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Introdugdo 2

1. INTRODUCAO

A. Diagnoéstico Pré-Natal

Com o recente progresso em técnicas para analise de material genético, tornou-se possivel a
realizag@o de diagndstico de doengas genéticas ainda no periodo émbrio-fetal, entre elas, as
cromossémicas, que apresentam prevaléncias elevadas. O primeiro relato de diagnostico pré-
natal, relacionado com doenga genética, surgiu em 1966, quando Steele e Breg detectaram a
constitui¢do cromossdmica de um feto por andlise de células cultivadas do liquido amniético
(Steele e Breg, 1966). Atualmente, essa area de atividades tem sido considerada uma
verdadeira especialidade e é responsavel por um grande nimero de publicagdes cientificas. A
metodologia empregada € sofisticada e exige aparelhagem de ultra-sonografia, além de
laboratérios e profissionais especializados, formando um grupo multidisciplinar. Os objetivos
sdo amplos e relacionados com a detecgdo de varias anomalias, ndo se restringindo apenas as
de etiologia genética. No diagndstico pré-natal a propedéutica fetal pode ser ndo invasiva com
a realizagdo de ultra-sonografia, Dopplervelocimetria, cardiotocografia, perfil biofisico,
dosagens bioquimicas maternas e biologia molecular. Os métodos propedéuticos invasivos
sdo embrioscopia, fetoscopia, bidpsia das vilosidades coridnicas, amniocentese, cordocentese,
bidpsia de pele, biopsia hepatica, pungdo vesical ou renal e pungdo de derrames serosos e
formagdes cisticas. O entendimento dos procedimentos realizados, bem como de seus riscos,
valores preditivos, especificidade e sensibilidade, é de enorme importincia. Assim, antes da
execugdo de exames para diagnostico pré-natal € necessaria a identificagdo dos conceptos nos
quais se justifique a realizagdo desse procedimento que, por ser na maioria das vezes invasivo,

requer um julgamento prévio de seus custos e beneficios.
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Al. Tipos de anomalias de desenvolvimento diagnosticdveis por exame pré-natal

As anomalias no desenvolvimento émbrio-fetal sdo representadas por malformacdes,
perturbacdes, deformacdes e displasias (Spranger er al., 1982), grande parte delas
detectaveis por um simples estudo ultra-sonografico. As malformacdes s3o o resultado de
processos de desenvolvimento intrinsecamente anormais. Os 6rgdos atingidos s3o anormais
desde o principio da gestagdo e as causas s3o geralmente genéticas. Exemplos bem
conhecidos compreendem muitas das caracteristicas morfologicas tipicas da sindrome de
Down. As perturbacdes, ao contrario das malformagdes, decorrem de agentes externos. O
desenvolvimento progride normalmente até que fatores externos interfiram no processo, como
€ o caso das embriopatias induzidas por talidomida. De forma similar, as deformacdes

resultam de for¢as mecénicas extrinsecas. Raramente envolvem 6rgéos internos, mas variam

desde discretos posicionamentos anémalos dos membros até grandes comprometimentos da

cabeca e do tronco. As deformagdes sdo caracteristicamente assimétricas, como aquela
observada em membros inferiores e ocasionada por um grande mioma uterino submucoso
materno. No caso das displasias, que sd3o causadas por diferenciagdo anormal dos tecidos, os
processos extrinsecos podem estar participando, mas fatores intrinsecos, geneticamente
determinados, s3o os responsaveis mais frequentes. A maioria das displasias decorre de
mutag¢des genéticas isoladas, como na osteogénese imperfeita (Rezende e Carakushansky,

1998).

Entre as anomalias de desenvolvimento, as malformagdes merecem ateng¢do especial
dentro do diagnéstico pré-natal por estarem, muitas vezes, relacionadas a fatores genéticos.
Tais fatores podem participar da etiologia de diferentes doengas e s3o responsaveis pela sua
classificagdo em cromossdmicas, monogénicas e multifatoriais. As aberra¢des cromossdmicas
podem ser subdivididas em numéricas e estruturais. As numéricas compreendem desde

euploidias, com variagdo no numero de lotes hapléides, até aneuploidias envolvendo
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diferentes cromossomos, enquanto as estruturais abrangem deficiéncias, translocagdes,
inversdes e duplicagdes de segmentos, entre outras. As doengas monogénicas, por sua vez,
incluem aquelas com padrdo de heranga autossomico dominante, e recessivo, ligado ao X e
mitocondrial. Ao contrario desses dois grupos, que sdo determinados apenas por fatores
genéticos, as doengas multifatoriais sdo desencadeadas pela interagdo de fatores ambientais e
genéticos e s3o bastante heterogéneas. Como exemplos, podem ser citados os defeitos do tubo

neural e as malformagdes cardiacas (Spranger et al., 1982, Schroeder ef al., 1996).

A seguir serdo feitas algumas consideragdes sobre freqiiéncia e aspectos clinicos de
algumas doengas cromossémicas e multifatoriais. As condigdes monogeénicas, por
constituirem um grupo bastante extenso e diagnosticaveis por exame pré-natal com técnicas
que, na maioria das vezes, levam em conta caracteristicas moleculares e bioquimicas muito

especificas, ndo serdo discutidas.
A2. Freqiiéncia de aberracdes cromossémicas em recém-nascidos

Admite-se que 1 a 3 % dos nascimentos apresentam alguma forma de anormalidade
grave (Fanaroff er al., 1989), entre elas as aberrages cromossomicas. As diferentes
aberragdes cromossOmicas apresentam freqiiéncia (prevaléncia) no recém-nascido muito
heterogénea, sendo esse fato relacionado com o tamanho e a constituigdo do cromossomo
alterado. Realmente, a cromossomopatia mais prevalente ¢ a trissomia do cromossomo 21,
que é o menor do genoma humano e deve conter genes que, em triplicatas, ndo afetam
drasticamente a viabilidade do concepto. O quadro clinico nessa trissomia inclui deficiéncia
mental, hipotonia generalizada, braquicefalia, implanta¢do baixa de orelhas, hipoplasia da
falange média do quinto dedo, prega simiesca e anomalias cardiacas, entre outras. Ao
contrario, trissomias dos demais autossomos sdo detectadas, na maioria das vezes, em

material de aborto, como as dos cromossomos 16 e 22 (Eiben ef al., 1990), enquanto outras

sd30 muito raramente observadas, provavelmente porque levam a perda do embrido nas
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primeiras semanas do desenvolvimento (Boué ef al., 1985). As monossomias, do mesmo
modo, sdo as aberragdes cromossdmicas mais encontradas em abortos. Entre essas, a mais
prevalente é a monossomia do cromossomo X, presente em 18% dos abortos espontaneos que
exibem cariétipos anormais (Boué ef al., 1985). No caso das aberra¢des estruturais, todos os
cromossomos podem ser igualmente envolvidos, uma vez que sdo desencadeadas por quebras
em pontos aleatérios do genoma levando a translocagdes, dele¢des, duplicagdes e inversdes
(Connor e Ferguson, 1993). De qualquer modo, a prevaléncia dessas aberragdes depende do

segmento envolvido e da viabilidade do fenétipo resultante.

A Tabela 1 mostra a freqiiéncia de aberragdes cromossomicas numéricas e estruturais

em recém-nascidos (Hook e Hamerton, 1977).
A3. Freqiiéncia de defeitos do tubo neural em recém-nascidos

Um grupo de anomalias com prevaléncia importante na populagdo de recém-nascidos
compreende os defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN). Na espécie humana, a
formacdo do tubo neural comega no 21° dia apds a concepgdo com a jungdo da dobra neural
do tecido ectodérmico. Essa jungdo ocorre inicialmente na por¢do média do embrido e, nos
26° e 28° dias, na por¢do anterior (neuréporo rostral) e na posterior (neuréporo caudal),
respectivamente. Quando esse processo de fechamento n3o se realiza adequadamente, surgem
malformagdes com diferentes gravidades (Moore ef al., 1993). O exemplo mais grave recebe
o nome de craniorraquisquise, uma anomalia letal com auséncia de fechamento de toda a
extensdo do tubo (Csabay et al., 1998). Segue-se a anencefalia, na qual o defeito ocorre na

porgdo anterior do tubo neural, estendendo-se através do foraimen magno (holocraniana) ou

ndo (merocraniana). Em conseqiiéncia ou acompanhando a malformagdo primaria, costumam

ocorrer varias alteragdes, como anomalias cardiovasculares e da parede abdominal, hémias

diafragmaticas, entre outras. Muitos fetos afetados sdo abortados espontaneamente, alguns




Introdugdo 6

Tabela 1. Frequéncia de aberragdes cromossémicas numéricas e estruturais ao nascimento

segundo dados de Hook e Hamerton (1977). (RN = recém-nascidos)

Tipos Fregiiéncia

Aberracdes cromossomicas numéricas
Autossomos
47 +21 1:800
47 +18 1:8140
47 +13 .1:19000
Cromossomos sexuais
47. XYY 1:1080 RN do sexo masculinos
47, XXY 1:1080 RN do sexo masculinos
45,X 1:9600 RN do sexo feminino
47, XXX 1:960 RN do sexo feminino
Aberrag¢ées cromossomicas estruturais
Rearranjos balanceados Robertsonianos 1:1120
Outros rearranjos balanceados 1:965
Rearranjos n3o balanceados 1:1675
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tém morte fetal tardia e outros nascem e vivem por algumas horas ou mesmo dias (Stumpf et

al., 1990).

A encefalocele é um tipo ndo muito freqiiente de DFTN e caracteriza-se por protrusdo
do cérebro ou de suas membranas de cobertura através de aberturas no cranio, mais
comumente na regido occipital (75%). Pode estar ligada a uma sindrome complexa e um
quadro de hidrocefalia esta muitas vezes presente. Embora haja possibilidade de tratamento
cirurgico para grande parte dos portadores, aproximadamente 50% dos sobreviventes

apresentam retardo mental (Elias e Simpson, 1992).

A espinha bifida ocorre com prevaléncia idéntica a anencefalia e € resultado da
auséncia de fechamento das regides média e caudal do tubo neural. Afeta mais comumente a
regido lombar (50%) e a freqiiéncia dos outros tipos divide-se eqiiitativamente entre as
regides toracica e sacral. A mielocele é a espinha bifida em que o tecido neural esta exposto,
mas ndo ocorre herniagdo enquanto, na meningocele, as meninges estdo envolvidas e, na
mielomeningocele, a espinha e as raizes nervosas estdo exteriorizadas. Essa ultima condigdo
esta relacionada, usualmente, com deslocamento da medula e do cerebelo, resultando em

hidrocefalia, e é conhecida como malformagdo de Amold-Chiari (Van den Hof ef al., 1990).

E muito importante diferenciar os defeitos abertos do tubo neural dos fechados.

Aproximadamente 99% das anencefalias e 85 a 90% das espinhas bifidas sdo defeitos abertos,
o que facilita sua investigagdo pré-natal por meio de substancias eliminadas no liquido
amniético pelo tecido nervoso. Os defeitos fechados, por outro lado, sdo cobertos por pele,
membrana ou tecido cicatricial e impedem um contato direto do tecido nervoso com o
ambiente. Um dos exemplos € a espinha bifida fechada, que é freqiientemente diagnosticada
pela presenca de tufo de cabelo ou lipoma subcutaneo cobrindo a area lesada ou consiste de
achado casual durante a realiza¢do de raios-X em criangas assintomaticas. Essa anomalia pode

desaparecer com a maturidade, porém ha a possibilidade de causar problemas neurolégicos
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severos em 70% dos afetados. Tais casos, em decorréncia das caracteristicas anatémicas, ndo
exibem resultados positivos no rastreamento feito por marcadores bioquimicos em liquido

amniético (Phillips ef al., 1993; Csabay et al., 1998).

Os defeitos do tubo neural ndo tém causa conhecida, porém caracteristicas ambientais
e poligénicas tém sido consideradas em sua etiologia. O 4cido félico demonstrou ser eficaz na
diminui¢do de sua recorréncia e, por esse motivo, sua administragdo tem sido proposta no
periodo pré-conceptual, pelo menos em gestantes com antecedentes (Vitamin Study Research

Group, 1991).

