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Testes pré-natais nao invasivos
para rastreio de aneuploidias:
revisao baseada na evidéncia
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RESUMO

Objetivos: Comparar a performance, limitagoes e custo-efetividade do teste pré-natal ndo invasivo baseado na medicdo de
acido desoxirribonucleico (ADN) livre fetal com os testes tradicionais em gravidas.

Fontes de dados: Bases de dados Guidelines Finder, TRIP database, CMA Infobase, The Cochrane Library, DARE, Bandolier e Pub-
Med.

Métodos de revisdo: Pesquisa de meta-analises (MA), revisées sisteméticas (RS), ensaios clinicos controlados e randomizados
(ECR) e guidelines publicados nas linguas inglesa, portuguesa e espanhola, entre janeiro de 2013 e julho de 2018. Termos utili-
zados: non-invasive prenatal test e cell-free fetal DNA. Foi utilizada a escala Canadian TASK Force na avaliagdo dos estudos, atri-
buicdo dos niveis de qualidade da evidéncia e classificagdo de recomendagdo. Foram excluidos artigos repetidos ou que ndo
cumpriam os objetivos. O outcome selecionado foi a performance, limitagdes e custo-efetividade do teste.

Resultados: Obtiveram-se 517 artigos, cumprindo 12 os critérios de inclusao: seis guidelines, duas RS e quatro RS com MA. O
teste pré-natal ndo invasivo baseado na pesquisa de ADN livre fetal apresenta melhor performance para as trissomias 21, 18 e
13 que os testes tradicionais. A validade clinica do teste é superior para a trissomia 21. Nao é um teste diagnéstico, devendo
ser confirmado por teste invasivo, se os resultados forem positivos ou inconclusivos e feito encaminhamento para aconselha-
mento genético.

Conclusaes: O teste pré-natal ndo invasivo baseado na pesquisa de ADN livre fetal para as trissomias 21, 18 e 13 pode ser uma
opgao para gravidas de alto risco em vez da amniocentese. Se o teste for positivo ou inconclusivo deve ser confirmado por tes-
te invasivo (II-2A). Apresenta limitacées, nomeadamente se a idade gestacional for inferior a 10 semanas, obesidade, gravidez
multipla ou neoplasia materna. Nestes casos, as gravidas devem ser estudadas. Atualmente, o custo-efetividade do rastreio se-
quencial contingente é incerto e o rastreio universal ndo é custo-efetivo (III-C).

Palavras-chave: Teste pré-natal ndo invasivo; ADN livre fetal.

INTRODUCAO
té ha poucos anos, o momento do nascimen-
to era uma incégnita, esperando-se ansiosa-
mente pelas palavras “é um menino” ou “é
uma menina” e, de seguida, os pais contavam
se o bebé tinha todos os dedos das maos e dos pés.
Atualmente, gracas aos diversos exames pré-natais dis-
poniveis é possivel saber muitas informacodes antes do
parto, nomeadamente malformacoes causadas por al-
teragdes cromossOmicas.'?
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Prevé-se que a prevaléncia de malformacdes fetais
seja de cerca de 2%.* As aneuploidias sdo alteracdes
cromossOémicas onde existe um cromossoma a mais ou
a menos. Estima-se que sejam a causa de 6-11% dos
abortos e mortes neonatais e responsaveis por até
0,65% dos recém-nascidos terem algum problema mé-
dico significativo.’ A aneuploidia mais frequente é a tris-
somia 21 (sindroma de Down), com uma prevaléncia de
1/670 e a sua incidéncia aumenta com a idade mater-
na, sendo de 1/1500 em mulheres com 25 anos e de
1/100 aos 45 anos.®

Em Portugal, segundo os dados da European Sur-
veillance of Congenital Anomalies (EUROCAT), a inci-
déncia de cromossomopatias varia entre 5-35 casos por
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10.000 nascimentos/ano. A aneuploidia mais frequen-
te em Portugal é a sindroma de Down, com uma pre-
valéncia média de 9,19 por cada 10.000 nascimentos
nas ultimas duas décadas. Apesar de a prevaléncia de
cromossomopatias se manter relativamente constante,
onumero de criangas nascidas com este problema tem
vindo a diminuir, muito a custa das interrupcoes da
gravidez que duplicaram entre 2012 e 2015, provavel-
mente devido a maior acessibilidade aos diagndsticos
pré-natais de aneuploidias.”

Inicialmente surgiram os testes invasivos como a
amniocentese, biépsia de vilosidades coriénicas e cor-
docentese, mas que apresentam risco de aborto de 0,1
a1,3%.8 Nos anos 90 surge o rastreio combinado do pri-
meiro trimestre, que é realizado entre a 112 e a 132 se-
manas mais seis dias de gestagdo e que associa a idade
materna a determinagdo sanguinea materna de duas
substéncias fetoplacentdrias: fragdo beta da hormona
gonadotrofina coriénica humana (3-HCG) e proteina-
A plasmatica associada a gravidez (PAPP-A) com os
marcadores ecograficos, nomeadamente a translucén-
cia da nuca e visualizacdo (ou ndo) dos ossos proprios
do nariz.!*#* Este rastreio pode levar a uma taxa de de-
tecdo de trissomia 21 de até 95%, com uma taxa de fal-
sos positivos de 5%. A taxa de detecdo de trissomias 18
e 13 poderd chegar, respetivamente, aos 97% e 92%, de
acordo com alguns estudos. Os restantes rastreios nao
invasivos tradicionais tém taxas de falsos positivos de
aproximadamente 5% e taxas de detecdo que variam
entre 50% e 95% dependendo da estratégia utiliza-
da.l,&l()-ll

Outro dos métodos frequentemente utilizados em
Portugal para o rastreio de aneuploidias é o rastreio
bioquimico do segundo trimestre, que deve ser reali-
zado entre a 142 semana e a 222 semana mais seis dias
de gestacgdo e que é utilizado quando néo se consegue
realizar o rastreio combinado do primeiro trimestre por
ja ter ultrapassado as 14 semanas de gestacdo. Neste
caso é utilizada a determinacao serolégica materna de
quatro substancias, sendo elas a alfa-fetoproteina
(AFP), B-HCQG, estradiol (uE3) e inibina-A. Este método
tem a vantagem de também poder determinar o risco
de defeitos do tubo neural por usar a AFP!

