Esta é uma fase critica para o desencadeamento de condi¢Ges genéticas de cunho
cromossémico, uma vez que ha uma intensa proliferacdo celular no inicio do periodo embrionario.
Cada vez que a célula recebe sinalizacao para se dividir, 0 material genético do individuo precisa se
condensar rapidamente para que o processo de segregacdo ocorra de forma eficiente e cada célula
filha receba a quantidade adequada de material genético. Neste contexto, podem ocorrer erros
durante este processo que desencadeiam um desbalanceamento na quantidade de material genético
ou na estrutura do material genético, o que denominamos de alteracbes cromossémicas.

A grande maioria das alteracbes cromossdmicas que sdo desencadeadas durante este
processo sdo altamente deletérias e, consequentemente, incompativeis com a vida. Portanto, a
maioria dos embrides que apresentam estas alteracOes s&o perdidos durante o processo de
embriogénese, levando a altas taxas de abortos espontaneos. Dentre as alteragcbes que permitem que

a gestacdo evolua, existem aquelas que sdo capazes de causar problemas no desenvolvimento
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levando a fendtipos de sindrome cromossdmica. Pouquissimas sindromes cromossémicas sdo
compativeis com a vida e, dentre elas, a mais prevalente é a sindrome de Down que se trata de uma
trissomia do cromossomo 21, ou seja, o individuo possui, na maioria dos casos, 3 copias deste
cromossomo ao invés das 2 copias que sdo normalmente observadas (CORREA; STROPARO,
2015).

A maior parte dos pacientes aneuplOides apresenta trissomia ou menos frequente
monossomia. Quando ocorre o0 erro na meiose Il 0s gametas anormais contém duas copias de um
cromossomo parental e nenhuma cépia do outro, ou nio tem um cromossomo. CORREA;
STROPARO, 2015).

Além das possiveis alteracbes cromossdmicas citadas, temos que considerar o background
genético dos progenitores que possui uma probabilidade de ser transmitido para o embrido. Neste
contexto, se um dos genitores for portador de alguma alteracdo genética que desencadeia uma
condicdo patoldgica, o embrido pode também ser portador dessa mesma mutacdo e apresentar o
mesmo fendtipo. Como exemplos de condi¢Bes onde isto se aplica, temos a anemia falciforme e a
fibrose cistica (MARIN; RICARDO; SGAMBATTI, 2013). Cabe ressaltar que muitas vezes o0s pais
podem ndo apresentar o fen6tipo da doencga, mas serem portadores de alelos que desencadeariam a
mesma, e transmitir essas variantes a sua prole que passa a ser afetada. Este é o caso de condigdes
relacionadas com mutacgdes autossémicas recessivas e as sindromes de imprinting genémico.

A determinacdo sobre o fendtipo afetado e ndo afetado se d& através da combinagdo
genotipica que o embrido apresenta, portanto, os alelos que sdo transmitidos pelos dois progenitores
precisam atuar juntos para sabermos como serd o fenotipo do embrido. Consequentemente, o
conhecimento sobre o padrdo de heranca dessas alteracGes genéticas (isto €, se a mutacdo é
dominante ou recessiva) é essencial para conseguirmos determinar o risco de termos um embrido
afetado por essas condigoes.

Atualmente a técnica de deteccdo embrionaria é definida como teste genético pre-
implantacional (PGT). Essa técnica permite a identificacdo de possiveis doencas genéticas no
embrido antes da sua transferéncia para a cavidade do Utero.

O Diagnostico Genético Pré-Implantacional (PGT) é um procedimento de bidpsia
embrionaria, que possibilita aos casais a oportunidade de investigar alteracfes cromossdmicas antes
da implantacdo do embrido, através da extracdo de células germinativas que sédo submetidas a um
método de analise (BIAZOTTI et al., 2015). Neste sentido, considerando o explanado acima em
relacdo a importancia das alteracfes cromossémicas para 0 sucesso gestacional, esta técnica torna-
se, em muitas situacdes, essencial para que os casais consigam realizar o sonho da reproducéo

humana.
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1.1 FERTILIZACAO IN VITRO

Ao longo dos anos, o numero de bebés gerados em clinicas de Reproducdo Humana
Assistida (RHA) aumentou consideravelmente. No Brasil, de acordo com 13° relatério do Sistema
Nacional de Produgdo de Embrides (SisEmbrio) em 2019 foram realizados 44.663 ciclos de
Fertilizacdo in vitro (FIV), representando um crescimento de mais de 800 ciclos em relagdo ao ano
de 2018 (ANVISA, 2020)

A Fertilizacdo in vitro — FIV, é uma das técnicas mais recomendadas no tratamento de
infertilidade de casais, uma vez que problemas relacionados a infertilidade masculina e feminina
acabam impossibilitando alguns casais de gerarem filhos, levando a procura de auxilio das técnicas
em reproducdo humana assistida (FISCHER, 2013).