Os estudos epidemioldégicos mostram a relagdo desse grupo de malformagdes com
fatores geograficos, étnicos, idade materna, paridade e sexo. A populagdo da Irlanda do Norte
e Escocia, por exemplo, tém uma prevaléncia de 7-8 casos por 1.000 nascimentos enquanto,
nos Estados Unidos, é de 1-2 casos por 1.000 nascimentos. Existem relatos de que os
americanos brancos apresentam nimero de casos maior do que os nfo brancos e de um maior
acometimento em hispanicos. No Reino Unido, dados obtidos com base na idade materna
proporcionaram um grafico em forma de “ U *“ (Fedrick ef al.,1970; Janesich et al.,1978), o
que indica serem as mulheres muito jovens e as mais velhas aquelas com maior risco de terem
filhos com essa doenga. Parece haver também uma predile¢do por neonatos do sexo feminino
(James ef al., 1979) e, em certos paises, tem sido citada uma relagdo entre estagdes do ano,
fator s6cio-econdmico e niimero de casos. Outro dado importante e bem conhecido é o fato de

que o risco aumenta em familias com mais de um afetado. No Reino Unido, por exemplo, foi

estimado que, apés um filho afetado, a probabilidade de um segundo afetado ¢ de 5%

enquanto, nos Estados Unidos, esta entre 1,7 e 4,6%. Como em outras doengas multifatoriais,
parentes em 1° grau tém maior risco do que os de 2° grau, reforgando o papel dos fatores

genéticos na etiologia dessas condigdes (Cowchock ef al., 1980).




Introdugdo 9

B. Métodos de Rastreamento de Anomalias do Desenvolvimento

Alguns métodos de rastreamento de anomalias de desenvolvimento tém sido propostos
e, entre eles, podem ser citados o rastreamento pela idade materna, pelos marcadores

sonograficos (ultra-som) e pelos marcadores bioquimicos.
B1. Idade materna

Em 1933, ja era conhecido o fato de que havia maior prevaléncia de trissomia 21 ou
Sindrome de Down (SD) entre recém-nascidos de mulheres com idade avangada e, com o

passar do tempo, ficou evidente que tal prevaléncia era independente de localizagdo

geografica e raga. Em 1981, Hook e colaboradores documentaram bem a relagdo da idade

materna com o risco dessa trissomia, que mostra um aumento lento na sua freqiiéncia até a
idade materna de 35 anos e, posteriormente, um aumento abrupto e progressivo. Aos 32 anos
de idade, a gestante apresenta risco igual a 1:659 enquanto, aos 35 anos, é de 1:260 no
momento da amniocentese (15-18 semanas) e de 1:356 no término da gravidez (Snijder et al.,
1996). A Tabela 2 mostra o risco estimado de trissomia 21 durante as semanas de gestagdo
versus idade materna em populagdo estudada por Nicolaides e colaboradores em 1996. No
caso de outras aberragdes cromossomicas, principalmente as trissomias dos cromossomos 18
e 13, respectivamente sindrome de Edward e sindrome de Patau, os efeitos da idade materna

também s3o bem conhecidos, como mostram as Tabelas 3 e 4 (Snijder ef al., 1996).
B2. Marcadores sonograficos

Um dos primeiros marcadores sonograficos utilizados no rastreamento de anomalias de
desenvolvimento, como a trissomia do 21, foi o da prega cutanea occipital (nucal fold), que
aparece no ultra-som como uma imagem anecoica na regido posterior da cabega, no corte que
se visualiza o cerebelo. Sua sensibilidade é relativamente baixa (em torno de 40%) e deve ser

avaliado no periodo gestacional de 15 a 20 semanas (Crane ef al., 1991; Vintzileos et al.,
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Tabela 2. Risco estimado para trissomia do cromossomo 21 em relagdo as idades materna e

gestacional, segundo dados de Nicolaides ef al. (1996). (Nasc = ao nascimento)

Idade Idade (anos)

Gestacional 25 30

(semanas)

10 1/804 1/712
12 1/898 1/795
14 1/981 1/868
16 1/1053 1/933
18 1/1117 1/989
20 151175 1/1040
25 1/1294 1/1146
30 1/1388 1/1229
35 1/1464 1/1297

1/1527 1/1352




Introdugdo 11

Tabela 3. Risco estimado para trissomia do cromossomo 18 em relagdo as idades materna e

gestacional, segundo dados de Nicolaides ef al. (1996). (Nasc = ao nascimento)

Idade Idade (anos)

Gestacional 25 30 35

(semanas)

10 1/1993 1/1765 1/1168 1/465 1/126
12 1/2484 1/2200 1/1456 1/580 10157

14 1/3015 1/2670 1/1766 1/703 11191

16 1/3590 1/3179 1/2103 1/837 1/227

18 1/4215 1/3732 1/2469 1/983 1/267
20 1/4897 1/4336 1/2869 1/1142 1/310
25 1 /6909 1/6118 1/4048 1/1612 1/437
30 1/9516 1/8427 1./ 5575 1/2220 1/602
35 1/13028 1/11536 1/7633 1/3039 1/824

1/18013 1/15951 1/10554 1/4202 1/1139
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Tabela 4. Risco estimado para trissomia do cromossomo 13 em relagdo as idades materna e

gestacional, segundo dados de Nicolaides ef al. (1996). (Nasc = ao nascimento)

Idade Idade (anos)

Gestacional

20 25 30 35
(semanas)

10 1/6347 1/5621 1/3719 1/1481 1/401

12 1/7826 1/6930 1/4585 1/1826 1/495

14 1/9389 1/8314 1/5501 1/2190 1/594

16 1/11042 1/9778 1/6470 1/2576 1/698
18 1/12795 1/11330 1 /7496 1/2985 1/809
20 1/14656 1/12978 1/8587 1/3419 1/927
25 1/19854 1/17581 1/11632 1/4631 1./ 1255
30 1/26002 1/23026 1/15234 1 /6065 1/1644
35 1/33387 1/29565 1/19561 1/7788 1/2111

1/42423 1/37567 1/24856 1/9896 1/2683
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1995). Um outro marcador sonografico que, ao contrario do anterior, tem sensibilidade alta
(80%) e mostra bons resultados, € a translucéncia nucal (nucal translucency). Esse marcador
foi desenvolvido por Nicolaides ef al. (1992) e tem a vantagem adicional da precocidade de
avaliagdo, que se da entre 10 e 13 semanas aproximadamente. Sua imagem no ultra-som é
anecdica e representa uma colegdo liquida na regido posterior da nuca no corte ultra-
sonografico, que é utilizado na medida do comprimento cabega-nadega (Nicolaides et al.,

1992, Montenegro ef al,1998).

Além desses, muitos outros marcadores sonograficos sdo conhecidos. Entretanto,
nenhum deles isoladamente tem a repercussdo e o valor preditivo dos dois referidos acima

(Nicolaides et al., 1992; Vintzileos et al., 1995; Nyberg et al., 1998; Vergani et al., 2000).

B3. Marcadores bioquimicos

O pioneiro dos componentes bioquimicos que teve representatividade no diagnéstico

pré-natal foi a alfa-fetoproteina (AFP). O gene da AFP estd mapeado no brago longo do
cromossomo 4, em 4q11-13 (Connor ef al.,1993), seu produto é uma glicoproteina com 69
Kd que contém aproximadamente 4% de carboidratos e apresenta-se como uma banda extra
localizada na regido alfa 1, no grafico da eletroforese de proteinas. Pode ser detectada em
fetos humanos por volta de 29 dias apdés a concep¢do (Bergstrand et al, 1956), sendo
sintetizada inicialmente pelo saco vitelinico, pelo trato gastrointestinal e pelo figado que, apds
o primeiro trimestre, assume quase a totalidade da produgdo. A primeira utilizagdo desse
marcador em diagnostico pré-natal deu-se em 1972, quando foi constatada sua concentragdo
elevada no liquido amnidtico, em um grupo de gestantes cujos fetos apresentavam defeitos de
fechamento do tubo neural (Brock et al., 1972)., A publicagdo dos dados ndo provocou grande
impacto e divulgag@o porque essa doenga, na grande maioria das vezes, acomete embrides de
mulheres sem antecedentes e porque a investigagdo da AFP exige um procedimento invasivo

(amniocentese). Com o advento dos métodos de radioimunoensaio, foi possivel a mensuragdo
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de baixas quantidades desta substincia e a possibilidade de sua detec¢do no soro materno
(AFP-SM). Desde entdo, paises como a Inglaterra, onde a prevaléncia dos defeitos do tubo

neural é alta, iniciaram programas de rastreamento dessa doenga (Phillips et al., 1992).

Em 1984, Merkatz e colaboradores observaram, em um caso de trissomia do
cromossomo 18 (Sindrome de Edward), niveis baixos de alfa-fetoproteina no soro materno
(Merkatz et al., 1984). Outros autores (Bogart et al., 1987; Bogart ef al., 1989) também
correlacionaram esse achado com a presenga de aneuploidias, o que levou o grupo de Cuckle
a sugerir o rastreamento de aneuploidias pela mensuragio da AFP-SM (Cuckle ef al.,1984).
Um pouco mais tarde, um estudo colaborativo (New England Regional Genetics Group
Prenatal Collaborative Study of Down Syndrome Screening, 1989) propds a associagdo de
dois métodos de rastreamento, idade materna e AFP-SM, o que permitiria a avaliagdo do risco

tanto para defeitos do tubo neural como para Sindrome de Down e Sindrome de Edward.

Em 1988, Wald e colaboradores estenderam a amplitude desse rastreamento de

aberragSes cromossdmicas, principalmente Sindrome de Down, com a adigdo de dois outros
marcadores bioquimicos, estudados pouco antes pelos grupos de Bogart e Canick, a
gonadotrofina coridnica humana (hCG) e o estriol livre (uE3), (Bogart ef al., 1987,

Canick ef al.,1988; Wald et al.,1988).

A gonadotrofina corionica humana (hCG) é uma sialoglicoproteina de peso
molecular igual a 40Kd. E composta por duas subunidades de tamanhos diferentes,
denominadas subunidades alfa e beta. A subunidade alfa é virtualmente idéntica aquela dos
horménios pituitarios humanos luteinizante (LH), foliculo estimulante, (FSH) e
tireoestimulante (TSH). A especificidade bioldgica desses horménios é conferida pelas
subunidades beta, que também permitem sua distingdo imunolégica. A hCG é produzida em
grande escala pelo sinciciotrofoblasto e age no comego da gestagio para substituir a fungfio do

corpo luteo apoés a sua faléncia fisiolégica. Dessa forma, a produgio de estrogénios e
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progesteronas necessarios para a manutengdo do endométrio € continuada, permitindo o
prosseguimento da gravidez. Mais tarde, a placenta por si s6 é capaz de produzir quantidade
suficiente de horménios esterdides e a produ¢do de hCG é reduzida. A hCG também pode ser
produzida em quantidades significativas por uma variedade de tumores, especialmente os de

origem trofoblasticas como o coriocarcinoma e o teratoma (Brody et al.,1962).

O estriol, por sua vez, ¢ um esterdide cuja sintese requer uma intera¢gdo complexa
entre a placenta e a glandula adrenal do feto. A adrenal fetal, através do precursor colesterol,
sintetiza o androgénio sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S), que é convertido em 16 a
hidroxi DHEA pelo figado fetal e transportado para a placenta, onde é convertido em estriol e
liberado em seguida para a circulagdo materna. Uma vez que a sintese de estriol é dependente
tanto da adrenal fetal como da placenta, sua secregdo é atribuida a unidade feto-placentaria.