O rastreio sequencial passo-a-passo, em que pri-
meiro é feito o rastreio combinado do primeiro trimes-
tre e depois se utilizam os seus resultados para também
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calcular o risco do rastreio bioquimico do segundo tri-
mestre, é outro método disponivel.!

Recentemente surgiram novos testes ndo invasivos
baseados na pesquisa e anélise de fragmentos de ADN
livre fetal (que, apesar do nome, nao deriva do feto, mas
da camada de citotrofoblasto das vilosidades coriéni-
cas) no sangue materno que, segundo 0s seus promo-
tores, terdo uma performance muito superior aos tra-
dicionalmente utilizados (maior sensibilidade, especi-
ficidade e possibilidade de serem realizados numa ida-
de gestacional mais precoce).'

No Sistema Nacional de Satide Portugués é disponi-
bilizado a maioria das gravidas o rastreio combinado do
primeiro trimestre.*®As que cumprem os requisitos cli-
nicos pararealizar diagnéstico pré-natal devem ser en-
caminhadas para os cuidados de satide secundaérios.
Estes critérios estdao publicados em Didrio da Repuibli-
ca, no Despacho n.° 5411/97, e sdo: idade materna su-
perior a 35 anos; filho anterior portador de cromosso-
mopatia; progenitor portador de cromossomopatia
equilibrada; alteracdo dos valores dos marcadores se-
rolégicos maternos; risco elevado de recorréncia de
doenca genética ndo cromoss6mica e risco elevado de
efeito teratogénico (infecioso, medicamentoso, outro)."

Com esta revisdo pretendeu-se responder a questao
se serd este teste uma opc¢do enquanto rastreio de pri-
meira linha, pelo que o objetivo deste estudo foi rever
a evidéncia disponivel sobre a performance, limitaces
e custo-efetividade do teste pré-natal ndo invasivo ba-
seado na medicdo de ADN livre fetal em comparacao
com os testes tradicionais.

METODOS

Foi realizada uma pesquisa de meta-analises (MA),
revisoes sistematicas (RS), ensaios clinicos controlados
e randomizados (ECR) e guidelines publicados nas ba-
ses de dados Guidelines Finder, Trip Database, CMA-In-
fobase, The Cochrane Library, DARE, Bandolier e Pub-
Med, entre janeiro de 2013 e julho de 2018, nas linguas
inglesa, portuguesa e espanhola. Foram utilizados os
termos de pesquisa non-invasive prenatal test e cell-
-free fetal DNA.

Foram incluidos na revisdo artigos que cumprissem
os seguintes critérios: a) Populacao: gravidas; b) Inter-
vencao: teste pré-natal ndo invasivo para pesquisa
de trissomias através de andlise de ADN livre fetal,;
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Canadian Task Force on Preventive Health Care

Qualidade da avaliagao da evidéncia

TABELA 1. Chave para a classificacdo de evidéncia e atribuicao de graus de recomendacao utilizando a escala da

Classificagao das recomendagées

I: Evidéncia obtida a partir de pelo menos um ensaio clinico
apropriadamente randomizado.

A: Existe evidéncia de boa qualidade para recomendar a
atividade clinica preventiva.

II-1: Evidéncia obtida a partir de ensaios controlados bem
desenhados sem randomizacgao.

B: Existe evidéncia de moderada qualidade para recomendar a
atividade clinica preventiva.

II-2: Evidéncia obtida a partir de coortes bem desenhados
(prospetivo ou retrospetivo) ou estudos caso-controlo,
preferencialmente provenientes de mais do que um centro ou
grupo de investigacdo.

C: A evidéncia existente é conflituosa e ndo permite realizar
recomendacdes a favor ou contra a atividade clinica
preventiva. No entanto, outros fatores podem influenciar a
tomada de deciséo.

II-3: Evidéncia obtida a partir de comparacées entre tempos ou
espacos com ou sem intervencao. Resultados dramaticos em
estudos ndo-controlados (como os resultados do tratamento
com penicilina em 1940) também podem ser incluidos na
categoria.

D: Existe evidéncia de moderada qualidade para recomendar
contra a atividade clinica preventiva.

Ill: Opini6es de autoridades respeitadas, baseadas na
experiéncia clinica, estudos descritivos ou relatérios de comités
de especialistas.

E: Existe evidéncia de boa qualidade para recomendar contra a
atividade clinica preventiva.

I: A evidéncia é insuficiente (em quantidade ou qualidade) para
fazer uma recomendacéo, no entanto, outros fatores podem
influenciar a tomada de decisao.

¢) Comparacao: testes ndo invasivos tradicionais para
detecdo de trissomias; d) Outcome: performance (sen-
sibilidade, falsos positivos, valor preditivo positivo), li-
mitacgdes e custo-efetividade. Foram excluidos os arti-
gos que ndo cumpriam os objetivos ou os critérios de
inclusdo e os artigos repetidos.

Os autores utilizaram a escala Canadian TASK Force
(Tabela 1) na avaliacao dos estudos e atribuicao dos ni-
veis de qualidade da evidéncia e classificacdo de reco-
mendacio.