A FIV consiste no estimulo a producdo ovariana da mulher, para que haja mais o6citos em
comparacdo aqueles que sdo produzidos durante um ciclo natural. Em seguida é realizada a
captacdo dos Ovulos atraves de puncdo guiada por ultrassom transvaginal e esses Ovulos sdo
fertilizados pelos espermatozoides em laboratério. Portanto, a fecundacdo do Ovulo pelo
espermatozoide € realizada manualmente em laboratério, formando o zigoto, que pode ser
transferido ao Utero da paciente, objetivando o sucesso da implantacdo embrionaria e que a gestacao
evolua adequadamente. Além da dificuldade em se reproduzir de forma natural, ha casais que ainda
enfrentam condicdes genéticas que podem ser transmitidas para seus descendentes, e muitos casos
hoje de anomalias cromoss6micas podem ser detectados pelas técnicas de bidpsia embrionaria
(TRINDADE, 2020).

Para auxiliar na prevencdo de falhas no tratamento de reproducdo humana assistida, a
técnica de bidpsia embrionéria é utilizada para investigacdo e estudo cromossdmico e/ou genético
do embrido proveniente de uma Fertilizacdo in vitro. Trata-se de um exame em que se observa
qualquer mudanca ou comportamento incomum das células humanas, técnica essa conhecida como
PGT (Diagndstico genético pré-implantacional). Atualmente o estudo genético embrionario é
definido como teste genético pré-implantacional (PGT). Essa técnica permite a identificacdo de
possiveis doencas genéticas no embrido antes da sua transferéncia para a cavidade do Utero, pois ao
observar as células é possivel estudar os cromossomos presentes e avaliar se existe alguma
alteracdo capaz de gerar falhas no tratamento, aborto espontaneo ou prevenir desenvolvimento e
nascimento de bebés com problemas oriundos de alteragbes genéticas (ORIA; XIMENEZ, 2004;
AQUINO; MARTINHAGO, 2015).
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1.2 DIAGNOSTICO GENETICO PRE-IMPLANTACIONAL

O Diagnostico Genético Prée-Implantacional (PGT), € uma técnica que tem como objetivo
aumentar as chances de uma gestacédo plena e saudavel. Derivada dos procedimentos de reproducao
humana assistida (RHA) a técnica consiste em um exame genético realizado nas células
embrionarias antes do embrido ser transferido para o Utero materno. Como séo retiradas apenas
algumas células do embrido este ndo sofre prejuizos e segue seu desenvolvimento normalmente
(GARDNER; SUTHERLAND; SHAFER, 2012).

O Diagnostico Genético Pré-Implantacional (PGT) se destaca por ser um método de bidpsia
embrionaria que permite aos casais a possibilidade de investigar alteracfes cromossdmicas em
processos de RHA, antes da implantacdo do embrido, através da extracdo de células que sdo
submetidas a um método de anéalise (ARAUJO; CARDOSO, 2020). Este procedimento é indicado
pela sua eficiéncia na selecdo de embrides, com um maior potencial de implantacdo e aumento nas
taxas de criangas nascidas vivas e saudaveis (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFER, 2012).

Este procedimento (DPGI) é sugerido aos casais com mais de 35 anos, que tenham em seu
historico sucessivos abortos espontaneos, além de serem portadores ou ja terem filhos que tenham
algum tipo de anomalia cromossémica (ARAUJO; CARDOSO, 2020). Pais portadores de
rearranjos cromossémicos balanceados, também conhecidos como translocacBes equilibradas,
normalmente tém histérico de abortos repetidos e um ou mais diagnosticos pré-natais de cariotipos
alterados. Nesse caso, 0 PGD ¢ altamente recomendado (TELES, 2011).

Diante disso, para o diagnostico e prevencdo das diversas alteragdes cromossdmicas que
podem acontecer em seres humanos, existem algumas alternativas para obtencdo de células para
realizacdo da biopsia embrionéria pré-implantacional (SEPULVEDA; PORTELLA, 2012). Sendo
que a bidpsia do blastdmero é a mais usada pelos profissionais da satde. Realizada no terceiro dia
de desenvolvimento do embrido, fase em que ja existem entre seis a oito células. Mesmo com a
retirada de uma célula para anélise, 0 embrido se desenvolve regularmente e mantém sua evolugédo
de forma saudéavel gracas aos seus blastdmeros, que nessa etapa sdo todos totipotentes (ARAUJO;
CARDOSO, 2020).

