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Resumo

Introdugdo: A Pré-eclampsia é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade
materno-fetal em todo o mundo. Por esse motivo, é necessdria a criacdo e implementacao de
testes economicamente acessiveis e capazes de serem amplamente aplicados que permitam o
diagnéstico precoce da doencga, antes de se manifestem os seus sintomas. O DNA fetal livre no
sangue materno é um biomarcador, com varias aplicagdes na area da Obstetricia, com alta
sensibilidade e especificidade para o rastreio das Trissomias 13, 18 e 21 e aneuploidias dos
cromossomas sexuais, promissor no rastreio da pré-eclampsia.

Objetivos: Estudos anteriores demonstraram um aumento da quantidade de DNA fetal livre
nas gravidas com pré-eclampsia. O objetivo é rever a literatura atual acerca da possibilidade de
este biomarcador se encontrar aumentado antes do desenvolvimento dos sintomas para que
possa ser usado no rastreio da doenca. Seria benéfico se um nivel especifico de DNA fetal livre
definisse o risco de desenvolver pré-eclampsia para que se implementem medidas preventivas
e estratégias especificas que diminuam a mortalidade e morbilidade materno-fetal.
Metodologia: Efetuou-se uma pesquisa da literatura disponivel na base de dados bibliografica
PubMed para identificar estudos relevantes que incluissem os niveis de DNA fetal livre em
mulheres gravidas com pré-eclampsia e em mulheres gravidas antes de desenvolverem os
sintomas clinicos de pré-eclampsia.

Resultados e Conclusdes: Os niveis de DNA fetal livre no sangue materno sdo um marcador
promissor de rastreio de pré-eclampsia, especialmente se se tratar de pré-eclampsia severa ou

de inicio precoce.

Palavras-Chave: ‘preeclampsia and cell-free DNA’, ‘preeclampsia and fetal DNA’, ‘preeclampsia

and non-invasive prenatal diagnosis’.



Abstract

Introduction: Preeclampsia is one of the leading causes of maternal and fetal/neonatal
mortality and morbidity worldwide. Therefore, widely applicable and affordable tests are
needed to make an early diagnosis before the occurrence of the clinical symptoms. Circulating
cell free nucleic acids in maternal plasma are novel biomarkers with different clinical
applications in the Obstetric field, with high sensibility and specificity in screening Trisomy 13,
18 and 21 and in aneuploidies of sex chromosomes with promising abilities in the screening of
preeclampsia.

Objectives: Previous studies have demonstrated an increase in the quantity of cell free fetal
DNA in pregnant women with preeclampsia. The objective is to review the literature on the
possibility of using cell free fetal DNA levels as a predictor of preeclampsia since this levels
could be increased before the clinical onset of the symptoms in order to implement
preventative trials and strategies to decrease maternal and fetal morbidity.

Methods: A comprehensive literature search on the PubMed database was conducted to
identify relevant studies that evaluated cell free fetal DNA levels in pregnant women with PE
and in pregnant women before the clinical onset of PE.

Results and Conclusions: Cell free fetal DNA levels are a promising marker of preeclampsia,

especially of early-onset or severe preeclampsia.

Key Words: ‘preeclampsia AND cell-free DNA’, ‘preeclampsia AND fetal DNA’, ‘preeclampsia

AND non-invasive prenatal diagnosis’.
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Introducao

A pré-eclampsia (PE) é uma complicacdo grave da gravidez que envolve varios sistemas
incluindo os rins, figado, cérebro, pulmdes e sistema circulatério.! Apesar da sua etiologia ndo
estar esclarecida, evidéncias sugerem que a disfuncdo que se estabelece ocorre a nivel dos
fatores angiogénicos.? A lesdo endotelial, serd portanto, o denominador comum dos danos
tecidulares multissistémicos, que impede o normal funcionamento dos vasos.* A nivel
placentar, surge uma invasdo trofoblastica deficiente das artérias espiraladas maternas,
resultando em hipodxia da placenta com consequente necrose tecidular e libertacdo de
citocinas inflamatérias, originando disfuncdo vascular endotelial.>

Esta patologia permanece uma das principais causas de mortalidade e morbilidade severa
materno-fetal, complicando cerca de 8% das gravidezes em todo o mundo.® Por esse motivo,
testes que sejam capazes de diagnosticar esta patologia antes das suas manifestag¢des clinicas
sdo de extrema importancia. Adicionalmente, a identificacdo de grdvidas em risco de
desenvolver PE permitird uma atuacao médica mais eficaz e uma melhor referenciacdo para
centros especializados.”