Ap6s o ingresso na circulagdo materna, o estriol € rapidamente metabolizado, principalmente

pelo figado, para sua forma conjugada. Como resultado desse processo, a forma ndo

conjugada ou “livre” passa a representar aproximadamente 9% do total de estriol circulante.
Os estrogénios, em geral, secretados pela placenta, estimulam o crescimento do utero da
mulher no periodo gestacional, o que € necessario para acomodagdo do feto em
desenvolvimento. Também estimulam o crescimento da genitilia externa e provocam
relaxamento dos ligamentos pélvicos, com o objetivo de facilitar a passagem do feto através

do canal de nascimento (Tulchinsky et al., 1982)

Muitos autores apontaram outros marcadores bioquimicos como alternativas para o
rastreamento pré-natal, tais como a fracdo livre da unidade beta da gonadotrofina
corionica (FB-hCG), que foi testada, inicialmente, como marcador do segundo trimestre
(Macri et al., 1990). Posteriormente, essa substancia foi avaliada como marcador do primeiro
trimestre em conjunto com outra proteina, a pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-

A) (Casals er al., 1988; Spencer et al., 2000). Essa ultima, uma glicoproteina com peso
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molecular de 800 Daltons, tem seu papel bioldgico ainda desconhecido, porém, existem
estudos admitindo sua fun¢do como inibidora de proteases, imunossupressora e com efeitos
anticoagulantes (MclIntyre er al. 1981; Sinosich er al. 1982). Uma outra substancia que tem
sido recentemente citada como um bom marcador bioquimico ¢ a inibina A. Essa substancia
vem sendo estudada em conjunto com os trés marcadores convencionais, AFP, hCG e uE3, e
tem se mostrado muito efetiva, melhorando a sensibilidade do método rastreador (Cuckle et
al., 1994; Wald et al.,1996; Salomen et al.,1997; Wald et al.,1998). Inibinas sdo hormonios
glicoprotéicos constituidos por duas subunidades ligadas por pontes de dissulfeto. Quando a
sub-unidade a esta ligada a uma sub-unidade B A, a inibina é denominada inibina A, e quando
a sub-unidade o esté ligada a uma sub-unidade BB € denominada inibina B. Ambas suprimem
a secre¢do do horménio foliculo-estimulante (FSH) na glandula pituitaria. A inibina A esta
aumentada em soro de mulheres com fetos portadores de sindrome de Down (Wald ef al.,

1996). Sua avaliagdo em gestantes apresenta um fator de restri¢do que é o seu alto custo.

C. Dados sobre a deteccdo de defeitos de fechamento do tubo

neural e aberracdes cromossomicas por meio de diferentes

marcadores

C 1. Defeitos de fechamento do tubo neural

Em 1972, alguns autores correlacionaram a AFP no soro materno com a presenga no
feto de espinha bifida e anencefalia (Brock ef al., 1972). A partir dessa época, outros trabalhos
foram iniciados e, em 1977, o primeiro estudo colaborativo do Reino Unido foi publicado,
definindo a sensibilidade e a especificidade dos métodos para rastreamento de DFTN (Wald e

Cuckle, 1977). Com a participagdo de 19 centros, foram analisados soros de 18.684 gestantes
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de feto unico ndo afetado por DFTN e de 301 gestantes de feto tnico afetado (146 com
anencefalia, 142 com espinha bifida e 13 com encefalocele). Foram utilizados multiplos da
mediana (MoM) da concentragdo de AFP-SM obtidas em gestantes ndo portadoras de fetos
afetados como pontos de corte (cur-off) para avaliagdo do risco de acometimento. Quando o
ponto de corte foi igual a 2 MoM, a porcentagem de resultados falsos-positivos no grupo das
gestantes com feto afetado foi de 7,2% e, com isso, 85% das espinhas bifidas abertas e 91%
das anencefalias foram detectadas. Com a utilizagdo do ponto de corte igual a 2,5 MoM, a
porcentagem de falsos-positivos foi de apenas 3,3%, enquanto a detecgdo dos casos de
espinha bifida aberta e anencefalia atingiu 75% e 89%, respectivamente. Outras anomalias

também puderam ser detectadas, como gastrosquise e onfalocele (Palomaki ef al., 1988).

O objetivo da quantificagdo da AFP-SM em multiplos da mediana (MoM), e ndo em

unidades padrdes como ng/ml, é de minimizar discrepancias entre laboratérios que,

geralmente, utilizam técnicas diferentes (Wald e Cuckle, 1977). Com isso, além da

comparagdo de dados, é possivel também a elaboragdo de uma curva de valores normais com

maior fidedignidade.
C 2. Aberracdes cromossdomicas

Em 1984, Irwin R. Merkatz e colaboradores publicaram um artigo no qual mostraram,
com muita asticia, a associagdo entre baixas concentragdes de AFP-SM e anormalidades
cromossémicas. Até o momento dessa publicagdo, o rastreamento de cromossomopatias era
exclusivamente realizado com base na observagdo de Penrose de que mulheres com idade
avangada apresentavam maior prevaléncia de recém-nascidos portadores de Sindrome de
Down (SD). Esse antigo método rastreador, selecionando mulheres mais velhas para exames

invasivos e arriscados, restringia o diagnostico dessa aneuploidia a uma pequena faixa da

populagio.
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No estudo realizado pelo grupo de Merkatz, foi observado que a concentragdo da AFP
estava diminuida de aproximadamente 25% no soro de gestantes de afetados pela SD
(Merkatz et al., 1984). Baseados nessa premissa, foram iniciados estudos para avaliar esse
marcador (Cuckle eral.,1984; Tabor et al.,1987; Knight et al.,1988). A primeira preocupagio
surgida foi a de que, talvez, esse nivel baixo de AFP-SM estivesse relacionado também com a
idade matemna, ou seja, pacientes com idade avangada e fetos com SD apresentariam baixo
nivel de AFP-SM. Todavia, niveis de AFP-SM em gestagdes afetadas e ndo afetadas
mostraram-se totalmente independentes da idade da gestante, permitindo que esses critérios
pudessem ser utilizados, individualmente ou combinados, para ampliagio no nimero de

diagnosticos de fetos acometidos (Knight et al., 1988).

Em 1987, Bogart e colaboradores encontraram uma concentragdo de gonadotrofina

corionica humana (hCG) no segundo trimestre de gravidez significativamente maior em

gestantes com fetos portadores de SD (2,1 MoM) qlie em um grupo controle. O fato foi

atribuido a uma produgdo maior de hCG no segundo trimestre, por atraso na ocorréncia da

maturidade placentaria.

Em 1988, um trabalho publicado pelo grupo de Canick acrescentou um terceiro
marcador bioquimico ao cenario do rastreamento de aneuploidias, o estriol ndo conjugado
(uE3), detectado com concentragdo diminuida de 25% no soro materno de portadoras de fetos
com SD. Nesse trabalho, foi demonstrado que esse marcador, associado & AFP e a idade
materna, ampliou de 39% para 45% o numero de casos diagnosticados em relagdo aos testes
utilizando apenas a AFP e a idade materna (Canick ef al.,1988). Como é sabido, o uE3 é um
esteroide cuja sintese tem a participagdo tanto do figado materno quanto do fetal. A queda na
sua concentragdo pode ser explicada da mesma forma que para a AFP, ou seja, quando o
érgdo produtor estd comprometido no feto, ocorre diminuigdo na sintese e/ou secregdo dessa

substancia.
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Também em 1988, Wald e colaboradores, analisando os trés marcadores bioquimicos,
AFP-SM, hCG e uE3, constataram que os mesmos tinham concentra¢des independentes da
idade materna e praticamente independentes entre si. Isoladamente, o hCG mostrou-se mais
efetivo, com uma taxa de detecgdo de 40% de afetados (2,0 MoM), o que representa uma agio
rastreadora maior do que a da AFP-SM, da idade materna, ou mesmo do conjunto das duas
(Wald et al.,1988). Nessa publicagdo, foi concluido que um programa utilizando AFP, uE3 e
hCG permitiria o diagndstico de 60% dos casos de SD para uma populagao rastreada com 5%
de suspeitos. Ainda nesse trabalho, os autores consideraram positiva a avaliagdo do pardmetro
custo-beneficio e afirmaram que o método seria capaz de diminuir o nimero de nascimentos
de portadores de SD no Reino Unido, de 900 para 350 no periodo de um ano (Wald et

al.,1988).

Uma outra aberragdo cromossémica que pode ser rastreada por marcadores

bioquimicos é a trissomia do cromossomo 18 (Sindroine de Edward). A prevaléncia dessa

trissomia ao nascimento é aproximadamente um décimo daquela observada na Sindrome de
Down, embora seja muito mais freqiiente em fases mais precoces da gestagdo (Nicolaides ef
al., 1997). Esse fato, por si s6, ndo justifica a busca de marcadores especificos de
rastreamento para essa sindrome. Entretanto, o seu diagnéstico precoce, pelos programas ja
existentes para outras doengas, seria muito bem-vindo, uma vez que levaria a interrupgdo da
gravidez e evitaria grandes desgastes por parte da familia no periodo curto da sobrevivéncia

pés-natal, que € comum nesses casos.

Na anélise dos dados obtidos na mensurag¢do de AFP, uE3 e hCG no soro materno para
o rastreamento de SD, alguns casos de trissomia do cromossomo 18, surpreendentemente,
também puderam ser identificados (Canick er al., 1990). Realmente, em mulheres com um

feto portador dessa sindrome ocorre variagdo na concentragdo destes trés marcadores.
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Contudo, a concentragdo da hCG apresenta-se diminuida, inversamente ao que ocorre na

sindrome de Down.

Em 1990, Canick e colaboradores propuseram um esquema de rastreamento para SD
com os trés marcadores. Quando o nivel na concentragio da AFP estivesse menor que 0,75
MoM, o nivel do uE3 menor que 0,60 MoM e o do hCG menor que 0,55 MoM, as gestantes
seriam consideradas de alto risco e submetidas 8 amniocentese. No seu estudo, mulheres com
essas caracteristicas foram detectadas na propor¢do de uma a cada 250 participantes.
Realizando amniocentese em todas as gestantes selecionadas pelo alto risco, um feto afetado
foi detectado para cada 16 procedimentos. A sensibilidade para identificagdo da trissomia do

cromossomo 18 com esse método foi de 60% (Canick et al., 1990).

Em 1994, comegaram as publicagdes introduzindo mais um marcador bioquimico no

estudo do rastreamento pré-natal, a inibina A (Canick ef al., 1994, Cuckle et al., 1995; Wald

et al., 1996). Dois anos apos, Cuckle e colaboradores avaliaram a associagdo desse novo
marcador bioquimico com os trés marcadores convencionais do rastreamento bioquimico
(AFP, hCG e uE3) e concluiram que sua inclusdo proporcionou uma melhora de 5% na

sensibilidade do método (Cuckle et al., 1996).

D. Estabelecimento do limite inferior de idade materna para

realizacdo de procedimentos invasivos de diagndstico pré-natal

No Brasil, ainda n3o foi definido um protocolo estabelecendo o limite inferior de
idade materna para a realizagdo rotineira de procedimentos invasivos de diagndstico pré-natal
(bidpsia de vilosidade coridnica e amniocentese). Nos Estados Unidos, esses procedimentos
sdo indicados para gestantes com idade superior a 35 anos no dia provavel do parto e, na

Inglaterra, a idade limite € de 38 anos (Evans ef al., 1992). A determinag@o desse ponto de




Introdugdo 21

corte é de suma importdncia porque o grupo de mées idosas é automaticamente excluido de
programas de rastreamento, pois ja estaria qualificado para procedimentos invasivos.
Recentemente, entretanto, tém sido publicados inumeros trabalhos sugerindo que esse grupo
também deve ser avaliado por marcadores bioquimicos. O principal objetivo € a redug¢do no
numero de bidpsias de vilosidade coriénica e amniocenteses, minimizando o custo e as
possiveis perdas fetais como consequiéncia do procedimento (Haddow et al.,1994; Rose et

al.,1995; Antisaklis et al., 2000).

Dois estudos que abordaram o assunto foram capazes de demonstrar a efetividade e as
limitagSes de programa de rastreamento na detec¢do de SD em mulheres mais velhas. O
primeiro estudou 3.896 gestantes e, usando apenas a AFP-SM e adotando um ponto de corte
para MoM dessa substancia que corresponde ao risco de mulheres com idade de 35 anos, ou

seja, 1:270, conseguiu detectar 85% da doenga, submetendo 63% dessas gestantes a

amniocentese (Rose ef al., 1995). O segundo estudo, realizado com os trés marcadores (AFP,

uE3 e hCG), avaliou 5.385 mulheres com idade materna avangada, com um ponto de corte
para 0 MoM dessas trés substancias que corresponde ao risco de mulheres com idade de 38
anos, ou seja, 1:200, e detectou 89% de SD, submetendo apenas 25% das pacientes a
amniocentese (Haddow er al., 1994). Com esses dois trabalhos fica evidente a importancia do

rastreamento bioquimico também em gestantes com idade avangada.