O DGPI na atualidade divide-se em duas subcategorias que evidenciam objetivos e
protocolos diversos. O DPGI para doengas monogénicas (PGT-M ou PGD), cuja finalidade é a
deteccdo de mutagdes geneticas, e a Screeening Genético Pré-Impalntacional (PGT-A ou PGS) que
detecta alteragcbes cromossdmicas no cariétipo. Contudo, para que essas avaliagcdes sejam possiveis
é preciso que se faca a bidpsia embrionéria, diferenciando de acordo com a escolha do método de
tratamento (PALMOROLA et al., 2019).
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As bidpsias embrionarias se destacam pela sua relevancia para 0s processos uma vez que, a
partir delas, pode-se fazer a anélise do material genético (CIMADOMO et al., 2016), sendo trés as
formas de realizacdo, diferenciando-se entre eles na quantidade de dias e células disponiveis para
cada método de retirada celular embrionaria. Porém, so ¢ aceitavel retirar células embrionarias com
0 cumprimento das técnicas de reproducao assistida (CIMADOMO et al., 2016).

O diagnostico genético pré-implantacional possibilita que se identifiquem certas alteracdes
que inviabilizam a vida fetal. Ele € importante para 0 aumento das taxas de sucesso na concepgao
dos embrides transferidos decorrente do tratamento de reproducdo assistida (CANTAHEDE, 2020).
Estudos realizado por Pompeu e Verzeletti (2015) indicam que atualmente ndo ha efeitos
detrimentais sobre os embrides que sofreram bidpsia. No Brasil o PGT é visto como uma
ferramenta no auxilio da reproducdo humana assistida e apresenta questdes éticas ainda em
discussao.

Em relato de caso de diagnostico genético pré-implantacdo revelou-se que dois embrides
herdaram a mutacdo materna no gene DMD que desencadeia a distrofia muscular de Duchenne, um
embrido tinha uma alteracdo cromossémica que desencadeava sindrome de Down e cinco embrides
eram normais. O DMD é uma muta¢do pontual no gene, localizado no cromossomo X, engquanto a
trissomia do cromossomo 21 (Sindrome de Down) resulta de alteragdes numéricas, portanto, essas
condicdes exigem o uso de técnicas diferentes para deteccdo. Um blastocisto foi transferido e
resultou em gravidez bem sucedida. Os outros embrides continuaram vitrificados. Ao final, os
autores concluiram que a analise embrionéria utilizando técnicas associadas mostrou-se segura para
a selecdo de embrides em casos de doengas ligadas ao X, como a distrofia muscular de Duchenne, e
para casos de Sindrome de Down (BIANCO et al., 2017).

1.3 DOENCAS GENETICAS/MUTACOES DE ORIGEM CROMOSSOMICA

As origens do termo doenca genética remontam ao final do século XIX e inicio do XX, em
que a doenca comum entre familiares era vista como uma “predisposi¢ao familiar”, essa explicacdo
foi alterada para a visdo de que essas doengas tem causas especificas, tendo a genética fornecido
pistas para os padrdes de transmissdo da doenga (LOWY, 2018). Com a Sindrome de Down, a
partir de 1959, a genética das patologias congénitas comecgou a ser explicada pelos cientistas através
de anomalia cromossémica e, apds, houve o desenvolvimento de testes para se diagnosticar outras
patologias hereditarias (LOWY, 2018).

Os usos cientificos e a aplicacdo pratica dos estudos dos cromossomos revolucionaram a

genetica humana, mas também a medicina. Os medicos passaram a observar que a genética clinica é
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tdo importante para o entendimento da patologia humana quanto a anatomia e a fisiologia. A
descri¢do das implicagdes clinicas da presenca de um ndmero anormal de cromossomos fez com
que os cientistas passassem a distinguir as doencas congénitas determinadas como “genéticas™, uma
vez que eram causadas por alteracbes no material genético do ovulo fertilizado, e presentes em
todas as células do corpo e aquelas definidas como “hereditarias” porque foram transmitidas por um

ou ambos os pais (HOGAN, 2016).

2 JUSTIFICATIVA

O diagnostico genético pré implantacional congrega distintas técnicas para a analise de
provaveis alteracfes cromossdmicas em embrides in vitro, selecionando somente aqueles
geneticamente normais para serem transferidos. Por ser uma técnica considerada menos invasiva do
que outras existentes tém sido utilizada como ferramenta na terapia génica.

Por isso, justifica-se a realizacdo deste tipo de abordagem e busca-se com estas técnicas
saber se existe alguma alteragcdo genética ou cromossémica e, desta forma, evitar uma gestacao de
risco e o desenvolvimento de um feto com anomalias genéticas, cromossémicas ou congeénitas. E de
interesse consolidar os conhecimentos sobre este tema, visto sua grande complexidade para a
sociedade em geral, principalmente levando-se em conta as crescentes taxas de infertilidade
relatadas anteriormente. Portanto, trata-se de uma questdo bioldgica relevante da salde publica.