Na pratica clinica, o diagndstico de PE baseia-se em critérios clinicos como o valor de pressao
arterial e proteindria, embora ambas as medidas sejam pouco previsiveis quanto aos
desfechos e complicacdes adversas da doenca.® Por esse motivo, ao longo do tempo tém sido
conduzidas varias investigacdes com o intuito de desenvolver novas técnicas de rastreio e
diagnéstico de PE,*!! tendo sido varios os biomarcadores estudados na tentativa de rastreio
desta patologia. Estudos recentes mostram que o racio entre o fator de crescimento placentar
(FIt-1) e o recetor 1 do fator de crescimento endotelial vascular (PIGF) é uma ferramenta util, 2
sendo o primeiro teste de rastreio automatizado disponivel e aprovado para avaliagdo rdpida e
facil num contexto clinico.'®> Este racio permite excluir com algum grau de confianca o
desenvolvimento de PE num intervalo de 4 semanas, em gravidas que apresentem score baixo
deste racio, o que podera melhorar as decisoes clinicas de hospitalizacdo versus monitorizacao
ambulatorial, diminuindo hospitalizacdes desnecessarias.’®* Contudo, o diagndstico pode ser
excluido durante 4 semanas mas ndo durante toda a gravidez, e, portanto, medi¢Ges seriadas
devem ser consideradas.'?> No caso de apresentar score muito alto a gravida necessitara de
vigilancia apertada o resto da gravidez.'* Quando o score apresenta valores intermédio devera
ser repetido o teste em 1-2 semanas.? Porém, ndo existem ainda estudos sobre o outcome da
gravidez apods a utilizacdo deste racio na pratica clinica.'? A sua sensibilidade e especificidade

como teste de rastreio é maior para PE precoce do que para PE tardia®3.



Em 1997, Lo et al detetaram a presenca de fragGes de DNA fetal livre (cffDNA) na circulagdo
maternal. O seu descobrimento revolucionario tornou o diagndstico pré-natal ndo invasivo
possivel, tornando o cffDNA um biomarcador promissor com diferentes aplicabilidades clinicas
na area da Obstetricia. Até esta data, o material genético fetal era apenas obtido por
amniocentese ou por bidpsia das vilosidades coridnicas. As suas atuais aplicacdes na pratica
clinica sdo vastas e incluem a determinagdo do sexo e gendtipo RHD fetais, a detecdo de
aneuploidias e patologias monogénicas.'*

O cff-DNA tem origem nas vilosidades coridnicas que, estando em constante turn-over celular,
provocam a extrusdo de diverso material apoptético, onde este se inclui, para a circulagdo
materna. Por esse motivo, a sua libertacdo esta fortemente relacionada com a morfogénese
placentar.1°

Segundo varios estudos, existe uma associagcdo positiva entre a quantidade de cffDNA no
sangue materno e a ocorréncia de PE. Verificando-se um aumento deste biomarcador em
gravidas com a patologia quando comparadas com gravidas saudaveis.”"1%1%1516 O gumento é
particularmente marcado em mulheres que apresentem PE severa.'® Estes achados parecem
ser atribuidos a isquemia placentar que provoca apoptose acelerada das células trofoblasticas,
tendo como consequéncia um aumento da libertacdo de cffDNA.%®

Os estudos mostram que no grupo das gravidas que desenvolvem a patologia, os niveis de
cffDNA ja se encontravam elevados antes da manifestacdo dos sintomas clinicos.'” Este
aumento podera refletir o inicio da insuficiéncia placentar numa idade gestacional precoce
antes da manifestacdo dos sintomas.?

Contudo, existe ainda forte controvérsia em relagdo a possibilidade do cffDNA poder ser usado
como biomarcador preditivo de PE, bem como, do seu uso na pratica clinica como possivel

método de rastreio diagndstico pré-natal.l®



Métodos

Para a realizacdo deste artigo foi efetuada uma pesquisa de artigos na base de dados
bibliografica PubMed, utilizando os termos ‘preeclampsia and cell-free DNA’, ‘preeclampsia
and fetal DNA’ e ‘preeclampsia and non-invasive prenatal diagnosis’.

A pesquisa bibliografica foi realizada entre os meses de Setembro de 2018 e Marco de 2019.
Foram selecionados os artigos que comparam niveis de cffDNA no sangue materno em
mulheres com PE ou em mulheres que iriam desenvolver PE em contraste com gravidas
controlo normotensas. Foram também selecionados artigos que comparam os niveis de
cffDNA nos casos de PE severa/precoce com os casos de PE leve/tardia.

Apenas foram analisadas publicacGes em inglés ou portugués.