Alguns trabalhos evidenciaram a influéncia da etnia na concentragdo dos marcadores
bioquimicos no soro matemo. Esse fato justifica a elaboragdo de uma curva prépria para cada
populagdo, tendo em vista a possibilidade de inadequagédo na utilizagdo de curvas de outras
localidades (Crandal ef al., 1983; Baungarten ef al., 1986, Barkai ef al., 1996).

Por exemplo, Crandall ef al. (1983) observaram diferengas na concentragdo de AFP,
comparando gestantes hispénicas, negroides, causasoides e orientais. Nesse trabalho foi

evidenciado um aumento em média de 10% nos niveis dessa variavel nas mulheres negroides
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para cada semana de gestagdo estudada. Em 1996, Barkai e colaboradores observaram entre
as mulheres israelitas valores bastante elevados de hCG, principalmente entre as de etnia

arabe, quando comparadas as outras origens étnicas. Os demais marcadores séricos estudados

(AFP e uE3) ndo apresentaram mudangas importantes em relagdo as origens étnicas destas

mulheres.
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2. OBJETIVOS

O rastreamento bioquimico de anomalias congénitas ja é bem estabelecido nos paises
do primeiro mundo. Acredita-se que esse procedimento no Brasil seria de grande valia, uma
vez que se trata de pais de grande extensdo territorial e testes bioquimicos poderiam ser
realizados sem a presenga da gestante, da mesma maneira que é feito o rastreamento de
fenilcetontria em recém-nascidos. Porém, tem sido muito abordado o argumento de que
faltam parametros locais para a utilizagdo desse procedimento no nosso pais, considerando
que diferengas étnicas podem ser responsaveis por padrdes bioquimicos distintos. Dessa

forma, o presente estudo teve por objetivos especificos:

1- Elaborar uma curva, para uma populagdo brasileira, dos niveis de AFP, hCG e uE3 no soro

materno, em gestagdes normais, no periodo entre a 15% e a 19" semanas de gestag3o.

2- Comparar a curva da populagdo brasileira com curvas estabelecidas a partir de gestantes

normais de outras nacionalidades, no mesmo periodo de gestagdo.
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3. MATERIAL E METODOS

A. Casuistica

A casuistica do presente estudo compreendeu gestantes atendidas pela clinica “Centro
de Avaliagdo Materno Fetal”, Sdo José do Rio Preto, SP, que foram informadas sobre os
objetivos da realizagdo dos testes de rastreamento pré-natal e concordaram com a sua
participagdo. Essas gestantes foram identificadas pelo nome, data do nascimento, idade, etnia,
altura, peso atual e nimero de fetos na gestagdo estudada. Além desses dados, foram também
considerados os antecedentes pessoais e familiais em relagdo a diabetes mellitus e a defeitos
de fechamento do tubo neural (ver Questiondrio no Apéndice). As pacientes foram

classificadas segundo a idade gestacional, que foi baseada na data da 1ltima menstruagio

(DUM) e no exame ultra-sonografico obstétrico (US). Quando ocorreram discordéancias

superiores a 14 dias entre esses dois parametros, o dado obtido pelo exame ultra-sonografico
prevaleceu como determinante da idade gestacional. De acordo com esse critério, foram
selecionados grupos de mulheres com 15, 16, 17, 18 e 19 semanas de gravidez, cada um deles
formado por, no minimo, 61 e, no méaximo, 132 gestantes, totalizando 509 casos.

Foram considerados os seguintes elementos de exclusdo: colheita de sangue em idade
gestacional inadequada, Obito ou malformacgdes fetais, gestagdes multiplas, doengas

cromossdmicas no produto da concepgdo e diabetes mellitus materno.

B. Material e Métodos

O material utilizado foi sangue venoso periférico colhido sem anticoagulante (volume
total de 10 ml), do qual foram separados, aproximadamente, 2 ml de soro. Em cada amostra
de soro materno, foram feitas dosagens de alfa-fetoproteina (AFP), gonadotrofina coriénica

(hCG) e estriol livre (uE3) pelo método de radioimunensaio, com a utilizagdo de kits Double
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Antibody AFP-NTD, hCG MAIlAclone e Coat-A-Count Free Estriol, manufaturados,
respectivamente, por CIS Bio International (Paris, Franga), BioChem ImmunSystems
(Bologna, Italy) e DPC (Diagnostic Products Corporation, Califérnia, USA). As dosagens
realizadas fazem parte do protocolo de seguimento pré-natal utilizado na clinica e os
resultados sdo usualmente comparados com aqueles da curva fornecida por Robert Maciel
Associates, Inc. Alington, Massachusetts, USA (1993).

Apds a colheita, as amostras foram mantidas a 7°C e encaminhadas ao laboratério
DIMEN (Diagnéstico Médico Nuclear), Campinas, SP. Os procedimentos metodologicos,
descritos a seguir, obedeceram as recomendag¢des do fabricante, sendo as medidas de
radioatividade feitas em cintilador de cristal de contagem automatica, especifico para raios
gama emitidos pelo is6topo radioativo iodo 125* (Diagnostic Products Corporation Abbot,
modelo Gambyt).

Alfa-fetoproteina no soro materno (AFP)

Principio da técnica. O método utilizado para dosagem da AFP é um
radioimunoensaio de fase sélida. Dois anticorpos monoclonais sdo preparados contra dois
sitios antigénicos diferentes da molécula de AFP. O primeiro € preso na fase sélida do tubo
utilizado e o segundo é livre e marcado com iodo 125*. As moléculas de AFP presentes nas
amostras de pacientes ou de controles ficam encaixadas entre os dois anticorpos e o0 isétopo
radioativo ndo ligado é removido pelo processo de lavagem.

Protocolo utilizado. Foram colocados 300 pL de solugdo tampao fornecida pelo kit em
9 tubos (ELSA) contendo, na sua base interna, uma matriz sélida com anticorpos anti-AFP
aderidos. Em sete desses tubos, foram adicionados 50 uL de soro padrdo com concentragdes

conhecidas de AFP iguais a 0,0 ng/mL, 3,0 ng/mL, 30 ng/mL, 100 ng/mL, 250 ng/mL, 500

ng/mL e 800 ng/mL. No oitavo tubo, foram colocados 50 puL de um soro controle

(sabidamente positivo) e, no ultimo tubo, 50 uL do soro da amostra. O material foi incubado
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por 30 minutos a temperatura ambiente (18-25°C) sob agitagdo constante, com o objetivo de
permitir a ligagdo dos sitios antigénicos das moléculas de AFP aos anticorpos anti-AFP.
Posteriormente, a fase liquida foi aspirada e os tubos lavados por duas vezes com 3 mL de
agua destilada. Foram, entdo, adicionados 300 uL de anticorpo monoclonal anti-AFP marcado
com iodo radioativo 125* e os tubos foram novamente incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente (18-25°C) sob agitagdo constante.

O processo de aspiragdo da fase liquida e lavagem foi realizado como descrito acima.
Apés aspiragdo total do liquido sobrenadante, os tubos foram colocados em um contador de
raios gama para medida da radioatividade. Finalmente, a concentragdo da variavel em estudo
foi interpretada por meio de uma curva de calibragio e dada em ng/mL.

Dosagem da Gonadotrofina Coridnica (hCG)

Principio _da técnica O radioimunoensaio para dosagem de hCG incorpora trés

anticorpos de alta afinidade. Dois deles estio marcados com iodo 125* e unem-se
rapidamente & molécula de hCG. O terceiro é marcado com fluoresceina e liga-se a um sitio
distinto da molécula. Apds o periodo de incubagdo das amostras com os anticorpos, uma
antifluoresceina acoplada a uma fase sélida magnética é adicionada. Esse componente liga-
se ao complexo antigeno-anticorpo e é sedimentado em campo magnético, o que elimina a
necessidade de centrifugagdo. Uma lavagem subseqiiente reduz as ligagSes ndo especificas a
um valor minimo.

Protocolo utilizado. O ensaio foi realizado em 13 tubos. Foram colocados 50 uL do

soro materno no primeiro deles e, nos trés seguintes, foram colocados volumes iguais do
soro materno diluido 1:10, 1:100 e 1:1000. Em outros sete tubos, foram colocados 50 pL de
soro padrdo com concentragdes conhecidas de hCG e iguais a 0,0 U/mL, 5,0 U/mL, 10

Ul/mL, 25 UI/mL, 100 U/mL, 250 UI/mL e 500 UI/mL. Nos dois restantes, foram

colocados 50 uL de soro controle, um sabidamente positivo e outro negativo para hCG.
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Posteriormente, foram adicionados a todos os tubos 500 pL do anticorpo anti-hCG marcado
com iodo 125*, que se liga a subunidade beta do hCG. O material foi incubado por 15
minutos em banho-maria a 37°C e recebeu, ent@o, 200 puL de reagente de separagido hCG-
MAIACIone. Os tubos foram levemente agitados e, em seguida, foram mantidos em
repouso por 5 minutos a temperatura ambiente (18-25°C). Apds esse repouso, foram
deixados por 2 minutos a temperatura ambiente (18-25°C) em uma estante magnética com
capacidade para decantar as moléculas de hCG. O sobrenadante foi desprezado por inversdo
e, em seguida, foram adicionados 500 pL de solug@io de lavagem. O material foi agitado e
mantido por mais 2 minutos a temperatura ambiente (18-25°C) na estante magnética. O
sobrenadante foi novamente desprezado e, em seguida, os tubos foram colocados em um
contador de raios gama para medida da radioatividade. A concentragdo da variavel em
estudo foi interpretada por uma curva de calibragdo dada em mUI/mL. Os valores obtidos
da variavel foram, entdo, multiplicados por 1000 e expressos em Ul/mL.
Dosagem do Estriol Livre (uE3)

Principio da técnica. O radioimunoensaio utilizado para dosagem do estriol livre € de

fase sélida. Nesse ensaio, moléculas de estriol marcadas com iodo 125* competem com o

estriol presente na amostra da paciente pelo anticorpo, durante um periodo fixo de tempo.
Como o anticorpo esta imobilizado na parede do tubo de polipropileno, a simples decantagio
do sobrenadante ¢ suficiente para finalizar a competi¢do e para isolar a fragdo do estriol
radioativo ligado ao anticorpo. A contagem em contador gama é convertida por meio de uma
curva de calibragdo para a medida do estriol livre presente na amostra da paciente.

Protocolo utilizado. O ensaio foi realizado em 9 tubos contendo, na sua base interna,

uma matriz sélida com anticorpos anti-estriol livre aderidos. A seis deles foram colocados 50
uL de soro padrdo com concentragdes conhecidas de uE3 e iguais a 0,0 ng/mL, 1,0 ng/mL, 5

ng/mL, 10 ng/mL, 25 ng/mL e 50 ng/mL. Foram também colocados 50 uL de soro controle,
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um sabidamente positivo e outro negativo para hCG, em mais dois tubos. No ultimo, foram
adicionados 50 uL do soro da amostra. A seguir, foi acrescentado 1,0 mL de estriol livre
marcado com iodo 125*. O material foi incubado por 60 minutos em banho-maria a 37°C. O
sobrenadante foi desprezado e os tubos foram colocados em um contador de raios gama para
medida da radioatividade. Finalmente, a concentragdo da variavel em estudo foi interpretada
através de uma curva de calibragdo e dada em ng/mL.

Anadlise Estatistica

O parametro utilizado internacionalmente no rastreamento bioquimico pré-natal de
sindrome de Down ou defeito de fechamento do tubo neural é o multiplo das medianas
(MoM) das concentragdes de variaveis analisadas (Wald e Cuckle, 1977). Por esse motivo,
foram calculadas as medianas (M) das concentragdes de AFP, hCG e uE3 obtidas para as
gestantes estudadas. Por tratar-se de série com nimero par de elementos, a mediana dos dados
foi calculada pela média aritmética dos elementos centrais. Os elementos centrais ocupam a

posi¢do n/2 e n/2+1, sendo “n” o nimero de amostras estudadas. Foram também calculados os

respectivos multiplos de medianas, multiplicando-se o valor de M por 2'°, 2, 2.5 e 3, para

obten¢do do limite inferior e dos trés limites superiores, respectivamente, empregados em
programas de rastreamento.