RESULTADOS

Da pesquisa obtiveram-se 517 artigos. No fluxogra-
ma da Figura 1 encontra-se descrito o processo de se-
lecdo dos artigos. Foram incluidos os seguintes artigos:
quatro RS com MA, duas RS e seis guidelines.

Das quatro RS com MA incluidas nesta revisdo (Ta-
bela 2), a primeira foi efetuada por Taylor-Phillips e co-
laboradores em 2015. Analisou 11 estudos caso-con-
trolo, 29 coortes e um estudo com tipologia pouco cla-
ra. O outcomeavaliado foi a validade da pesquisa e ana-

lise de ADN livre fetal para rastreio das trissomias 21,
18 e 13. A maioria dos estudos (30) avaliou gravidezes
Unicas e tinha como amostra gravidas com alto risco
para aneuploidias. Apenas seis estudos tiveram uma
amostra da populacdo obstétrica no geral. O risco de
viés foi elevado na maioria dos estudos. Em 29 estudos
mais de 20% da populacao foi testada no segundo ou
terceiro trimestre, quando a fracado de ADN livre fetal é
mais alta, logo, aumentando a validade do teste. A sen-
sibilidade do teste foi maior para a trissomia 21 e me-
nor paraa 18 e 13. Foi mais baixa quando o teste erarea-
lizado no primeiro trimestre, na populacdo em geral e
em gravidezes gemelares, e mais alta quando realizado
em gravidas de alto risco. Apesar das técnicas de andli-
se de ADN livre fetal utilizadas variarem entre estudos,
tal ndo pareceu afetar a validade do teste. A percenta-
gem de testes que falhou variou entre 0% a 12,7%. Exis-
te alguma evidéncia de que a percentagem de falha é
maior quando a idade gestacional é mais baixa ou
na presenca de trissomia. A aplicabilidade dos resulta-
dos foi motivo de preocupagdo, porque os dados das
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populagdes as quais seria
aplicado orastreio sdo pou-
cos. Na populacido em ge-
ral, onde a prevaléncia de
trissomia é mais baixa, o
valor preditivo positivo do
teste seria mais baixo e o
namero de falsos positivos
maior."

A MA de Mackie e cola-
boradores (Tabela 2) in-
cluiu apenas estudos de
coorte para diminuir o ris-
co de viés, sendo poucos
aqueles que avaliavam a
trissomia 13. O outcome
avaliado foi a validade da
pesquisa e anélise de ADN
livre fetal. Nos estudos ava-
liados nesta MA a descricao
das causas e implicacoes
de falsos positivos, falsos
negativos e resultados in-
conclusivos foi escassa. Al-
guns estudos ndo imple-
mentaram controlo de
qualidade nas diferentes
etapas, o que dificulta a in-
terpretacao e comparagao
dos dados. O facto de dife-
rentes tipos de técnicas te-
rem sido utilizadas para a
andlise de ADN livre fetal
nas trissomias 21 e 18 ndo
teve efeito significativo, as-
sim como o risco popula-
cional. Dos estudos que
descreveram resultados in-
conclusivos (14 em 31 na
trissomia 21; 12 em 24 na
trissomia 18; e todos os 16
estudos para a trissomia
13) e falsos resultados, ape-

Pesquisa inicial

Y

517 Artigos

Y

Leitura do titulo

Y

455 Excluidos

62 Artigos incluidos

Y

Leitura do resumo

Tema diferente
Artigos repetidos

Tema diferente
Incumprimento critérios
elegibilidade
Artigos de opinido

29 Excluidos
\i
33 Artigos incluidos
Y
Leitura do artigo integral
19 Excluidos
Y

14 Artigos incluidos

Incumprimento critérios
elegibilidade
Artigos de opinido

Y

2 incluidos nas MA
com RS

12 Artigos incluidos
(4MA com RS, 2RS, 6
guidelines)

Figura 1. Fluxograma da sele¢do dos artigos.
Legenda: MA com RS = Meta-analises com revisdes sisteméticas; RS = Revisdes sisteméticas.

nas alguns referem as possiveis causas, como falha do
teste, pequena fracdo de ADN livre fetal na amostra ou
mosaicismo. Novamente realcam o impacto da baixa

prevaléncia de aneuploidias no valor preditivo positi-
vo e percentagem de falsos positivos do teste. Esta MA
confirma a existéncia de evidéncia suficiente que
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Referéncia

N° de estudos

TABELA 2. Revisoes sistematicas com meta-analises

Resultados

Comentidrios

NE*

Taylor-Phillips,
etal. (2015)™"

41 estudos (29 coortes,
11 caso-controlo, 1 com
tipologia pouco clara)

N° estudos:

T21=41

T18=37

T13=30

1997 — Fevereiro 2015

T21:S99,3% (98,9%-99,6%)
T18:S97,4% (95,8%-98,4%)
T13:S 97,4% (86,1%-99,6%)

Especificidade para as trés:
99,9% (99,9%-100%)

Populacdo geral:
T21:595,9% E 99,9%
T18:S 86,5% E 99,8%

T13:S77,5% E > 99,9%

Populacéo de alto risco:
T21:S97% E 99,7%
T18:5S93% E99,7%
T13:S95% E 99,9%

A avaliacdo de qualidade identificou
elevado risco de viés nos estudos
incluidos e a avaliagdo dos graficos
em funil viés de publicacao.

Analise dividida em gravidas de alto
risco e populagao geral

II-2

Mackie, et al.
(2016)'s

117 coortes

1997 — Abril 2015

T21:S99,4% (98,3%-99,8%)
T18:S97,7% (95,2%-98,9%)
T13:S90,6% (82,3%-95,8%)

T21: E 99,9% (99,9%-100%)
T18: £ 99,9% (99,8%-100%)
T13:E 100% (99,9%-100%)

Incluiram grévidas com diferentes
tipos de risco para aneuploidias.
A populacéo incluia apenas
gravidezes Unicas.