Para tanto, foram conduzidas pesquisas em fontes bibliograficas que contenham informacGes
sobre a técnica e questBes éticas relacionadas ao PGD, onde se enfatiza a relevancia do
procedimento para diagnostico de alteracGes genéticas e mutacBes cromossémicas por meio de
biopsia embrionaria. Pretende-se com este estudo contribuir com elementos novos, que possam

lancar luz e trazer esclarecimentos sobre a questdo aqui apresentada.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Evidenciar a importancia do diagndstico das mutacdes genética e cromossdémica para a
reproducdo humana através do procedimento de PGD-Bidpsia Embrionaria através de uma reviséo

bibliogréafica.
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3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:
a) Apresentar dados histdricos sobre reproducdo humana e a técnica de Fertilizacdo in Vitro;
b) Explanar sobre a técnica utilizada para Diagnostico Genético Pré-Implantacional;
c) Relatar a importancia e os beneficios do uso desta técnica dentro da reproducdo humana

assistida na deteccdo de doencas genéticas/alteracdes cromossémicas.

4 METODOLOGIA

A metodologia do presente trabalho foi baseada em uma revisdo bibliografica tendo como
principais fontes artigos, dissertacdes, teses, livros, diretrizes dos conselhos de classe, como 0 CRM
(Conselho Regional de e Medicina), e a legislagdo vigente sobre o tema abordado e outras
documentacdes eletronicas vinculadas as bases de dados como SciELO (Scientific Eletronic Library
Online), Google Académico, OMIM — (Online Mendelian Inheritance in Man) usando as seguintes
palavras-chave: Diagnostico Genético; Alteracdo cromossémica, Biopsia embrionéaria; Pre-
Implantacional; FIV — Fertilizagdo in vitro.

Foi apresentado sobre o tema as técnicas atualmente disponiveis de Diagndstico Genético

Pré-Implantacional, bem como suas finalidades e indicaces.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Através da utilizacdo das palavras-chaves selecionadas nas diferentes fontes consultadas,
foram obtidos inicialmente para este estudo 29 artigos. Ap6s uma breve leitura dos mesmos, exclui-
se aqueles que eram somente resumos, ou ndo tivessem objetivo semelhantes ao deste estudo,

excluiu-se 18 artigos, reduzindo a quantidade para 11 artigos, que estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Artigos selecionados para o estudo

n. | AUTOR TITULO DO ARTIGO OBJETIVO DO ARTIGO ANO
1 | Aragjo e | A importancia do procedimento | Relatar a pertinéncia do PGT | 2018
Cardoso de PGT-Bidpsia embrionaria | para investigacdo de alteracdes
para diagnostico de mutagdes de | cromossdmicas
origem cromossdmica
2 | Cardine Guerra | Do diagnostico genético pré- | Analisar o diagnostico genético | 2019
implantacional para a selecdo de | pre-implantacional sob a dtica
embrides com fins terapéuticos: | do bebé-medicamento nascido,
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uma analise do bebé-

medicamento

e verificar se os seus direitos da
personalidade sdo respeitados.

Luo et al

Teste genetico pré-
implantacional para uma familia
com sindrome de usher por
meio de  sequenciamento
direcionado e andlise de
haplétipos

Validar a aplicabilidade do
sequenciamento de  captura
direcionada no desenvolvimento
de PGT-M  personalidade:
ensaio clinico

2019

SATIRAPOD
al

et

Utilidade clinica dos métodos
combinados de teste genético
pré-implantacdo em casais com
risco de transmissao de beta
talassemia / hemoglobina E
doenca: uma reviséo
retrospectiva de um unico
centro

Apresentar o resultado clinico
do uso de PGT-M e PGT-A
combinados em casais com
risco de transmissdo da doenga
HbE / Pthal. O estudo foi
realizado de janeiro de 2016 a
dezembro de 2017.

2019

PALMEROLA
et al

Minimizando 0 mosaicismo:
avaliando o impacto do método
de fertilizacdo na taxa de
mosaicismo  ap6s 0 teste
genético pré-implantacdo de
sequenciamento  de  ultima
geracdo (NGS) para aneuploidia
(PGT-A)

Avaliar as taxas de euploide,
aneuploide e mosaico em
amostras de bidpsia
trofectoderme de embrides em
FIV versus ciclos ICSI PGT-A.

2019

SCHAEFER
al

et

Embrides derivados de doadores
ou ovocitos de pacientes nao
sdo diferentes para os resultados
de fertilizag&o in vitro quando a
PGT permite a selecdo de
embrides eupldides: um estudo
retrospectivo

Examinar a taxa de aneuploidia
e os resultados clinicos de FIV
de embrides derivados de
doadores ou  odcitos de
pacientes.

2020

Aline
Cantenhede

O diagnostico genético pré-
implantacional e as técnicas de
reproducdo humana assistida

Demostrar a importancia do
DGPI para o0 sucesso das
técnicas de reproducdo assistida,

2020

Lopez-Rioja
al

et

Estudo genético pré-
implantacional para
aneuploidias:  resultados da
transicio  entre  diferentes
tecnologias

Relatar os resultados obtidos da
andlise do estudo genético pré-
implantacional para
aneuploidias em dois centros de
reproducdo humana assistida no
México em um periodo de trés
anos, utilizando duas técnicas
moleculares diferentes.