Para o estudo da correlagdo entre as dosagens obtidas e 0 peso materno utilizou-se o
coeficiente de correlagdo de Pearson. O teste t de Student foi também utilizado para avaliagio
da relagdo entre os valores dos marcadores séricos e o peso e idade das gestantes estudadas. O
nivel de significincia considerado neste estudo foi de 0,05 (ou 5%). Todos os célculos

estatisticos foram realizados no Microsoft Excel 97.
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4. RESULTADOS

Nesse estudo, foram utilizadas 509 amostras de sangue de gestantes, colhidas no
periodo de janeiro de 1994 a setembro de 1999. O numero de amostras nos grupos de
pacientes na 15%, 16%, 17%, 18" e 19" semanas de gestagdo atingiu, respectivamente, 81, 132,

104, 80 e 61.

O desfecho da gestagdo foi averiguado por contato pessoal ou telefénico com o médico
obstetra ou com a propria paciente. Cinqiienta e uma amostras colhidas em datas
inadequadas, ou seja, fora das semanas estudadas, ou de portadoras de diabetes mellitus
insulino-dependentes e de gestagdes gemelares ndo foram consideradas nesse estudo.
Também foram analisadas separadamente 8 amostras de pacientes que, apdés ©

conhecimento do desfecho da gestagdo, apresentaram um dos elementos de exclusdo. O

principal motivo para exclusdo das pacientes do estudo foi a colheita de sangue em idade

gestacional inadequada (86,5%). Outros motivos incluiram gemelaridade em 3
gravidezes (5,1%), doengas cromossémicas (sindrome de Down e de Edward) ou defeitos
do tubo neural em quatro casos (3,4% e 3,4%, respectivamente) e malformagdo

de causa desconhecida em um caso (1,7%).

Assim, foram selecionadas para estudo 450 amostras, sendo 78, 132, 100, 80 e 60
procedentes de mulheres na 15%, 16, 17%, 18 e 19" semanas de gestag@o, respectivamente
(Tabelas 1 a 5 do Apéndice). Sua distribuigdo grafica em relagdo a idade gestacional pode ser

visualizada na Figura 1.

A idade materna variou de 15 a 44 anos enquanto o peso variou de 35 a 111 quilos
(Tabela 1). O teste t de Student foi aplicado para avaliagdo da relagdo entre os valores dos
marcadores séricos e o peso e idade das gestantes estudadas. O nivel de significancia

considerado neste estudo foi de 0,05 (ou 5%). N&o houve diferenca estatisticamente




Resultados 33

significante quanto a idade materna entre os varios grupos estudados mas houve quanto ao

peso materno.

As gestantes caucasoides foram as mais freqiientes entre as 450 estudadas, sendo

observados apenas 2% (n = 9) de negréides. O método de calculo da idade gestacional foi

aquele baseado na data da ltima menstrua¢do e em exame ultra-sonografico, em 402 (89,3%)

e em 48 (10,7%) pacientes, respectivamente.
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Ndamero de Gestantes

N° de Amostras

Figura 1 — Distribui¢do do numero de gestantes em relagdo a idade gestacional em semanas.
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Tabela 1 — Distribui¢do dos valores de idade materna e peso na data da colheita da amostra

nos grupos com diferentes idades gestacionais. (Min = Minimo; Méax = Maéximo; X =

Média; Med = Mediana)

Idade Idade Materna (anos) Peso Materno (Kg)

Gestacional

(semanas) Min  Mix X Med Min  Mix X Med
5 93" Mg 3ISE 3] 35 97 6053 59,50
16 15 41 30,33 30 < 39 99 62,25 60,00
17 17 42 29,79 30 43 111 64,34 62,00
18 15 40 28,40 29 44 95 62,10 61,00
19 19 43 28,40 28 48 63,22 61,50




Os valores de médias e medianas obtidos para a concentragdo da AFP nos diferentes
grupos atingiram de 32,93 a 47,61 ng/mL e 30,44 a 43,25 ng/mL, respectivamente (Tabela 2),
enquanto aqueles para a concentragdo da hCG nos diferentes grupos atingiram de 26,50 a
47,98 Ul/mL e 22,07 a 43,66 Ul/mL, respectivamente (Tabela 3), e para a concentrag@o do
uE3 nos diferentes grupos atingiram de 1,26 a 5,26 ng/mL e 0,80 a 2,85 ng/mL (Tabela 4).

As curvas com as medianas e os multiplos da mediana para essas variaveis estdo
apresentadas nas Figuras 2 a 7.

Os valores de AFP, hCG e uE3 nio utilizados na elaboragdo das trés curvas, obtidos
de pacientes com gestagdes gemelares e que deram a luz criangas com aberragdes
cromossomicas, defeito do tubo neural ou malformagdo de causa desconhecida estdo
apresentados na Tabela 5.

Nos casos das pacientes com colheita de sangue em data gestacional inadequada, os

valores de mediana obtidos estdo apresentados na Tabela 6 do Apéndice.

Nas Figuras 8, 9 e 10 sdo evidenciados os valores de mediana, respectivamente para
AFP, hCG e uE3 obtidos em duas pacientes que portavam fetos com defeito de fechamento do
tubo neural, uma paciente portadora de feto com sindrome de Down e outra com sindrome de
Edward e, portanto, foram analisadas separadamente sem fazer parte da curva. Esses valores

podem ser comparados com os valores de mediana das pacientes normais.
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Tabela 2 — Variagdo da concentragio e valores de médias e medianas obtidas para AFP nos

diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

Idade
Gestacional N° Amostras Concentra¢io da AFP (ng/mL)  Médias Medianas

(semanas) Variacio

15 7,50 a 109,99 30,44
16 11,59 a 95,89 32,69
17 11,80 a 73,89 36,20
18 19,51 a 101,00 42,13
19 18,89 a 80,49 4325

AVA
AVAVA
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Tabela 3 — Variagdo da concentra¢do e valores de médias e medianas obtidas para hCG nos

diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

Idade
Gestacional N° Ameostras Concentragio da hCG (UI/mL) Médias Medianas

(semanas) Variacio

15 14,91 a 152,00 47,98 43,66
16 5,50 a 107,00 37,86 32,73
17 5,77 a 271,00 31,94 28,05
18 5,69 a 77,00 26,50 25,73
19 5,50 a 79,80 27,07 22,07

AVA
AVAVA
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Tabela 4 — Variagcdo da concentragdo e valores de médias e medianas obtidas para uE3 nos

diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

Idade

Gestacional N° Amostras

(semanas)

Concentracio da ukE3 (ng/mL) Médias Medianas

Variacéio

15
16
17
18
19

0,10 a 9,40
0,10 a 30,00
0,10 a 22,70
0,10 a 12,60
0,10 a 80,00

5

6
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Medianas da concentragio de AFP (ng/mL)

17
Idade Gestacional (semanas)

Figura 2 — Representagdo grafica dos valores de mediana obtidos para a concentragdo de AFP

nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

Concentragdo em ng/mL

16 ’ 17 ‘ 18
Idade Gestacional (semanas)
Figura 3 — Representacio grafica dos valores de mediana e multiplos de mediana obtidos
para a concentra¢do de AFP nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade

gestacional.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Resultados 41

b
8

E

8

Medianas da concentragdo de hCG (UlI/mL)

g

N
8

17
Idade Gestacional

Figura 4 — Representagdo grafica dos valores de medianas obtidas para a concentragdo de

hCG nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

—&—0,5 MoM
—l—Mediana
—&—2,0 MoM
—3—2.5 MoM
—%—3,0 MoM

Concentragdo em Ul/mL

16 17
Idade Gestacional (semanas)

Figura 5 — Representagdo grafica dos valores de mediana e miltiplos de mediana obtidos
para a concentragdo de hCG nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade

gestacional.
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Medianas da concentragdo de uE3 (ng/mL)

17
Idade Gestacional

Figura 6 — Representagio grafica dos valores de mediana obtidos para a concentragdo de uE3

nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

Concentragdo em ng/mL

Idade Gestacional (semamas)

Figura 7 — Representagdo grafica dos valores de mediana e multiplos de mediana obtidos

para a concentragdo de uE3 nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade

gestacional.
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Tabela 5 — Valores da concentracdo de AFP, hCG e uE3 obtidos de pacientes com gestagdes

gemelares, doengas cromossdmicas, defeitos de fechamento do tubo neural e malformagéo de

causa desconhecida.

Semanas
Paciente de AFP hCG uE3 Produto da Gestacio
Gestacio (ng/ml) (UVml) (ng/ml)

17,1 39,00 60,00 1,20 Sindrome de Down (citogenética)

17,6 27,00 3,10 0,50 Sindrome de Edward (dados clinicos)
17,9 96,90 87,00 4,90 Gestagdo Gemelar

17,6 61,09 58,00 2,00 Gestagdo Gemelar

15,0 08,70 38,00 2,20 Defeito de Fechamento do Tubo Neural
15,7 15,25 48,50 0,60  Gestagdo Gemelar

20,1 76,23 49,63 0,90  Esquizencefalia

16,4 9720 28,40 1,80 Defeito de Fechamento do Tubo Neural
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-~ Mediana da AFP

B Amostra 98 (Sindrome de Down)
[l Amostra 101 (Sindrome de Edward)
B Amostra 200 (DFTN)

B Amostra 260 (DFTN)

Dosagem de AFP (ng/mL)

16 17 18

Idade Gestacional (semanas)

DFTN = Defeito de Fechamento do Tubo Neural

Figura 8 — Representagdo grafica dos valores de mediana obtidos para a concentragdo de AFP
nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional. Evidenciam-se
graficamente valores de mediana, dessa substancia, obtidos de quatro amostras que foram

excluidas por apresentarem fetos com doengas.
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-+ Mediana da hCG

B Amostra 98 (Sindrome de Down)
@ Amostra 101 (Sindrome de Edward)
Il Amostra 200 (DFTN)

B Amostra 260 (DFTN)

Dosagem de hCG (Ul/mL)

16 17 18

Idade Gestacional (semanas)

DFTN = Defeito de Fechamento do Tubo Neural

Figura 9 — Representagdo grafica dos valores de mediana obtidos para a concentragio de

hCG nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

Evidenciam-se graficamente valores de mediana, dessa substancia, obtidos de quatro amostras

que foram excluidas por apresentarem fetos com doengas.
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-+~ Mediana do uE3

B Amostra 98 (Sindrome de Down)
[ Amostra 101 (Sindrome de Edward)
I Amostra 200 (DFTN)

B Amostra 260 (DFTN)

286888658868

Dosagem de uE3 (ng/mL)

(5]
o

-
(3]

-
o

17 18
Idade Gestacional (semanas)

DFTN = Defeito de Fechamento do Tubo Neural

Figura 10 — Representagio grafica dos valores de mediana obtidos para a concentragdo de

uE3 nos diferentes grupos de pacientes classificados segundo a idade gestacional.

Evidenciam-se graficamente valores de mediana, dessa substéncia, obtidos de quatro amostras

que foram excluidas por apresentarem fetos com doengas.
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5. DISCUSSAO

E conhecido o fato de que aproximadamente 2% das criangas nascem com doengas
congeénitas graves (Holmes ef al., 1976). Entre elas, destaca-se a sindrome de Down, néo so6
pela alta prevaléncia que apresenta, mas também pelo grau elevado de incapacidade que causa
(Elias e Simpson, 1992). O diagnéstico pré-natal de muitas dessas anomalias tornou-se
possivel ha algumas décadas, porém os métodos utilizados sdo invasivos e, portanto, com
potencial consideravel de complicagdes, até mesmo de perdas gestacionais. Em fungdo desse
fato, a indicagdo desses procedimentos de diagnostico fica restrita aos grupos considerados de

alto risco.