II-2

Iwarsson, et al.
(2016)

32 estudos
(23 coortes
9 caso-controlo)

1998 — Abril 2015

Populacéo geral:
T21:S599,3% (95,5%-99,9%)
E 99,9% (99,8%-99,9%)
T18 eT13:S e E nédo calculado p/
poucos estudos

Populacédo de alto risco:
T21: S 99,8% (98,1%-99,9%)
T18:S97,7% (95,8%-98,7%)
T13:S97,5% (81,8%-99,7%)

E 99,9% (99,8%-99,9%) para as
3 trissomias
Falsos positivos: 2,7%-30%
Falsos negativos: < 0,01

Primeira meta-analise que usou
GRADE para avaliar a qualidade.

Andlise dividida em gravidas de alto
risco e populacdo geral.

II-2

Gil, et al.
(2017)"

35 estudos

Janeiro 2011 -
Dezembro 2017

T21:599,7% (99,1%-99,9%)
T18:S97,9% (94,9%-99,1%)
T13:599,0% (65,8%-100%)

Falsos positivos de 0,04% para as
3 trissomias

Maioria dos estudos s6 incluia
gravidas de alto risco.

Excluidos caso-controlo.

Analise bi-variada.

II-2

Legenda: NE = Nivel de evidéncia; T21 = Trissomia 21; T18 = Trissomia 18; T13 = Trissomia 13; ADN = Acido desoxirribonucleico; S = Sensibilidade;

E = Especificidade.

Nota: Intervalos de confianga calculados a 95%.
*Nivel de evidéncia atribuido pelas autoras.
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suporta a validade e reprodutibilidade da pesquisa e
andlise de ADN livre fetal, permitindo a sua introducao
na pratica clinica como teste de rastreio. No entanto,
ainda nao é claro em que tipo de rastreio deve ser inte-
grado (como primeira linha ou sequencial contingen-
te).”

AMA de Iwarsson e colaboradores (Tabela 2) incluiu
23 estudos coorte e nove caso-controlo. Foi a primeira
MA a usar a escala GRADE para determinar a confian-
¢a nas estimativas combinadas da sensibilidade e es-
pecificidade. Os autores concluiram, com evidéncia de
qualidade moderada, que o teste baseado em ADN li-
vre fetal tem boa performance como teste de rastreio
para a trissomia 21 na populacgao geral. Para as trisso-
mias 13 e 18, os dados sdo muito limitados pelo que
mais estudos sdo necessdrios. Como vantagens deste
teste referem a detecdo de mais gravidezes com aneu-
ploidias e a diminui¢do do ntimero de gréavidas que ne-
cessitam de um exame invasivo. O maior fator limitati-
vo continua a ser o preco que, pelo menos, é o dobro
do rastreio combinado. Os autores referem que apesar
da taxa de falsos positivos ser baixa, as gravidas devem
confirmar o resultado do teste baseado no ADN livre fe-
tal com um teste invasivo, se considerarem colocar fim
a gravidez.'s

Na MA de Gil e colaboradores (Tabela 2), publicada
em 2017, foram excluidos os estudos caso-controlo,
uma vez que estes tendem a sobrestimar a performan-
ce dos testes e porque eram os estudos mais antigos
utilizando tecnologias piores. Os autores utilizaram a
andlise bivariada porque este modelo de andlise tem em
conta nao s6 a heterogeneidade entre estudos na taxa
de detecdo e na taxa de falsos positivos, mas também a
correlacdo negativa entre estas duas estatisticas. Os au-
tores concluiram que, nas gravidezes tinicas, o rastreio
baseado no ADN livre fetal tem performance superior
aos testes tradicionais para as trissomias 21, 18 e 13. No
entanto, aimplementacao deste teste como rotina deve
ser cautelosa, uma vez que os estudos englobados na
MA tém alto grau de viés, podendo sobrestimar a per-
formance do teste. Os autores defendem que o rastreio
sequencial contingente poderd levar a uma elevada taxa
de detecdo e diminuicao dos testes invasivos. Assim, o
resultado do rastreio combinado estratificaria a popu-
lacdo em trés grupos: alto risco, que necessitava de
testes invasivos; risco intermédio, que beneficiaria do
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teste com ADN livre fetal; e baixo risco, que ndo neces-
sitava de nenhuma intervencao subsequente.!”