Foi efetuada uma pesquisa manual recorrendo as referéncias bibliograficas dos artigos

incluidos, sempre que necessario ou pertinente.



Patofisiologia da Pré-eclampsia

A patogénese da PE ndo estd ainda totalmente esclarecida, contudo, na ultima década, tém
existido progressos nesse sentido.> Duas categorias principais sdo apontadas como possiveis
causas da doenca: causas imunoldgicas e causas placentares.'®

Durante o parto, com a libertagdo da placenta, ocorre uma resolu¢ao dos sintomas clinicos da
PE, sugerindo um papel central desta na patogénese da doenca. Durante uma gravidez normal,
a placenta sofre uma série de alteracdes da vascularizacdo que permitem a circulacao entre o
feto e a mae. Esta vascularizagdo implica vasculogénese, angiogénese e remodeling das
artérias espiraladas uterinas. O desequilibrio entre fatores proé-angiogénicos e anti-
angiogénicos na PE é apontado como o possivel desencadeador da anormal vascularizagao
placentar que ocorre na doencga.'®

A fisiopatologia da PE inicia-se com a formac¢do anormal dos vasos sanguineos nas artérias
espiraladas uterinas maternas. Durante uma gravidez normal, ocorrem adaptagdes major no
utero, incluindo o remodeling das artérias espiraladas uterinas, com o objetivo de diminuir a
resisténcia dos vasos sanguineos maternos e aumentar a perfusdao uteroplacentar. Este
remodeling é conseguido através da invasao placentar do trofoblasto, bem como da alteragdo
do seu fendtipo para um fendtipo vascular e da obliteragdo da camada muscular das paredes
dos vasos (Figura 1).!0 processo é controlado através de inimeras moléculas, como
substancias vasoativas, fatores de crescimento, moléculas de adesdo, protéases, entre outras,
secretadas pela vasculatura da placenta.?® Interferéncias nestas alteracbes podem provocar
stress oxidativo e originar um estado de relativa isquemia uteroplacentar, contribuindo para o
desenvolvimento de PE. Nesta patologia o remodeling incompleto das artérias espiraladas
contribui para a isquemia placentar que se desenvolve e subsequente libertacdo de fatores
antiangiogénicos pela placenta isquémica que contribuem para o dano endotelial sistémico
que se estabelece.®

Apesar da PE ser originada na placenta, o tecido principalmente afetado é o endotélio
materno.?® As alteracdes na sintese e na libertacdo de células endoteliais iniciam a cascata de
disfuncdo endotelial sistémica observada na doenca, assim como o desequilibrio entre
prostaglandinas vasodilatadoras e vasoconstritoras.!® Por esse motivo, ha um desequilibrio
entre fatores angiogénicos e anti-angiogénicos, verificando-se um aumento destes uUltimos.?
As proéprias manifestagdes clinicas da doenga evidenciam uma disfungdo endotelial

generalizada, com algum grau de vasoconstri¢do e isquemia de 6rgdo.%8



Taylor et al apontam a disfun¢do endotelial como o ponto fulcral da doenga, afirmando que a
ativacao e disfuncdo endotelial refletem-se na inapropriada vasoconstricdo e na sua propensao
para uma estado hipercoagulavel e para a difusdo de trombos microvasculares, observados em
placentas pré-eclampticas.

Na PE existe acentuada inflamacdo sistémica, com aumento do numero de radicais livres de
oxigénio, stress oxidativo, bem como, aumento do nimero e da ativagcdo de leucdcitos.?® Esta
resposta inflamatdria exagerada também se caracteriza pela producdo e libertacdo de Redes
Extracelulares de Neutrdfilos (NETs).?* Gupta et al afirmam que estas NETs, ndo so sdo
respostas do sistema imune a agressGes do meio, como bactérias, mas também a
microparticulas do sinciciotrofoblasto, que sdo libertadas em grandes quantidades na PE. Estas
microparticulas podem induzir a sua formacdo a partir de neutrdfilos isolados.?*
Adicionalmente, ha evidéncia de presenca de grande nimero de NETs diretamente no espaco
interviloso, das placentas pré-eclampticas, podera dificultar o fluxo sanguineo através da
interface materno-fetal, ja critica, podendo conduzir a um estado de hipdxia.?*

Resumindo, a PE é uma doenca materna sistémica, com ativacdo moderada a severa do
sistema inflamatdrio, com diferentes repercussdes clinicas.?*> A Figura 2 pretende resumir as

varias hipoteses fisiopatoldgicas da doenca.?