No caso dos defeitos de fechamento do tubo neural, o risco de ocorréncia em uma
irmandade era determinado pelos antecedentes familiais (Cowchock et al., 1980), enquanto na
sindrome de Down, era calculado pela idade materna, mostrando uma elevagio critica acima
de 35 anos (National Institute for Child Health and Development, 1975). Com o evoluir da
tecnologia, foi possivel aumentar a sensibilidade das metodologias de rastreamento dessas e
de outras doengas e, a partir de 1972 e 1984, foram iniciados estudos com marcadores
bioquimicos para os defeitos de fechamento do tubo neural e para a sindrome de Down,
respectivamente (Brock et al., 1972; Merkatz ef al., 1984). Mais recentemente, surgiram os
marcadores ultra-sonograficos (Crane et al., 1991; Nicolaides ef al., 1992; Vintzileos ef al.,
1995) que tém merecido atengdo especial de muitos autores, inclusive no Brasil (Montenegro

etal., 1998).

A primeira substancia introduzida como marcador bioquimico com o papel rastreador
foi a AFP (Merkatz ef al., 1984) e, subseqiientemente, a hCG (Bogart ef al., 1987) e o uE3
(Canick er al, 1988). Em muitos paises, principalmente nos mais desenvolvidos, esses

compostos sdo mantidos no protocolo de rastreamento pré-natal até os dias de hoje. No Brasil,
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o rastreamento pré-natal ainda encontra-se em fase inicial. Em fungdo das dimensdes
continentais do pais a maioria dos estudiosos na area de medicina fetal acredita que os
marcadores bioquimicos seriam uma 6tima proposta, considerando que ndo exigem a presencga
da gestante no momento da avaliagdo, ao contrario do que acontece com a ultra-sonografia.
Esses mesmos especialistas, porém, criticam esse método porque ndo sdo utilizadas curvas de
normalidade para a populagdo brasileira, que possam servir de base para o calculo de riscos

com maior fidedignidade (Montenegro ef al., 1998).

O presente estudo foi realizado com objetivo de elaborar, pelo método de
radioimunoensaio, uma curva com valores de concentragio de alfa-fetoproteina, estriol livre e
gonadotrofina coridnica humana presentes no soro de gestantes brasileiras consideradas
normais, entre a 15* e 19° semanas de gravidez. De maneira geral, os resultados mostraram
elevagdo dos niveis de AFP e estriol livre com o aumento da idade gestacional e decréscimo

nos niveis de beta hCG.

A variagdo dos valores de AFP encontrada nessas gestantes foi de 25,16 a 35,74
UI/mL, enquanto a variagdo dos valores de hCG foi de 22,07 a 43,66 UI/mL e de uE3 foi de
0.80 a 2,85 ng/mL. Esses marcadores bioquimicos mudam com o evoluir da gesta¢do sendo,
portanto, necessario levar em consideragdo a idade gestacional correta no dia da colheita para

interpretagdo dos dados.

Das 509 gestantes que participaram do estudo, foram selecionadas 450 que

apresentavam todos os critérios de inclusdo, ou seja, estarem no periodo gestacional

compativel com o estudo, ndo portarem conceptos com anomalias e ndo apresentarem
doencgas, como diabetes mellitus, ou ndo terem antecedentes gestacionais de defeito de
fechamento do tubo neural.

Refletindo as caracteristicas da populagio estudada, que é procedente do centro-oeste

do estado de Sdo Paulo e de nivel sécio econémico elevado, observou-se que 98% das
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gestantes eram caucasoides, concordante com a populagdo que realiza outros tipos de exames
na clinica onde foram obtidas as amostras. As idades variaram de 15 a 44 anos, sendo a média
de 29,82 anos e a mediana de 30 anos, e os pesos variaram de 35 a 111 Kg com média de
62,52 Kg e mediana de 60 Kg.

Os marcadores séricos utilizados no rastreamento de anomalias fetais, durante o
segundo trimestre da gravidez, sdo de origem fetal ou placentaria e tendem a ser mais diluidos
em mulheres mais pesadas, nas quais o volume sangiiineo é maior (Wald ef a/, 1981; Haddow
et al, 1981). Em conseqiiéncia, muitos centros de diagnostico pré-natal, quando emitem seus
laudos, tém realizado ajustamentos nos niveis de AFP, beta hCG e estriol livre, baseados no
peso materno, uma vez que o nivel dessas varidveis, como citado acima, decresce com o
ganho ponderal das gestantes (Polomaki ef al. 1990).

Para corregdo desse parametro no caso da AFP, depois do calculo de seu multiplo

(MoM), o valor obtido deve ser submetido a um ajustamento, sendo dividido por um fator

fornecido pela seguinte férmula: 10 26800055 "2 ") onde P éo peso materno em kg

(Knight et al,1988). Com este procedimento, elimina-se a interferéncia ocasionada pela
massa corpérea materna na interpretagdo dos dados. O mesmo ajustamento acima deve ser

realizado com hCG e eE3 utilizando as formulas de corregdo, respectivamente: 10 %' -

Sasled Aamer P), 3 [ st e p), onde P é o peso materno em kg (Palomaki ef

al., 1990). Recentemente, outra forma de ajustamento de peso materno tem sido sugerida,
baseada numa relagdo linear entre os niveis dos marcadores séricos (em MoM) e o reciproco
peso materno (Neveux ef al., 1996). Porém, tanto os relatos de Neveux (1996) como de Watt
& Wald (1998) concluiram que os dois métodos de ajustamento para o peso materno
produzem resultados semelhantes.

Em 1997, Van Der Veen e colaboradores estudaram a performance do rastreamento

para sindrome de Down usando dados de 15 paises da Europa, considerando dois tipos de
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rastreamento, o primeiro baseado apenas na idade materna e o segundo, na combinag¢do da
idade materna com marcadores bioquimicos. Os autores constataram que a taxa de detecgdo
para a sindrome de Down com base na combinagdo de dados foi o dobro da primeira.
Entretanto, para o mesmo tipo de rastreamento, foi encontrada uma taxa de sensibilidade um
pouco diferente para cada pais, provavelmente em fun¢do de variagdes populacionais e
indicando a necessidade de padronizag¢des regionais.

No presente estudo, os valores observados de mediana do peso materno, bem como os
valores de mediana dos marcadores bioquimicos, sd3o muito semelhantes aqueles encontrados
por outros autores, tanto na literatura internacional (Robert Maciel Associates, 1993; Onda et
al.,1996; Neveux et al.,1996; Watt e Wald, 1998), como na nacional (Moron et al.,1994;
Vieira Neto ef al.,1996; Patta ef al.,1999). No caso da populagdo brasileira, os dados sobre
marcadores bioquimicos utilizados no rastreamento pré-natal sdo bastante escassos. Por
exemplo, Moron e colaboradores, em 1994, estabelecéram valores normais apenas para a alfa-
fetoproteina em 874 gestantes da cidade de S&o Paulo, utilizando técnica fornecida pelo
laboratoério Abbott, e os valores medianos observados entre a 14* e a 20* semana de gestagdo
variaram de 30,0 a 85,0 ng/mL; mais elevados, portanto, que os determinados no presente

trabalho, em fung¢do da utilizagdo de metodologia diferente.

Vieira Neto et at. (1996), por outro lado, determinaram os valores de normalidade
para AFP, fra¢do livre da subunidade beta da hCG e uE3 em 1639 gestantes avaliadas no
laboratério do Centro de Diagnoéstico e Pesquisa Dr. Raimundo Brito da cidade do Rio de
Janeiro e as medianas citadas foram similares aquelas observadas neste estudo, embora as
caracteristicas étnicas das duas populagdes sejam provavelmente diferentes.

O estudo de Patta (1999), recentemente finalizado, na Universidade de Sido Paulo,

estabeleceu valores normais para AFP, hCG e uE3 em 283 gestantes da regido de Ribeirdo

Preto, SP, selecionadas entre a 14" e a 19" semana de gestag¢do, utilizando duas metodologias,
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radioimunoensaio para as trés substancias e técnica baseada em quimioluminescéncia apenas
para AFP e uE3. Os valores foram semelhantes aos obtidos neste trabalho, refletindo
provavelmente populagdes com caracteristicas proximas.

A comparagdo dos dados de alguns trabalhos da literatura internacional e nacional com
os do presente trabalho (Tabela 6) mostrou correlagdo positiva entre eles, apés utilizagdo do
método de correlagdo de Pearson. Esse resultado indica que, embora tenham sido publicados
dados enfatizando a influéncia das diferengas étnicas na determinag@o das variaveis aqui
estudadas (Crandall et.al., 1993; Muller e al., 1994; Watt et al., 1996), provavelmente apenas
diferengas determinadas por técnicas ou kits distintos devem ser levadas em consideragdo, ou
seja, o laboratério que se propde a realizar tais dosagens deve padronizar sua metodologia.

O objetivo do presente trabalho foi elaborar curvas de marcadores bioquimicos em
pacientes normais e, durante seu desenvolvimento, foram analisadas quatro pacientes,
posteriormente excluidas por gestagdes de fetos com malformagdes. Duas dessas pacientes
(casos 200 e 260, Tabela 5), que apresentaram fetos com defeito de fechamento do tubo
neural, exibiram multiplos de mediana (MoM) da varidvel AFP compativeis com risco

elevado segundo Wald er al. (1977), ou seja, superiores a 2,5 e esses dados podem ser

visualizados graficamente na Figura 8. Com relagdo 4 amostra 98, que se tratava de uma

portadora de feto com sindrome de Down, os valores de mediana das trés variaveis, em
conjunto, alteraram-se suficientemente para inclui-la como uma gestante com risco elevado
para essa doenga. Embora a sensibilidade do método de rastreamento baseado nos multiplos
de mediana de marcadores bioquimicos no segundo trimestre de gravidez ser de
aproximadamente 60% (Wald et al., 1988), os resultados desse caso teriam permitido a sua
inclusdo no grupo de alto risco. O quarto caso, que se tratou de uma gestante portadora de feto
com sindrome de Edward, apresentou nivel das trés variaveis bioquimicas compativel com

risco elevado para essa sindrome (Canick et. al., 1990; Haddow et. al.,1992), confirmando a
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sensibilidade do método rastreador em relagdo a trissomia do cromossomo 18 (Canick et. al.,

1990).

Os valores de medianas das variaveis aqui estudadas poderdo ser utilizados como

padrio de normalidade no rastreamento de anomalias congénitas, entre elas, sindrome de

Down e defeitos de fechamento do tubo neural. Com a determinagdo, em estudos futuros, dos
niveis dessas variaveis em gestantes brasileiras portadoras de fetos com tais anomalias, sera
possivel estabelecer, com maior precisdo, o nivel de corte que justifique procedimentos

invasivos para diagnoéstico dessas doengas.




Tabela 8 — Comparagdo dos valores de mediana de marcadores bioquimicos referidos pela literatura e pelo presente trabalho em
gestantes normais nas 15% a 19° semanas de gravidez.

Medianas da AFP (ng/mL)

Medianas do hCG (Ul/mL)

Medianas do uE3 (ng/mL)

Referéncias 15 16 17 18 19 15

16 17 18 19

15 16 17 18 19

Maciel, 1993 * 24,00 27,00 31,00 36,00

Moron et al., 1994 @ 38,00 4500 50,00 55,00

Onda et al., 1996 * 32,00 38,00 45,00 55,00

Vieira Neto et al., 1996 o 30,10 34,28 39,02 44,40

Patta, 1999 * 25,35 34,40 33,85 48,30

Presente trabalho * 30,44 32,69 36,20 42,13

28,30 23,70 21,70 20,90

34,00 32,00 31,00

11,29 9,88 891

12,84 10,34 7,02

28,05 25,73 22,07

069 086 1,08 1,35 1,69

1,33 1,62
3,28 4,08
2,30 2,63

2,15 2,60

* dados obtidos por radioimunoensaio
@ dados obtidos por enzimoimunoensaio
n dados obtidos por fluoroimunoensaio

17 18 28 20 21

22 23 24 25

26

27
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6. CONCLUSOES

As conclusdes obtidas no presente trabalho s3o resumidas a seguir.

. A idade materna, ao contrario do peso materno, nio mostrou variagdo significante
entre os varios grupos de mulheres selecionadas quanto a idade gestacional.

. Os valores de AFP mostraram elevag@o nos niveis séricos maternos a medida que
a idade gestacional progrediu da 15* semana a 19 semana.

. Os valores de hCG mostraram decréscimo nos niveis séricos maternos a medida
que a idade gestacional progrediu da 15" semana a 19 semana.