As duas RS (Tabela 3), que preenchiam critérios de
inclusdo para o presente artigo, sdo ambas de 2017 e
abordam o impacto econémico do teste com ADN livre
fetal em comparacdo com os testes tradicionais. A RS
de Nshimyumukizat e colaboradores englobou 16 es-
tudos comparativos de ADN livre fetal versus testes de
rastreio convencionais (12 relativos ao rastreio univer-
sal e 13 ao rastreio contingente), publicados entre 2012
€2015. Amaioria dos artigos (n=11) considerou, na sua
andlise de custos, apenas os custos diretos do rastreio
e/ou diagnéstico das aneuploidias. Relativamente a
qualidade dos artigos analisados pelos autores, a maio-
ria era de qualidade moderada. Para comparar o cus-
to-efetividade do teste de ADN livre fetal, os autores
construiram dois diagramas com quatro quadrantes,
onde o eixo das abcissas representa o nivel de outcome
e o eixo das ordenadas o custo e compararam o uso do
teste de ADN livre fetal como rastreio universal versus
estratégias de rastreio convencionais e ainda o teste de
ADN livre fetal como rastreio sequencial contingente
versustestes de rastreio convencionais. O teste de ADN
livre fetal (como rastreio universal ou sequencial con-
tingente) era considerado dominante se o estudo o lo-
calizasse no canto inferior direito do diagrama (alto
outcome e baixo custo) e era considerado dominado se
colocado no canto superior esquerdo do diagrama (bai-
x0 outcomee alto custo). Quando colocados nos outros
quadrantes (canto superior direito ou canto inferior es-
querdo), os autores analisaram os racios de custo-efe-
tividade. Na comparacao entre o teste de ADN livre fe-
tal universal versus o teste de rastreio convencional,
quatro dos 12 estudos consideraram que o teste de ADN
livre fetal domina o teste de rastreio convencional. Um
estudo considera que o teste de ADN livre fetal é do-
minado entre utilizadoras dos 20-39 anos. Nove estu-
dos consideraram que ele é efetivo, mas aumenta os
custos e sete estudos consideraram que o teste de ADN
livre fetal como rastreio universal ndo é uma estratégia
custo-efetiva. Um estudo considerou que é uma estra-
tégia custo-efetiva para utilizadoras com 40 ou mais
anos. Em relacdo a comparacao do teste de ADN livre
fetal como rastreio sequencial contingente versuso tes-
te de rastreio convencional, trés estudos consideraram
que o teste de ADN livre fetal como rastreio sequencial
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TABELA 3. Revisoes sistematicas: impacto econémico

Referéncia N° de estudos Intervencao

Resultados

Comentarios

NE*

16 estudos
Janeiro 2009
— Janeiro 2016

Teste ADN fetal vs testes
tradicionais (marcadores
bioquimicos com ou sem
translucéncia da nuca
e/ou idade maternal)

Nshimyumukizat,
etal. (2017)*

12 estudos: R. universal
Teste ADN livre fetal
como teste de 12 linha
ndo é custo-efetivo na
maioria dos estudos.

13 estudos: R. contingente

3: custo-efetivo

9: neutro

2: ndo custo-efetivo
A maioria dos estudos
tem baixa qualidade.

Se for considerada a
possibilidade de baixa de
preco do teste e a
expansdo para incluir
outras cromossomopatias,
futuros estudos sao
necessarios para analisar
o potencial custo-
-efetividade da
implementacdo como
teste de 12 linha.

12 Estudos
(4 Europeus)

Teste AND fetal vs testes
tradicionais

Garcia Pérez,
etal. (2017)"

Janeiro 2009
— Janeiro 2016

9 estudos: R. universal

Mais eficaz, mas mais
caro, com aumento muito
grande do custo.

Custo-efetividade do
rastreio contingente é
incerto enquanto o
rastreio universal ndo é

atualmente custo-efetivo.
9 estudos: R. contingente
Resultados heterogéneos.

Legenda: NE = Nivel de evidéncia; R = Rastreio; ADN = Acido desoxirribonucleico.

*Nivel de evidéncia atribuido pelas autoras.

contingente é dominante, um considerou que era do-
minante entre as idades 20-39 anos, mas para as utili-
zadoras com 40 ou mais anos era a estratégia com me-
nos custo, mas que produzia menos Quality-Adjusted
Life Years e, por isso, ndo é custo-efetiva. Dois estudos
consideraram-na com menos custos e menos efetiva.
Seis estudos consideraram que aumentou o0s custos e
os beneficios, sendo por isso custo-efetiva, desde que
0 aumento do custo por outcome nao supere a vonta-
de de pagar. Os autores concluiram que, quando com-
paramos o custo-efetividade do teste de ADN livre fe-
tal com os testes convencionais, os resultados sdo he-
terogéneos, dependendo da metodologia e contexto do
estudo, e a sua interpretacdo deve ser cautelosa. As va-
ridveis incertas mais comuns foram: prec¢o unitério do
teste de ADN livre fetal; os cut-offs de risco para o ras-
treio na pratica atual; taxas de resposta ao rastreio (de
primeira e segunda linha); e taxas de resposta ao ras-
treio diagndstico invasivo e respetivos custos. Apesar
disso, o teste de rastreio com ADN livre fetal parece nao

ser custo-efetivo para programas de rastreio publicos
universais, exceto se o seu preco descer substancial-
mente e se se considerar a inclusao de outras cromos-
somopatias no teste. Assim, os autores consideraram
que, por agora, uma abordagem sequencial contingente
é mais custo-efetiva.'®

A RS de Garcia-Pérez e colaboradores (Tabela 3) en-
globou 12 estudos, quatro deles europeus, publicados
entre 2012 e 2016, que comparavam as estratégias de
rastreio com testes convencionais versus estratégias de
rastreio com o teste de ADN livre fetal, universal ou se-
quencial contingente, com o objetivo de avaliar o cus-
to-efetividade em termos de ntimeros de casos de aneu-
ploidias detetadas e de nimero de técnicas invasivas
com possibilidade de perda fetal (amniocentese, bi6-
psia de vilosidades coridnicas) evitadas, avaliando os
estudos com a mesma estratégia da RS de Nshimyu-
mukizat, onde a utilizacdo do teste de ADN livre fetal é
considerada dominante ou dominada. Os estudos
obtiveram resultados heterogéneos, especialmente os
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que usavam o teste de ADN livre fetal como rastreio se-
quencial contingente, parecendo que os resultados de-
pendem das seguintes varidveis: cut-offsdo teste de ras-
treio, idade das mulheres, perspetiva do utilizador/sis-
tema de saude e taxa de adesdo ao teste de rastreio se-
quencial contingente. O teste de ADN livre fetal como
rastreio universal parece ser mais efetivo que as abor-
dagens convencionais, mas o custo é superior, sendo
uma estratégia que de momento ndo é custo-efetiva
paraa populagdo em geral. Os autores referem que uma
das vantagens do rastreio com teste de ADN livre fetal
como rastreio sequencial contingente é a diminuicdo
dos testes invasivos e, consequentemente, menores
perdas fetais.'®