2018

Eskew
Jungheim,

e

Uma historia de
desenvolvimentos para
melhorar a fertilizag&o in vitro

Descrever as melhorias no
laboratorio de técnicas e
avangos sobre a fisiologia
reprodutiva

2017

10

Rodrigues et al

Genética na reproducdo humana

Analisar o papel da genética na
reproducdo humana, revisando

2020
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as principais causas genéticas da
infertilidade e o uso de teste
genético pre-implantacdo no
Brasil.

11 | Capalbo et al Implementando PGD / PGD-A | Analisar a importancia do | 2016
em clinicas de fertilizacdo in | diagnostico  genético  pré-
vitro: consideracOes para a | implantacdo para  doencas
melhor abordagem e gestdo | monogénicas (PGD) e para o
laboratorial teste de aneuploidia (PGD-A)

Fonte: dados da coleta, 2021.

Dentre os artigos mencionados na tabela acima, percebemos que a maioria deles trata de
questdes envolvendo a técnica e suas aplicabilidades. Dentre esses, temos um grupo de trabalhos
focados em revisar principios e aplicacGes das técnicas de PGT, onde poderiamos incluir os estudos
7 a 11, por exemplo. Nestes trabalhos percebemos a preocupacdo em demonstrar a importancia e as
vantagens da utilizacdo da técnica de forma adequada. J& um outro grupo dentro desta tematica
seria composto pelos trabalhos 1, 3 a 6, por exemplo, onde percebemos analises mais pontuais
focadas em pontos especificos da utilizacdo da técnica. Somente o artigo 2 (Cardin e Guerra, 2019)
trata de forma mais direcionada das questdes éticas envolvidas no processo.

Com os trabalhos selecionados, percebemos que inicialmente, apresenta-se o0s dados
histéricos sobre a reproducdo humana e a técnica de Fertilizacdo in Vitro. Com o0 avanco
tecnolégico e a modernizacdo da sociedade, as técnicas de reproducdo assistida (RA) para o
tratamento de subfertilidade e infertilidade como, por exemplo, as técnicas de fertilizagdo in vitro
(FIV) e a injecdo intracitoplasméatica de espermatozoide (ICSI) se tornam mais requeridas e
procuradas. Tal avanco permitiu dar inicio as investigacGes sobre PGT e, consequentemente, esses
estudos trouxeram a possibilidade de diagndstico precoce pré-natal, em 1990, com a primeira
crianca nascida apds essa nova metodologia (LOPES-RIOJA et al., 2018).

Com o aprimoramento das técnicas de fertilizacdo in vitro (FIV) e os estudos do
desenvolvimento do embrido foi possivel a sua aplicabilidade em humanos. Os avancos nessa
area foram consequéncia de dificuldades no tratamento de infertilidade associada a dificuldade de
adocéo, entre os anos de 1960 a 1978 (ESKEW; JUNGHEIM, 2017).

Na sequéncia, apresentam-se estudos sobre a técnica utilizada para o Diagnostico Genético
Pré-Implantacional. Iniciando-se com os estudos de Palmerola et al (2019) que tiveram o objetivo
de avaliar as taxas de euploide, aneuploide e mosaico em amostras de biopsia trofectoderme de
embrides em FIV versus ciclos ICSI PGT-A, os autores observaram que o PGT se divide em duas

subcategorias que evidenciam objetivos e protocolos diferentes. A primeira categoria é o PGT para
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doencas monogénicas (PGT-M ou PGD), cuja finalidade esta na deteccdo de mutagdes genéticas. A
segunda categoria conhecida por Screening Genético Pré-Implantacional (PGT-A ou PGS) detecta
alteracBes cromossémicas no cariotipo. Para que essas avaliacBes sejam possiveis, é preciso fazer
biopsias embrionarias, que se diferenciam de acordo com a escolha metodol6gica do tratamento
(PALMEROLA et al., 2019).

O PGT se destaca por ser um método molecular que usa a tecnologia NGS (Next Generation
Sequencing) ou também pode ser chamada de sequenciamento de nova geracdo para analisar
simultaneamente o sequenciamento de milhares de pequenos fragmentos de DNA. Séo trés os tipos
principais de PGT: PGT-A (aneuploidias); PGT-M (doengas monogénicas); PGT-SR (para
rearranjos estruturais). O PGT-M tem a funcdo de analisar 0s genes responsaveis por doencas
hereditarias, enquanto 0 PGT-A e o PGT-SR analisam as anormalidades cromossdmicas.