. Os valores de uE3 mostraram elevag@o nos niveis séricos maternos a medida que a

idade gestacional progrediu da 15" semana a 19 semana.

. Os valores de mediana do peso materno, bem como os valores de mediana dos

marcadores bioquimicos AFP, hCG e uE3 foram correspondentes aqueles
encontrados por outros autores na literatura internacional como na nacional.

. As varidveis analisadas ndo sdo influenciadas pelas caracteristicas étnicas das

populagdes.
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7. RESUMO

O rastreamento pré-natal de doengas congénitas pela dosagem de alfa-fetoproteina no
soro materno tornou-se uma rotina na obstetricia modema. Originalmente, esse
procedimento mostrou ser de grande valor na identificagdo de gestantes com risco de
portarem fetos com defeito de fechamento do tubo neural e, posteriormente, revelou-se
um indicador também de sindrome de Down. Mais recentemente, a avaliagdo de outras

substancias, particularmente a gonadotrofina coridénica humana e o estriol livre, também

foi incorporada no rastreamento dessas doencas.‘p(') presente trabalho foi realizado com a

proposta de determinar a distribuigio normal de alfa-fetoproteina, gonadotrofina coriénica
humana e estriol livre no soro materno de gestantes entre as 15* e 19” semanas. Com esse
objetivo, foram colhidas 450 amostras de soro materno em pacientes normais atendidas no
Centro de Avaliagio Materno Fetal na cidade de S3o José do Rio Preto, SPJ.L A idade
gestacional foi calculada com base na data da ultima menstrua¢do e no exame ultra-
sonografico obstétrico. A histoéria clinica foi cuidadosamente investigada e foram
excluidas gestagdes multiplas, doengas cromossémicas no produto da concepg¢do e
diabetes mellitus materno. A técnica usada na mensuragdo desses marcadores
bioquimicos foi a de radioimunoensaio. A distribui¢do de mediana para todas as variaveis
foi correlacionada com idade gestacional, peso materno e idade materna. A comparagio
dos dados do presente trabalho com outros trabalhos brasileiros e de outros paises mostrou
correlagdo positiva entre eles e ndo confirmou as evidéncias da influéncia de diferengas
étnicas na determinagdo das varidveis estudadas. A avaliagdo dos dados de algumas
pacientes excluidas por gestacdes de fetos com malformagdes sugeriu que a curva é

sensivel a alteragdes das variaveis estudadas.
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Palavras chaves: alfa fetoproteina, gonadotrofina coriénica humana, estriol livre,

rastreamento pelo soro materno, diagnostico prenatal.
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8. ABSTRACT

The prenatal screening for congenital diseases using maternal serum alpha-fetoprotein
levels has become a routine component of modern obstetric management. Originally, such
screening showed to be of great value in identifying pregnancies at increased risk for fetal
open neural tube defects and also for Down syndrome. More recently, the valuation of
chorionic gonadotropin and unconjugated estriol was also incorporated to screening programs.
The aim of the present study was to established the distribution of alpha-fetoprotein, chorionic
gonadotropin and unconjugated estriol in the matemal serum of Brazilian pregnant women at
weeks 15 to 19. In order to achieve this purpose, 450 samples of maternal serum of normal
women recruited in the Centro de Avaliagdo Materno Fetal in S3o José do Rio Preto, SP, were

drawn. The gestational age was calculated according to the last menstrual period and

ultrasound data. The clinical history was carefully obtained and patients presenting diabetes

mellitus, multiple pregnancies and fetus with malformations were excluded. The techniques
used to measure these maternal serum biochemical markers were based on
radioimmunoassay. The distribution of median was correlated with gestational age, maternal
weight and maternal age. Comparison of the present data with other data from Brazilian and
foreign populations showed a positive correlation but did not confirm the influence of ethnic
differences on the serum marker levels. The analysis of data from four patients presenting
fetus with malformations suggested that the curve presently obtained is sensitive to variations
in such serum markers.

Key words: alpha-fetoprotein, human chorionic gonadotropin, unconjugated estriol,

maternal serum screening, prenatal diagnosis.
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Tabela 1 - Valores da concentragdo de AFP, hCG, uE3, idade materna e peso materno obtidos
das 78 pacientes com idade gestacional entre 15,0 e 15,9 semanas. (DUM = datagdo baseada

na tltima menstruagdo; US = data¢do baseada na ultra-sonografia)

Dosagem Dosagem Dosagem
AFP hCG uE3 Idade Idade Peso
Pacientes (ng/ml) (Ul/ml) (ng/ml) Gestacional Materna Materno
11 21,89 36,00 1,10 15,7 DUM 29 62
15 19,70 78,00 1,80 15,4 DUM 35 46
16 20,99 15,80 2,00 15,7 DUM 31 76
17 23,99 29,90 1,30 15,3 DUM 29 62
20 36,00 47,60 1,70 15,1 DUM 27 53
24 25,00 152,00 0,60 15,4 DUM 27 53
25 34,90 46,00 1,10 15,7 DUM 36 56
26 109,99 21,00 8,60 15,1 DUM 33 57
31 65,95 45,70 2,20 15,7 DUM 28 51
34 7,50 26,80 0,90 15,3 US 29 60
40 17,99 26,50 0,70 15,7 DUM 29 54
42 22,19 43,10 070  150US 29 56
47 14,00 35,70 0,60 15,7 DUM 39 83
48 31,99 52,20 0,90 15,9 DUM 37 68
50 59,00 72,00 0,60 15,7 DUM 26 52
51 55,42 43,20 0,10 15,4 DUM 30 69
56 27,00 49,40 0,40 15,9 DUM 26 65
68 33,00 15,50 0,40 15,1 DUM 30 57
69 30,99 22,40 1,50 15,9 DUM 29 64
70 39,99 45,00 0,90 15,0 US 32 56
71 16,54 48,00 0,10 15,7 DUM 32 64
74 33,99 48,80 0,50 15,7 US 25 52
79 39,99 67,70 0,60 15,1 DUM 37 62
95 30,40 46,00 1,00 15,3 DUM 33 57
27,00 37,40 0,40 15,9 US 24 63
15,90 49,10 1,50 15,1 DUM 30 54
39,80 116,00 1,00 15,7 DUM 26 66
23,50 16,20 0,60 15,0 US 34 76
30,49 33,90 0,60 15,6 DUM 35 47
33,30 43,00 0,50 15,1 DUM 29 57
33,99 82,00 0,30 15,7 US 37 59
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32,80
22,60
76,50
48,70
36,00
87,00
81,00
69,00
22,00
17,90
20,70
62,00
68,90
103,00
49,40
33,10
106,00
36,70
44,40
96,00
98,00
44,30
70,00
34,10
85,00
38,20
55,51
29,25
21,40
70,99
14,91
32,12
40,80
36,80
25,30
38,28
47,06

15,9 DUM
15,7 DUM
15,4 DUM
15,6 US
15,1 DUM
15,1 DUM
15,6 DUM
15,9 DUM
15,9 DUM
15,7 DUM
15,6 DUM
15,4 DUM
15,3 DUM
15,3 DUM
15,9 US
15,9 DUM
15,1 DUM

_ 15,1 DUM

15,1 DUM
15,4 DUM
15,4 DUM
15,7 DUM
15,7 DUM
15,6 DUM
15,1 DUM
15,6 DUM
15,9 DUM
15,7 DUM
15,1 DUM
15,3 DUM
15,6 DUM
15,7 DUM
15,7 DUM
15,4 DUM
15,1 DUM
15,4 US
15,0 DUM
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15,1 DUM
15,0 US
15,7 DUM
15,7 US
15,4 DUM
15,0 US
15,0 DUM
15,6 US
15,6 DUM
15,4 DUM

5

6
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Tabela 2 - Valores da concentracdo de AFP, hCG, uE3, idade materna e peso materno obtidos

das 132 pacientes com idade gestacional entre 16,0 e 16,9 semanas. (DUM = datagdo baseada

na ultima menstruagdo; US = datagdo baseada na ultra-sonografia)

Dosagem Dosagem Dosagem
AFP hCG ukE3 Idade Idade Peso
Pacientes (ng/ml) (Ul/ml) (ng/ml) Gestacional Materna Materno
5 19,99 32,14 1,40 16,1 DUM 34 53
14 30,98 12,00 2,00 16,6 DUM 29 57
19 33,00 23,50 1,90 16,0 DUM 35 58
29 39,49 47,90 0,90 16,4 DUM 28 53
35 25,00 17,45 0,80 16,7 US 32 66
41 22,99 33,60 0,80 16,3 DUM 30 52
44 36,59 37,60 1,00 16,7 DUM 28 88
45 22,40 48,90 0,80 16,0 US 19 47
46 25,49 27,20 1,00 16,1 DUM 29 53
57 37,99 34,40 0,70 16,6 US 34 62
58 39,00 19,30 0,90 16,1 DUM 25 67
61 42,00 84,00 1,10 16,7 DUM 38 61
62 34,99 28,60 1,00 16,4 DUM 35 70
80 30,00 107,00 0,60 16,3 DUM 31 56
81 14,00 26,70 0,90 16,0 DUM 25 72
85 39,89 43,80 2,50 16,9 DUM 26 60
86 36,99 107,00 1,40 16,0 DUM 28 55
87 45,98 31,30 0,80 16,1 US 31 58
88 37,99 47,80 1,50 16,7 US 31 51
90 42,40 42,50 1,07 16,1 DUM 30 58
91 34,99 30,50 1,50 16,4 DUM 33 67
94 18,39 33,30 1,10 16,1 US 30 67
96 20,90 9,76 1,00 16,1 DUM 26 65
16,00 18,70 1,40 16,0 DUM 30 59
49,30 18,70 2,00 16,7 DUM 26 51
24,49 23,70 1,70 16,1 DUM 38 56
28,99 10,40 0,70 16,7 DUM 31 76
58,00 46,70 2,00 16,4 DUM 27 64
23,50 67,80 1,40 16,6 DUM 26 60
38,49 58,00 2,50 16,0 DUM 31 59
39,00 5,50 1,60 16,4 DUM 27 71
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16,6 DUM
16,9 DUM
16,4 DUM
16,1 DUM
16,1 DUM
16,7 DUM
16,0 DUM
16,4 US
16,3 DUM
16,1 DUM
16,1 DUM
16,3 DUM
16,7 DUM
16,4 DUM
16,7 DUM
16,1 DUM
16,0 DUM
16,6 DUM
16,6 DUM
16,0 DUM
16,7 DUM
16,3 DUM
16,0 DUM
16,9 DUM
16,3 DUM
16,6 DUM
16,4 DUM
16,3 DUM
16,6 US
16,9 DUM
16,1 DUM
16,3 DUM
16,3 US
16,9 DUM
16,9 DUM
16,3 DUM
16,7 DUM
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16,4 DUM
16,6 DUM
16,4 DUM
16,7 DUM
16,0 US
16,7 DUM
16,9 DUM
16,4 DUM
16,1 DUM
16,6 DUM
16,9 DUM
16,4 DUM
16,7 DUM
16,6 DUM
16,7 DUM
16,7 DUM
16,6 DUM
16,7 DUM
16,1 DUM
16,4 DUM
16,6 DUM
16,6 DUM
16,4 DUM
16,1 DUM
16,0 DUM
16,4 US
16,7 DUM
16,7 DUM
16,3 DUM
16,6 DUM
16,6 DUM
16,9 DUM
16,4 US
16,1 DUM
16,0 DUM
16,0 US
16,6 DUM
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16,7 DUM
16,4 US
16,4 DUM
16,3 DUM
16,9 DUM
16,1 DUM
16,0 DUM
16,3 DUM
16,9 DUM
16,9 DUM
16,0 DUM
16,3 DUM
16,0 DUM
16,7 US
16,4 DUM
16,3 DUM
16,4 DUM
16,6 DUM
16,6 DUM
16,3 DUM
16,1 DUM
16,9 US
16,1 DUM
16,0 DUM
16,4 DUM
16,9 DUM
16,4 DUM
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Tabela 3 - Valores da concentragdo de AFP, hCG, uE3, idade materna e peso materno obtidos

das 100 pacientes com idade gestacional entre 17,0 e 17,9 semanas. (DUM = datagdo baseada

na ultima menstruagdo; US = datagdo baseada na ultra-sonografia)