No Canada, a guideline da Society of Obstetricians
and Gynaecologists of Canada (Tabela 4) refere que o
teste pré-natal ndo invasivo utilizando ADN livre fetal
pararastreio de trissomia 21, 18 e 13 pode ser uma op-
¢do disponivel para as gradvidas com alto risco para
aneuploidia fetal em vez da amniocentese. O aconse-
lhamento destas mulheres antes da realizacdo do exa-
me deve incluir a discussdo das suas limitagées, no-
meadamente o facto de ndo ser um teste diagnostico,
tendo uma maior taxa de falsos positivos comparativa-
mente a estes (motivo pelo qual nao deve levar a uma
interrupgdo da gravidez sem ser feito antes um teste
confirmatério invasivo) e ser inconclusivo em algumas
situacdes. Se teste positivo, o resultado deve ser confir-
mado com teste diagndstico invasivo. Esta guideline
menciona que apesar de a pesquisa de ADN livre fetal
para rastreio de trissomias ser promissora, enquanto
teste de rastreio, sdo necessarios mais estudos em gra-
vidas de médio risco e uma reducao significativa dos
custos do teste antes de substituir os métodos atuais de
rastreio.’

A Society for Maternal-Fetal Medicine Consult Series
(Tabela 4) conclui que as candidatas 6timas para reali-
zacdo de teste pré-natal ndo invasivo, utilizando ADN
livre fetal para rastreio de trissomia 21, 18 e 13 por ro-
tina, sdo aquelas com fatores de risco para as aneu-
ploidias descritas. Esta sociedade ndo recomenda a uti-
lizacao do teste para a pesquisa de microdelecoes por
ter um valor preditivo positivo baixo e utilidade clinica
pouco clara.?

O American College of Obstetricians and Gynaecolo-
gists (Tabela 4) aconselha que a todas as mulheres seja
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oferecido o rastreio de aneuploidias. A escolha do tes-
te depende de vdrias caracteristicas, como desejo de
informacao antes do parto, histéria obstétrica e fami-
liar, nimero de fetos e disponibilidade de recursos. Re-
fere-se que nenhum teste é superior em todas as ca-
racteristicas, que cada um tem vantagens e desvanta-
gens, dependendo a escolha das caracteristicas e dese-
jos da utente e da disponibilidade dos testes na regido
em questdo. As mulheres que recebem um resultado ne-
gativo de um teste de rastreio ndo devem ser oferecidos
mais testes de rastreio por aumentar a probabilidade de
falsos positivos.#

O American College of Medical Genetics and Geno-
mics (Tabela 4) refere que as gravidas devem ser infor-
madas de que o teste pré-natal nao invasivo utilizando
ADN livre fetal para rastreio de trissomia 21,18 e 13 é o
mais sensivel. Se o resultado for positivo devem ser re-
ferenciadas a um geneticista treinado e ser-lhes ofere-
cido teste diagnostico. Se o resultado for inconclusivo
devem igualmente ser encaminhadas para teste diag-
néstico. Menciona-se que a performance do teste po-
derd ser alterada se aplicado a gravidas com menos de
10 semanas de gestacdo, obesas, na presenca de mo-
saicismo, gravidez multipla, gémeo ndo evolutivo, neo-
plasia materna, dissomia uniparental ou consanguini-
dade. Nestas situacdes deve ser oferecido outro teste,
que ndo a pesquisa de ADN livre fetal. O facto de poder
ser realizado cedo na gestacgao (a partir das 10 semanas)
constitui uma vantagem em comparac¢ao com os testes
tradicionais. Tal como a Society for Maternal-Fetal Me-
dicine Consult Series, ndo recomenda a utilizacdo des-
te teste para pesquisa de outro tipo de aneuploidias.®

A Joint Society of Obstetricians and Gynaecologists of
Canada-Canadian College of Medical Geneticists
(Tabela 4) menciona que, de momento, oferecer a ané-
lise de ADN livre fetal a todas as gravidas como teste de
primeira linha do rastreio nao é financeiramente vidvel
na maioria das regides. Refere-se, no entanto, que
oferecer este teste num modelo de rastreio sequencial
contingente seria mais vidvel, no qual a pesquisa de
ADN livre fetal seria oferecida a mulheres com um ras-
treio convencional positivo ou de alto risco, que dese-
jassem evitar um teste diagnostico invasivo. Neste mo-
delo, o cut-off teria de ser ajustado para se obter uma
taxa de detecao e falsos positivos semelhantes as obti-
das com a pesquisa de ADN livre fetal como rastreio de
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TABELA 4. Guidelines

Referéncia Recomendacao NE e FR*
Society of Obstetricians and O teste pré-natal ndo invasivo utilizando ADN fetal para rastreio de II-2A
Gynaecologists of Canada (2013)? trissomia 21, 18 e 13 pode ser uma opcéo disponivel para as gravidas de

alto risco em vez da amniocentese.
Society for Maternal-Fetal Medicine Candidatas 6timas para teste pré-natal ndo invasivo utilizando ADN fetal: I-2A
Consult Series (2015)% idade superior a 35 anos na altura do parto; alteragoes ecogréficas

sugestivas de T21,T18 ou T13.
American College of Obstetricians A pesquisa de AND livre fetal ndo é um teste diagndstico, pelo que ndo I-A
and Gynaecologists (2016)?' deve ser usado como tal.