Origem do DNA fetal livre

O mecanismo exato da origem do cffDNA no sangue materno ndo é ainda totalmente
esclarecido. A passagem transplacentar de células hematopoiéticas fetais intactas é
improvavel que provoque um aumento significativo dos niveis de cffDNA no sangue materno.
A evidéncia cientifica aponta, em vez disso, para uma causa placentar como fonte mais
plausivel,?> estando intimamente ligada a sua morfogénese. Tal é demonstrado pelo facto de,
apos o parto, ocorrer uma rapida clearance do cffDNA no sangue materno, em contraste com
as restantes células fetais que sobrevivem na circulacgdo materna varias semanas.’
Adicionalmente, as alteracbes no cffDNA aquando de casos de mosaicismo placentar
confirmam a origem deste como sendo placentar e ndo da unidade fetal em si mesma.?®

A placenta humana é um 6rgdo dinamico, onde ocorre constante turnover celular, que
acontece maioritariamente nas vilosidades trofobldsticas e conduz a extrusdao de material
apoptdtico (onde o cffDNA se inclui) para a circulagdo materna.?’” Estudos mais recentes
sugerem que a maior fonte de cffDNA sdo as células de origem trofoblastica que sdo libertadas

pelo sinciciotrofoblasto na forma de exossomas sinciciais.!! Estas células sofrem apoptose e os



acidos nucleicos e restos celulares resultantes sdo aglomerados no seu interior e libertadas na
circulagdo materna (Figura 3).3 Além dos mecanismos apoptoéticos, também necrose e quebras
acidentais celulares podem levar a libertagdo de cffDNA.! Numa gravidez normal de termo,
grandes quantidades de material placentar sdo libertados na circulagdo materna (a quantidade
aumenta com o avancar da idade gestacional como resultado do remodeling fisiolégico),?® sem
gue este processo provoque uma resposta inflamatdria notoéria.?®

Contudo, a maior parte do DNA livre total (cfDNA) trata-se de DNA materno e ndo de DNA fetal
(cffDNA). Pensa-se que este tenha origem em leucdcitos ativados, que estdo presentes em
grande numero na PE, refletindo o estado generalizado de inflamag¢do materna. Os niveis de
cfDNA no soro materno podem concomitantemente resultar de processoas de coagulacdo
sanguinea em que uma grande proporc¢do de células sanguineas maternas lizam, libertando

maior quantidade de contetdo de DNA gendmico.3°

Relacao entre DNA fetal livre e Pré-eclampsia

Aumento do DNA fetal livre na Pré-eclampsia

Varios estudos avaliaram os niveis de cffDNA em gravidezes complicadas por PE com o objetivo
de obter conclusGes em relagao ao envolvimento deste biomarcador no desenvolvimento da
doenca. Apds a descoberta de cffDNA por Lo et al em 1997, 2 anos depois, 0 mesmo grupo de
investigadores comparou 20 gravidas pré-eclampticas com 20 gravidas controlo normotensas e
demonstrou que os niveis de cffDNA no sangue materno estavam aumentados 5 vezes em
relagdo ao grupo controlo (381 vs 76 genoma-equivalentes/mL, P <0.001).3!

Estes resultados foram posteriormente confirmados por muitos outros estudos incluindo os de
Leung et al*? e Zhong et al? que obtiveram o mesmo aumento de cffDNA em gravidas com pré-
eclampsia em relagdo ao grupo controlo. Recentemente, em 2018, Rafaeli et al declararam que
mulheres com PE tinham uma concentracdo sérica materna mais alta (802 ng/ml, 400-2272
ng/ml) do que mulheres com uma gravidez normal (499 ng/ml, 0-1892 ng/ml, p =0,004).%’
Tanto o cfDNA total como o cffDNA, isolados ou combinados e em diferentes semanas
gestacionais, sdo descritos em iniUmeros estudos, que chegam a conclusdes semelhantes.
Mulheres pré-eclampticas demonstram niveis mais altos, entre 1,5 a 4 vezes mais, em ambos

os parametros, sobre o grupo controlo. 3438



Mais relevante ainda é mostrado que os niveis de cffDNA parecem ja estar aumentados antes
do aparecimento dos sintomas clinicos da doenga nas grdvidas que posteriormente
desenvolvem PE.?7:3841

Um estudo conduzido por Levine et al com 120 gravidas com PE e 120 gravidas controlo
normotensas, analisou os seus niveis de cffDNA em trés periodos gestacionais diferentes (das
8-16 semanas, das 17-28 semanas e das 29-41 semanas) e demonstrou que em todos os
periodos a média da concentracdo de cffDNA nos casos de PE foi mais do dobro da média nos
controlos, diferencas estas estatisticamente singificativas.*® Verificou também que existem
duas fases de elevacdo de cffDNA nas mulheres que desenvolvem PE, sendo elas entre as 17 e
28 semanas e 3 semanas antes do desenvolvimento dos sintomas.*°