O PGT-M ¢ o diagndstico genético pré-implantacional de embrides realizado através de FIV
(Fertilizacdo in vitro). Técnica essa que analisa o DNA de cada embrido, embrides livres da
mutacdo genética pesquisada podem ser previamente escolhidos para serem transferidos ao Utero da
mulher, precavendo assim a transmissdo de uma doenca presente na familia (RODRIGUES et al.,
2020).

O DNA das amostras é extraido e o exame € realizado através de estudo de ligacdo génica,
que se baseia no principio de que o marcador (sequéncia conhecida do DNA) estd na mesma regido
cromossémica do gene associado a doenca, ou seja, 0 gene mutado e os marcadores polimorficos
estudados segregam em conjunto na meiose.

Assim, através deste procedimento, os autores identificaram as possibilidades de alteracdes
genéticas e cromossdmicas em embrides ainda em divisdo, antes mesmo que ocorra sua
transferéncia e sem causar danos ao desenvolvimento embrionério. Dessa maneira, trata-se de
técnica de diagnostico pré-natal menos invasiva do que as técnicas de diagnostico convencionais
como, por exemplo, a amniocentese e cordocentese que apresentam um risco associado ao
desenvolvimento do embrido (LUO et al., 2019).

A técnica PGT-M também pode ser usada para a sele¢do de embrides para transferéncia que
possuam caracteristicas especificas, como um tipo complexo de antigeno leucocitario humano
compativel com um irmdo que tenha uma doenca cujo tratamento efetivo seja o transplante de
celulas-tronco. Esta técnica € mais indicada em casos de: familias com doencas hereditarias;
indicacdo respaldada em resultados de teste de compatibilidade genética (identifica o risco de
transmissdo de doenca hereditaria) (LUO et al., 2019).

O PGT se destaca por ser a unica forma de evitar a transmissdo de disturbios genéticos. A

técnica pode, inclusive, ser usada por qualquer pessoa com suspeita ou histérico familiar, ainda que
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ndo tenha problemas de fertilidade. Contudo, é preciso ser submetido a todas as etapas da FIV.
Destaca-se que, no Brasil, a utilizagdo desta abordagem requer aconselhamento genético com um
profissional capacitado para identificacdo dos riscos de recorréncia de condi¢bGes genéticas que
segregam na familia. Portanto, o histérico familiar € essencial para que seja permitida a aplicacao
da técnica e ndo € possivel realizar selecdo de embrides para doengas que ndo segregam na familia.
Isso € particularmente importante do ponto de vista ético, uma vez que existe um amplo debate na
comunidade sobre o limite de fendtipos e caracteristicas selecionaveis através dessas técnicas.
Considerando que, do ponto de vista metodologico, ndo parecem existir limitacGes para a realizacdo
dessas selecOes de caracteristicas, cabe a sociedade realizar um amplo debate ético para estabelecer
0 que sera ou ndo permitido.

Em estudo para validar a aplicabilidade do sequenciamento de captura direcionada no
desenvolvimento de PGT-M personalidade, através de um ensaio clinico baseado nas técnicas de
biologia molecular e engenharia genética, foi observado que o DGPI pode ser usado durante 0s
procedimentos de reproducdo assistida com o objetivo de selecionar os embrides que néo
apresentam as doencas genéticas em questdo (LUO et al., 2019).

Assim sendo, destacam Luo et al que:

O PGT-M também possibilita a identificacdo de distdrbios relacionados ao cromossomo X,
gue podem resultar de genes dominantes ou recessivos, incluindo a distrofia muscular de
Duchenne, que provoca perda muscular, a hemofilia, caracterizada por problemas de
coagulacdo sanguinea, e a sindrome do cromossomo X fragil, uma doenca genética que
causa deficiéncia intelectual e distlrbios cognitivos (LUO et al., 2019).

Buscando apresentar o resultado clinico do uso de PGT-M e PGT-A combinados em casais
com risco de transmisséo da doenca HbE /ptal, os autores Satirapod et al., (2019) realizaram um
estudo de janeiro de 2016 a dezembro de 2017 e puderam observar que o0 DGPI pode ser indicado
em duas situagdes: (I) em casos onde se encontra alto risco de hereditariedade da alteragdo genética
a prole e (II) em casos de rastreio de aneuploidias intencionando o aumento de gestacdes bem
sucedidas para casais que escolhem fazer uso de tratamentos de FIV e ISCI. Isso é especialmente
importante para aqueles que apresentam aborto recorrente (AR), falha repetida de implantacdo
(FRI) e idade materna avancada (IMA).