Se resultado positivo ou inconclusivo, deve ser-lhes oferecido

aconselhamento genético e teste diagndstico.
American College of Medical As gravidas devem ser informadas de que o teste pré-natal ndo invasivo II-2A
Genetics and Genomics (2016)® utilizando ADN fetal para rastreio de trissomia 21, 18 e 13 é o mais sensivel.
Joint Society of Obstetricians and No presente, oferecer a pesquisa e analise de ADN fetal a todas as gravidas 1-A
Gynaecologists of Canada-Canadian como teste de primeira linha do rastreio ndo é financeiramente viavel na
College of Medical Geneticists (2017)?? | maioria das provincias.

Oferecer este teste num modelo de rastreio sequencial contingente é uma

opcdo mais vidvel.
Royal Australian and New Zealand O rastreio bioquimico combinado do primeiro trimestre e a pesquisa de 11-B
College of Obstetricians and ADN livre fetal sdo ambos testes aceitdveis como rastreio de primeira
Gynaecologists (2018)% linha de cromossomopatias no primeiro trimestre, dependendo a escolha

de um ou de outro dos recursos locais e das caracteristicas demogréficas e

individuais das gravidas.

Legenda: NE = Nivel de evidéncia; FR = Forca de recomendacio; ADN = Acido desoxirribonucleico.

*Forga de recomendagdo atribuida pelas autoras.

primeira linha (especialmente quando se consideram
as taxas deresultados inconclusivos ou falsos negativos
da pesquisa de ADN livre fetal). Esta guideline aponta
também para o facto de que, embora a sensibilidade e
a especificidade do teste serem semelhantes numa po-
pulacgdo de alto risco, o valor preditivo positivo é mais
baixo na populacdo em geral devido a menor preva-
léncia de aneuploidias fetais, o que significa que exis-
tirdo mais falsos positivos. Por exemplo, para um teste
com sensibilidade de 93% para trissomia 21 e especifi-
cidade de 99,8%, dada a prevaléncia de 1/1000 para sin-
droma de Down numa populacdo de mulheres com 25
anos, apenas uma em cada trés mulheres com um re-
sultado anormal terao um feto com anomalia, isto €, um
valor preditivo positivo de 33%, enquanto numa popu-
lacdo de mulheres de 40 anos, em que a prevaléncia é
de 1/75, o valor preditivo positivo serd de 87%.%*

O Royal Australian and New Zealand College of Obs-
tetricians and Gynaecologists (Tabela 4) refere que a
pesquisa de ADN livre fetal ou o rastreio bioquimico
combinado do primeiro trimestre sdo ambos testes
aceitdveis como rastreio de primeira linha de aneu-
ploidias no primeiro trimestre, enquanto no segundo
trimestre quer a pesquisa de ADN livre fetal quer o ras-
treio quadruplo sao igualmente aceitdveis, dependen-
do em ambos os casos a escolha de um ou de outro dos
recursos locais e das caracteristicas demograficas e in-
dividuais das gravidas. As gravidas devem receber acon-
selhamento antes de serem submetidas a pesquisa de
ADN livre fetal, nomeadamente quanto a possibilida-
de deresultados inesperados. A opcao de efetuar a pes-
quisa de ADN livre fetal como teste de segunda linha,
se risco aumentado de aneuploidia ap6s teste de pri-
meira linha, deve ser discutido com todas as mulheres,
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devendo estas receber aconselhamento por um profis-
sional de satide com treino adequado. Antes da toma-
da de decisdes definitivas, como o término da gravi-
dez, deve ser utilizado um teste diagnéstico.?

CONCLUSOES

Perante a evidéncia disponivel, a pesquisa de ADN
livre fetal no sangue materno, apesar de ter uma me-
lhor sensibilidade e menor niimero de falsos positivos
para as trissomias 21, 18 e 13 em comparacao com 0s
testes tradicionais, ndo é custo-efetiva como exame de
primeira linha no rastreio universal, sendo o custo-efe-
tividade do rastreio sequencial contingente ainda in-
certo (III-C qualidade de evidéncia fraca, recomenda-
¢do fraca). Os estudos existentes sdo ainda de fraca-
moderada qualidade para que se possa tomar uma de-
cisdo com uma evidéncia robusta. Para as gravidas de
alto risco podera ser uma opcdo como exame de pri-
meira linha no rastreio de aneuploidias (II-2A qualida-
de de evidéncia moderada, recomendacgao forte).

E ainda importante considerar que o teste tem uma
menor performance, apresentando maior percentagem
de resultados falsos positivos ou resultados inconclu-
sivos se for realizado antes das 10 semanas de gestagao;
em mulheres obesas (20% de falha se o peso for supe-
rior a 114Kg e 50% de falha se o peso for superior a
158Kg); na presenca de mosaicismo (10 a 15% do ADN
livre fetal presente no sangue materno é de origem pla-
centdria); neoplasia materna; gravidez multipla; gémeo
nao evolutivo; dissomia uniparental; ou na presenca
de consanguinidade.?!*152

A proporcao e a qualidade de ADN livre fetal presen-
te na amostra pode condicionar igualmente a perfor-
mancedo teste (uma baixa fracdo fetal na amostra pode
ocorrer em aproximadamente 4% dos casos, associada,
nomeadamente, arisco de aneuploidia, peso elevado ou
idade gestacional inferior a 10 semanas). Por este moti-
vo, todos os laboratérios deveriam incluir nos relatérios
a fracdo fetal e especificar a razao pela qual o resultado
foi inconclusivo, o que nem sempre acontece.?'5222

O facto da idade gestacional, gravidez multipla e a
presenca de gémeo nao evolutivo, por exemplo, pode-
rem interferir com a qualidade do teste faz com que
sejaindispensdvel a realiza¢do de uma ecografia de boa
qualidade prévia ao exame. Note-se também que o
teste de rastreio de aneuploidias realizado atualmente,
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ao contrario da pesquisa e andlise de ADN livre fetal,
pode detetar outras alteracdes para além das aneu-
ploidias, como a pré-eclampsia, a restricdao do cresci-
mento fetal ou defeitos do tubo neural, pelo que deve
continuar a ser oferecida as gravidas a ecografia e, even-
tualmente, a pesquisa de alfa-fetoproteina.?