Dosagem Dosagem Dosagem
AFP hCG uE3 Idade Idade Peso
Pacientes (ng/ml) (Ul/ml) (ng/ml) Gestacional Materna Materno

33,70 25,90 2,80 17,0 DUM 38 79
44,00 29,40 3,20 17,9 DUM 21 50
57,79 34,90 5,00 17,6 DUM 25 69
33,99 45,60 5,50 17,3 DUM 32 81
53,99 71,00 4,00 17,0 US 34 58
39,00 7,40 3,00 17,9 DUM 31 70
19,00 13,80 5,70 17,0 DUM 24 65
39,99 18,90 2,20 17,7 DUM 30 60
42,99 20,40 0,70 17,7 DUM 33 66
30,98 39,30 1,70 17,3 DUM 38 48
42,00 15,20 1,00 17,6 DUM 32 59
39,69 30,80 0,70 " 17,3 DUM 21 56
37,99 22,20 2,20 17,3 DUM 22 60
30,79 10,60 2,00 17,0 DUM 34 68
40,99 45,70 1,50 17,6 DUM 30 56
23,50 29,90 1,50 17,6 DUM 26 51
53,00 30,30 1,20 17,1 DUM 22 57
23,50 19,80 1,00 17,3 DUM 27 76
30,99 15,70 3,10 17,7 DUM 28 51
30,49 12,30 0,30 17,7 US 36

50,00 271,00 4,00 17,1 DUM 28 64
37,99 34,80 3,50 17,9 DUM 38 58
25,80 12,20 1,50 17,4 DUM 24 85
20,99 23,40 0,40 17,0 DUM 37 59
20,50 15,90 2,00 17,7 DUM 32 69
15,79 38,60 2,70 17,4 DUM 27 61
38,70 48,30 2,90 17,0 DUM 30 50
56,99 42,60 1,60 17,0 DUM 27 53
16,49 35,90 0,80 17,4 DUM 23 69
56,00 29,10 3,00 17,9 DUM 33 74
51,99 55,00 1,90 17,6 DUM 35 59
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17,6 DUM
17,1 DUM
17,9 DUM
17,6 DUM
17,0 US
17,1 DUM
17,4 DUM
17,3 DUM
17,4 DUM
17,6 DUM
17,4 DUM
17,6 DUM
17,6 DUM
17,7 DUM
17,4 DUM
17,3 DUM
17,9 DUM
. 17,4 DUM
17,4 DUM
17,7 DUM
17,0 DUM
17,9 DUM
17,4 US
17,4 DUM
17,3 DUM
17,0 DUM
17,6 DUM
17,1 US
17,7 DUM
17,9 DUM
17,9 DUM
17,4 DUM
17,7 DUM
17,1 DUM
17,1 DUM
17,0 DUM
17,4 DUM
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17,4 DUM
17,4 DUM
17,4 DUM
17,3 DUM
17,3 DUM
17,9 DUM
17,4 DUM
17,6 DUM
17,3 DUM
17,1 DUM
17,3 DUM
17,6 DUM
17,4 DUM
17,6 DUM
17,9 DUM
17,7 US
17,3 DUM
17,4 DUM
17,1 DUM
17,7 DUM
17,1 DUM
17,6 DUM
17,4 DUM
17,1 DUM
17,9 DUM
17,1 DUM
17,0 DUM
17,1 US
17,7 DUM
17,4 DUM
17,7 DUM
17,3 DUM
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Tabela 4 - Valores da concentragido de AFP, hCG, uE3, idade materna e peso materno obtidos

das 80 pacientes com idade gestacional entre 18,0 e 18,9 semanas. (DUM = datagdo baseada

na ultima menstruagdo; US = datagdo baseada na ultra-sonografia)

Dosagem Dosagem Dosagem
AFP hCG uE3 Idade Idade Peso
Pacientes (ng/ml) (Ul/ml) (ng/ml) Gestacional Materna Materno
6 54,99 36,10 5,60 18,3 DUM 34 64
9 67,99 28,00 3,00 18,1 DUM 35 61
12 32,20 40,70 7,00 18,0 DUM 21 53
23 75,99 32,00 2,70 18,9 US 26 63
36 48,99 5,69 2,20 18,7 DUM 29 71
55 36,00 33,30 1,10 18,7 DUM 21 51
66 33,63 18,60 2,30 18,3 DUM 31 60
72 37,99 72,20 1,70 18,6 DUM 26 75
99 28,00 30,90 1,00 18,7 DUM 26 65
39,00 30,40 0,90 18,0 DUM 31 62
25,00 28,10 1,30 18,4 DUM 28 55
35,45 39,20 1,10 18,0 DUM 31 51
36,00 18,70 0,90 18,1 DUM 26 56
50,00 27,40 6,00 18,9 DUM 30 52
30,00 44,00 3,40 18,1 DUM 35 54
26,39 10,80 2,70 18,1 DUM 31 62
26,50 15,90 1,60 18,3 DUM 29 55
47,00 17,60 3,70 18,1 DUM 33 55
51,21 37,70 3,40 18,1 DUM 15 57
58,49 26,40 0,10 18,7 DUM 23 59
29,90 38,80 1,60 18,1 DUM 28 60
42,99 27,40 1,20 18,1 DUM 25 52
60,90 21,60 2,10 18,1 DUM 31 63
2470 77,00 2,30 18,4 DUM 29 65
36,40 27,00 3,00 18,0 DUM 18 58
27,39 21,70 1,10 18,9 DUM 17 60
24,79 18,10 1,40 18,4 DUM 27 55
23,39 19,70 1,00 18,1 US 26 80
54,45 29,90 3,60 18,9 DUM 21 68
32,10 23,60 2,10 18,1 DUM 28 64
19,51 24,90 1,50 18,9 US 31 55




Apéndice

74

30,79
21,90
50,40
20,39
28,00
41,09
27,39
37,99
35,89
37,90
48,40
77,29
69,89
50,80
54,39
69,60
42,99
49,69
76,19
34,99
54,79
47,09
29,39
43,79
52,20
87,10
101,00
31,00
37,20
36,00
61,00
81,99
35,39
81,09
77,90
39,80
48,59

18,0 US
18,0 DUM
18,3 DUM
18,0 DUM
18,1 DUM
18,1 DUM
18,9 DUM
18,1 DUM
18,7 DUM
18,9 DUM

18,0 US
18,4 DUM
18,6 DUM
18,1 DUM
18,7 DUM
18,3 DUM
18,7 DUM
18,4 DUM
18,7 DUM
18,6 DUM
18,0 DUM
18,1 DUM
18,7 DUM
18,4 DUM
18,9 DUM
18,9 DUM
18,1 DUM
18,1 DUM
18,3 DUM
18,1 DUM
18,9 DUM
18,9 DUM
18,1 DUM
18,3 DUM
18,4 DUM
18,7 DUM
18,9 DUM
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18,3 DUM
18,3 DUM
18,1 DUM
18,3 DUM
18,3 DUM
18,0 DUM
18,4 DUM
18,4 DUM
18,1 DUM
18,4 DUM
18,6 DUM
18,7 DUM
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Tabela 5 - Valores da concentragdo de AFP, hCG, uE3, idade materna e peso materno obtidos

das 60 pacientes com idade gestacional entre 19,0 e 19,9 semanas. (DUM = datagdo baseada

na ultima menstruacdo; US = datagdo baseada na ultra-sonografia)

Dosagem Dosagem  Dosagem
AFP hCG uE3 Idade ldade Peso
Pacientes (ng/ml) (Ul/ml) (ng/ml) Gestacional Materna Materno
21 33,49 41,80 1,80 19,1 DUM 21 72
30 80,49 42,50 3,30 19,7 DUM 30 60
38 45,86 16,50 2,80 19,6 DUM 21 48
63 39,99 14,40 1,00 19,3 DUM 26 62
67 42,00 16,60 2,20 19,6 US 30 68
75 44,00 9,77 3,70 19,0 DUM 27 60
82 42,00 30,00 1,80 19,0 DUM 30 61
83 39,99 16,00 2,90 19,6 US 28 65
84 39,49 21,40 1,60 19,9 US 23 51
28,99 10,10 1,60 19,6 DUM 26 71
39,00 26,30 1,90 19,3 DUM 28 65
53,00 44,50 3,00  19,3DUM 29 58
28,80 27,80 4,00 19,0 DUM 32 76
71,50 26,10 3,70 19,7 DUM 19 48
46,79 27,10 2,60 19,0 US 43 63
39,80 9,80 1,70 19,1 DUM 28 63
41,30 34,80 1,40 19,1 DUM 28 60
48,99 42,00 4,20 19,3 DUM 41 62
40,20 33,90 2,10 19,1 DUM 31 68
31,59 27,30 2,00 19,7 DUM 29 56
56,80 36,70 1,60 19,9 DUM 28 61
29,79 24,00 1,00 19,4 US 28 56
59,50 66,00 1,90 19,7 DUM 33 56
60,00 28,80 4,00 19,9 DUM 33 59
70,99 22,10 3,70 19,9 DUM 26 50
64,00 30,50 2,00 19,4 DUM 25 59
41,79 14,00 1,30 19,3 DUM 28 56
25,10 21,10 3,30 19,0 DUM 30 71
31,69 14,60 3,50 19,0 DUM 21 68
65,51 48,70 4,10 19,4 DUM 20 69
61,40 7,10 4,00 19,9 DUM 32 67




Apéndice

77

19,4 DUM
19,4 DUM
19,7 DUM
19,1 DUM
19,6 DUM
19,0 DUM
19,7 DUM
19,7 DUM
19,4 DUM
19,0 DUM
19,7 DUM
19,1 DUM
19,0 DUM
19,1 DUM
19,9 DUM
19,6 DUM
19,0 DUM
19,7 DUM
19,3 DUM
19,9 DUM
19,1 DUM
19,6 DUM
19,0 US
19,3 DUM
19,3 DUM
19,4 DUM
19,7 DUM
19,3 DUM
19,3 DUM
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Tabela 6 - Valores da concentragdo de AFP, hCG e uE3 obtidos de pacientes excluidas do

estudo por apresentarem idade gestacional inadequada.

Idade
Pacientes Gestacional hCG

(semanas) (Ul/ml)

16,1 21,00
23,7 23,50
14,1 34,90
2.7 46,40
21,4 11,80
20,7 37,30
20,0 7,29

21,4 28,40
20,1 34,90
20,0 ' 16,10
20,3 29,10
20,3 34,00
20,4 17,90
22,9 24,90
20,1 13,27
24,0 34,20
21,1 46,40
22,0 25,60
22,0 14,80
20,6 14,90
21,0 7,50

20,9 30,30
20,1 28,60
20,1 14,00
20,7 19,80
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Apéndice

QUESTIONARIO

MEDICINA FETAL

CAMF GENETICA HUMANA
ULTRA-SONOGRAFIA
MAMOGRAFIA

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5028 — Sao Pedro
Sao José do Rio Preto - SP - CEP 15090-000
Tel/Fax: (17) 229-3400

DADOS PESSOAIS E FiSICOS DA PACIENTE

NUMERO DA COLETA

MATERIAL COLHIDO (SANGUE OU LiQ. AMN)
NOME DA PACIENTE

RG DA PACIENTE

NOME DO MEDICO OU CLINICA

TELEFONE PARA CONTATO

HISTORIA FAMILIAR DE DEFEITOS DE TUBO NEURAL
(AUSENTE / PRESENTE)

DATA DA ULTIMA MENSTRUAGAO.............. ) — ——
PERFAZENDO NO DIA DA COLETA (SEMANAS / DIAS) ........... | g~

DATA DA REALIZAGAO DO 1° ULTRA-SOM.............. ' . [
PERFAZENDO NO DIA DO EXAME DE US (SEMANAS/DIAS) ........  S—  SRT—

MELHOR PARAMETRO PARA DATAR A GRAVIDEZ
(S OU BELhM. ) unciincnsmnsinassmsss oo s s s s s aas s sasos

DATA DA COLETA DO MATERIAL.............. TR Fossssamusans

DATA DO RECEBIMENTO DO MATERIAL.............. [
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