A metodologia de DGPI iniciou-se a partir da bidpsia de blastocistos de coelho com o intuito
de determinagdo do sexo desses animais, bem como da agregacdo com as tecnicas de FIV e ICSI,
permitindo o tratamento de doengas de carater genético. Com isso, no ano de 1990, foi observado o
primeiro processo bem-sucedido do diagnostico molecular que visou evitar 0 nascimento de crianca
com adrenoleucodistrofia, uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X, utilizando a técnica da

Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR na amplificacdo génica. Posteriormente, o diagnostico foi
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implementado no tratamento de outras sindromes, como a anemia de Fanconi, mielodisplasia e
beta-talassemia e em clinicas de reproducao, ja que a técnica também é eficiente para evitar abortos
(RODRIGUES et al., 2020).

Com o objetivo de relatar a pertinéncia do PGD para investigacdo de alteracdes
cromossémicas, Araljo e Cardoso (2018) observaram que o Diagnostico Genético Pré-
Implantacional (PGD) é um procedimento de bidpsia embrionaria que possibilita a esses casais uma
oportunidade de investigacdo de alteracbes cromossdmicas em processos de RHA, antes da
implantacdo do embrido, através da extracao de células que sédo submetidas a um método de anélise
(ARAUJO; CARDOSO, 2018).

Com o avanco da biotecnologia, as técnicas de reprodugdo humana assistida se tornaram
ainda mais eficazes, possibilitando a qualquer pessoa concretizar o seu projeto parental quando
apresentasse esterilidade ou tivesse uma orientacdo sexual que ndo permitisse a reproducdo de
forma natural (CARDIN; GUERRA, 2019, p.18).

Atualmente, o diagnostico genético pré-implantacional permite aos casais, na tentativa de
encontrar uma cura para a doenca de um filho ja nascido, que se submetam a técnica de reproducéo
humana assistida, em especial a fertilizacdo in vitro, para dar origem a um embrido que ndo
apresente a doenca genética e, a0 mesmo tempo, seja compativel com o filho enfermo, a fim de
possibilitar o tratamento da moléstia, seja por transplante de medula 6ssea ou por utilizacdo das
células do corddo umbilical (CARDIN; GUERRA, 2019).

Estudos de Schaeferet et al (2020) puderam identificar que, no processo de divisdo celular,
0s cromossomos presentes no nucleo celular ficam mais individualmente perceptiveis, permitindo
assim o estudo de suas particularidades e patologias. A ciéncia que permite o estudo dessas
caracteristicas cromossémicas é denominada de citogenética. A nivel de conhecimento, atualmente
a citogenética e dividida em Classica (como a cariotipagem) e molecular como FISH e Microarray
cromossdmico, ja as técnicas de NGS sdo denominadas citogenémicas.

Para Schaefere et al (2020) o estudo citogenético é realizado em varios ambitos, como na
citogenética tumoral, na deteccdo de anormalidades cromossomicas em pacientes que ja
apresentaram alteracfes clinicas, como também na andlise pré-natal e no diagndstico de abortos

recorrentes e de infertilidade.
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Figura 1. padrdo de bandas (regiGes claras e escuras) que caracterizam 0s cromossomos humanos e permitem
individualizar de modo inequivoco cada par de cromossomos
Fonte: Thompson; Thompson, 2015, p.9

As técnicas de bandeamento cromossdmico “expandiram™ os horizontes da citogenética, e 0
primeiro uso do bandeamento (Figura 1) deu-se no pareamento cromossdmico. Essas técnicas tém
possibilitado compreender melhor as alteragdes cromossémicas que se constituem em cada gendtipo
(GUERRA, 1988). O bandeamento cromossémico possibilita, suprimir algumas ddvidas em relacao
ao tamanho de alguns cromossomos: a Sindrome de Down € realmente uma trissomia do
cromossomo 21 (e ndo do 22); a trissomia do grupo D é a presenca de trés cromossomos 13.
Também é possivel identificar com seguranca as alteracbes numeéricas ligadas a principais
sindromes cromossémicas, 0 bandeamento também ajuda a identificar as regides alteradas em casos
de modificacbes cromossdmicas estruturais (GUERRA, 1998).

Uma das principais aplicacdes do bandeamento cromossémico € a identificacdo de
cromossomopatias, que sdo definidas como quaisquer sindromes causadas por anomalias
cromossémicas. Como a informacdo genética estd contida nos cromossomos é de se esperar que 0S
zigotos que apresentam anomalias cromossomicas (aberracdes ou mutacdes cromossdmicas)
mostrem, na maioria das vezes, desenvolvimento alterado, visto que as aberracdes cromossomicas
devem provocar desorganizacdo daquela informacéo, pelo fato de que trissomias levam ao um
aumento do nimero de genes e consequentemente a superdosagem, alguns genes sdo sensiveis a
essa alteracdo de dosagem, além de quebras cromossdmicas, insercdes nas translocacdes pode levar
a interrupgdo de genes. A estimativa do percentual de concepgdes com aberragdes cromossomicas é
de, no minimo, 10% (GUERRA, 1988, p. 26).