O facto de nem todos os estudos compararem os tes-
tes pré-natais ndo invasivos com testes de diagnéstico,
de existirem diferentes cut-offs para rastreio positivo
(risco aumentado) definidos por cada laboratério e de
nao haver estudos comparativos entre laboratérios
constituem limita¢oes.??

E importante referir que o valor preditivo positivo
deste teste varia de acordo com a idade e o tipo de po-
pulacdo. A generalizacao dos valores preditivos positi-
vos e negativos encontrados nos estudos avaliados en-
contra-se limitada, porque a prevaléncia da trissomia
na maioria dos estudos nao é representativa da popu-
lacdo em geral, na medida em que muitos estudaram
populacdes de alto risco. O ideal, aquando da obtencao
de umresultado positivo, seria a disponibilizagdo do va-
lor preditivo positivo especifico do utente ou o deriva-
do da populacao em questdo, quando o primeiro nao
puder ser determinado, para uma melhor interpreta-
¢do, 0 que nem sempre acontece.?!41%22

A utilizacdo de diferentes metodologias para andlise
de ADN livre fetal nos vérios estudos constitui uma li-
mitacdo. Independentemente desta limitagdo, a taxa
de detecao de sindroma de Down foi superior a dos tes-
tes tradicionais. A validade clinica do teste ndo é tao boa
para as trissomias 13 e 18; no entanto, a sensibilidade
é superior a dos testes tradicionais, com um menor ni-
mero de falsos positivos, como acontece para a trisso-
mia 21. Estes dados relativos a trissomia 13 e 18 pode-
rdo ser menos fidveis em comparacdo aos obtidos para
a trissomia 21, por evidéncia de menor qualidade de-
vido a escassez de dados, pequeno niimero de casos de
trissomia 13 e 18 nas amostras incluidas nos estudos e
maior grau de viés.*»!16-17.2022

Dado o valor demonstrado da pesquisa e andlise de
fragmentos de ADN livre fetal no sangue materno em
gravidas com risco aumentado para aneuploidias, este
teste poderia ser considerado uma opcédo para as
gravidas comrisco aumentado com base em alteracoes
nos testes de rastreio tradicionais e que quisessem
evitar testes de diagnostico invasivos.?*??



Antes deste método substituir os métodos de ras-
treio universal atuais ou de poder ser considerado como
um método de rastreio sequencial contingente previa-
mente arealizacdo de testes invasivos a gravidas de ris-
co intermédio-alto, seriam necessarios mais estudos
de custo-efetividade bem desenhados e que avalias-
sem a performancede diferentes estratégias de rastreio,
tendo em conta que nos estudos até agora efetuados fo-
ram poucos aqueles cuja populacao era constituida por
gravidas de baixo ou médio risco para aneuploidias. Se
o custo do teste baixar e passar a incluir outras cro-
mossomopatias, novos estudos serdo necessarios para
analisar o potencial custo-efetividade como teste de
primeira linha 1415171922

Em todos os casos, este teste exige aconselhamento
pré-teste acerca dos seus beneficios/limitacdes, o aces-
so a ecografia de boa qualidade prévia ao exame e a ne-
cessidade de referenciacao e acompanhamento espe-
cializado, se o teste for positivo, por um geneticista.!*-2

Fica a questdo de que tipo de abordagem deve ser
oferecida as mulheres quando a pesquisa e andlise de
fragmentos de ADN livre fetal é positiva e o teste de
diagnostico é negativo.
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ABSTRACT

NON-INVASIVE PRENATAL TESTS FOR ANEUPLOIDIES SCREENING: AN EVIDENCE-BASED REVIEW

Objectives: We aim to compare the performance, limitations, and cost-effectiveness of non-invasive prenatal cell-free fetal
DNA test (cff-DNA), with the traditional tests in pregnant women.

Data Sources: Guidelines Finder, TRIP database, CMA-Infobase, The Cochrane Library, DARE, Bandolier, and PubMed.

Review methods: We searched for meta-analysis, systematic reviews, controlled and randomized clinical trials, and clinical gui-
delines published in English, Portuguese, and Spanish languages between January 2013 and July 2018. Searched terms:
“non-invasive prenatal test” and “cell-free fetal DNA". The Canadian TASK Force scale was used to assess the studies’ quality
and to assign the level of evidence and strength of recommendation. The selected outcome was performance, limitations, and
cost-effectiveness of the test.

Results: The search provided 517 articles. Twelve met the inclusion criteria: two were systematic reviews, four were systema-
tic reviews with meta-analysis, and six were clinical guidelines. The cff-DNA test has better performance to detect trisomy 21,
18, and 13 than traditional tests. Its clinical validity is higher for trisomy 21. However, it's not a diagnostic test. Therefore, a po-
sitive or inconclusive result must be confirmed by a diagnostic test and the pregnant women referred for genetic counseling.
Conclusions: The cff-DNA test could be an option to detect trisomy 21, 18, and 13 in the high-risk pregnant women, rather
than amniocentesis. If the test result is positive or inconclusive, it must be confirmed by an invasive test (II-2A). It has some li-
mitations like test performance before 10 weeks of gestational age, maternal obesity, multiple pregnancies, or maternal neo-
plasia. In these situations, pregnant women should be studied. Currently, the cost-effectiveness of the contingent screening is
uncertain, and the universal screening isn't cost-effective (IlI-C).

Keywords: Non-invasive prenatal test; Cell-free fetal DNA.
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