Nem todas as aberragfes cromossdmicas numeéricas sao compativeis com a sobrevivéncia ou
a continuidade reprodutiva das células somaticas por elas afetadas. O estudo sisteméatico das
cromossomopatias revelou que no caso das aberracdes autossdmicas, todas as alteragcbes numéricas

e estruturais, ndo importa qual o autossomo afetado, estdo fortemente associadas a estruturas


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do31_b.htm
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microscopicas (que podem ser visiveis/detectadas pelo cariétipo, as submicroscopias (variagdes de
numero de copias, que consistem em duplicacdo e delecdo de segmentos nos cromossomos), ndo
necessariamente leva a alteracdes comportamentais (LEAO, 2019).

Os sinais mais frequentes sdo: comprometimento cognitivo, peso corporal baixo ao nascer,
atraso de desenvolvimento fisico, tbnus muscular alterado e diminuic¢do dos reflexos, como pode se

notar na Figura 2.

Mome da Sindrome Gendtipo Causa Caracteristicas principais
- 1: 650 a 1.000 nascimentos
. 47, XX, +21 ou Trizsomia do :
Sindrome de Down 47 XY +21 cromossomo 21 - Olhos com aspecto obliquo
- Retardo mental
Sind de Edward 47, XX, +18 ou Trissomia do - 1: 3.000 nascimentos
indrome ge tdwards 47, XY, +18 cromossomo 18 - Convexidade plantar
- 3:10.000 nascimentos
. 47, XX, +13 ou Trizsomia do : afali ; ;
Sindrome de Patau 47 XY +13 cromossoma 13 - I‘ﬂlcroc,falja e nucroﬂlalmm
- Fissura labio-palatal bilateral
Sindrome do 46, XX, 5p- ou Monossomia do - 1: 50.000 nascimentos
Miado-de-Gato 46, XY, 5p- cromossomao 5 - choro caracteristico

Figura 2: Sindromes e suas principais caracteristicas.
Fonte: Ledo, 2019.

Para 0 objetivo especifico de relatar a importancia e os beneficios do uso desta técnica
dentro da reproducdo humana assistida na deteccdo de doencas genéticas/alteracdes cromossémicas,
destaca-se 0 estudo de Aline Canenhede (2020) que identificou que as técnicas de DGPI
possibilitam um diagnostico e prevencao precoce, tanto de falhas genéticas como cromossdmicas, a
partir da selecdo embrionéria, cuja aplicabilidade varia de acordo com seu objetivo de tratamento. A
biopsia embrionaria obtida para os procedimentos de fertilizacdo in vitro e injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), possibilita a aplicacdo das técnicas moleculares de
deteccdo que abrangem o tratamento de PGT, exemplificadas pelas técnicas de PCR, FISH a-CGH,
a-SNP e NGS. Mesmo apresentando alguns obstaculos, como o mosaicismo, as técnicas de
bioinformatica proporcionam suporte para enfrenta-los. Assim, é possivel identificar que o
diagnostico pré-implantacional apresenta éxito em sua maioria e consequentemente faz com que a
taxa de gravidez bem sucedidas aumente, uma vez que abortos espontaneos podem ocorrer por
sindromes genéticas (CANTENHEDE, 2020).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com o objetivo geral de evidenciar a importancia do diagnostico das mutacGes de origem
genética e cromossdmica para a reproducdo humana através do procedimento de PGD-Bidpsia
Embrionaria, através de uma revisdo bibliografica, este estudo pode concluir que os avangos
tecnoldgicos nas técnicas de biotecnologia e de reproducdo humana assistida tornaram possivel que
se faca um planejamento e concep¢do do embrido manipulado laboratorialmente. As técnicas de
biologia molecular, que fazem parte do DGPI, propiciam a transferéncia selecionada de embrides
livres de certo tipo de anomalia, que vdo desde patologias cromossdmicas e numeéricas até
compatibilidade para transplante medular, bem como tratamentos de fertilidade.

Assim sendo, comprova-se a importancia e os beneficios do uso do Diagnostico Genético
Pré-Implantacional para a identificacdo de determinadas alteracdes que tornam inviavel a vida fetal,
pois ele é significativamente importante para 0 aumento das taxas de sucesso na concepcao de
embrides transferidos decorrente do tratamento da reproducéo assistida.

Diante disso, acredita-se ter atingido o objetivo principal deste estudo ao identificar que as
técnicas de diagnostico genético pre-implantacional, estdo cada vez mais adaptados as rotinas
laboratoriais e consequentemente relacionadas ao sucesso dos tratamentos. Contudo, apesar das
vantagens e beneficios apresentados durante esta revisdo de literatura, sugere-se que para melhor
aplicabilidade das técnicas sdo necessarios mais estudos e pesquisas com uma melhor abordagem
para cada caso, e, partindo de um aconselhamento genético, ter condi¢Ges de avaliar qual o melhor

procedimento a ser feito.
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