Cotter et al demonstraram que um aumento do cffDNA na circulagdo materna esta presente
numa fase precoce da gravidez de mulheres que irdo desenvolver a doenga posteriormente e
que parece haver uma resposta gradual entre a quantidade de cffDNA e o risco de desenvolver
PE.** Demonstrou, portanto, que o risco e a severidade da doenga estdo dependente dos niveis
de cffDNA. Os seus resultados revelaram também que a presenca de cffDNA no sangue
materno esta associado a um risco 8 vezes aumentado de desenvolvimento de PE.#
Independentemente destes varios estudos avaliaram a capacidade preditiva dos niveis de DNA
total e fetal como marcadores do desenvolvimento de PE, ndo encontraram um valor de cut-
off preciso sobre a associacdo de cffDNA com o diagndstico de PE, gravidade da doenca e a
idade gestacional em que os niveis alterados deste biomarcador possam ser identificados.
Salvianti et al revelaram que tanto o cfDNA total como o fetal tiveram um bom desempenho
diagnodstico na distingdo entre mulheres com PE estabelecida com mulheres saudaveis do
grupo controle. Ao comparar as gravidas em risco de desenvolver PE, que efetivamente
desenvolveram com gravidas em risco mas que ndo desenvolveram, a capacidade preditiva foi
satisfatoria entre as 17 e 30 semanas. Isso permitiu estabelecer, dentro desse periodo, um
valor cut-off de 735 GE/ml para o cfDNA total (sensibilidade de 87,5% e especificidade de
70,0%), e um valor de cut-off de 7,49 GE/ml para o cffDNA (100% de sensibilidade e 50% de
especificidade).®

Uma possivel explicacdo para o aumento de cffDNA na PE inclui o aumento da libertacdo de
cffDNA para a circulagdo materna e/ou a reducdo do clearance deste do plasma da gravida. O
figado e os rins tém um papel fundamental no clearance de cffDNA e como estes 6rgaos
parecem estar patologicamente alterados na PE é provavel que a sua capacidade de remover
este biomarcador da circulagdo materna esteja diminuida. No entanto, este mecanismo sera
menos importante antes do desenvolvimento dos sintomas clinicos da doenca, pois nesta fase,

parecem n3o apresentar ainda anormalidades da fung¢do hepatica ou renal.1!



As taxas de turnover celular e de apoptose do sinciciotrofoblasto estdo significativamente
aumentadas na PE,*! sendo o aumento de microparticulas sinciciotrofoblasticas especificas
desta doenca.*? A consequéncia deste processo é um aumento estdvel e constante do fluxo de
material placentar para a circulagdo materna. Por esta razdo, considera-se o cffDNA um
marcador de isquemia placentar, o que explica a correlacdo direta entre as alteracbes
degenerativas da placenta e os niveis deste biomarcador.* Estas altera¢des parecem ocorrer ja
no 12 trimestre da gravidez (12 fase de elevacdo).”® Quando a invasdo do trofoblasto apenas
oblitera parcialmente a porgao apical das artérias uteroplacentares, permite que se
desenvolva um fluxo patogénico intermitente do sangue materno para o espaco interviloso,
causando isquemia de reperfusdo e stress oxidativo nos tecidos placentares.*® Por outro lado,
a elevagdo tardia de cffDNA (22 fase de elevagao) indica o comeco da disfung¢ao endotelial, que
precede o inicio dos sintomas de PE, implicando que o DNA materno é libertado do endotélio
danificado e que satura os recetores de macréfagos teciduais que metabolizam o DNA
circulante. Por sua vez, isto diminui a taxa de eliminagdo e eleva a quantidade de DNA livre,
incluindo cffDNA. De facto, o tempo de semivida do cffDNA apds o parto foi 4 vezes maior em
gravidas com PE.4°

Ndo obstante, é estudada a hipdtese de o cffDNA existir em maiores quantidades em gravidas
com PE, ndo como consequéncia da patofisiologia desta mas sendo este mesmo um
participante ativo no desenvolvimento etioldgico da doenga. Sharfe-Nugent et al analisaram o
potencial pré-inflamatério do DNA fetal humano e chegaram a conclusdo que este causa a
ativacdo do fator de transcrigdo NF-kB, levando a producdo da citocina pré-inflamatéria 1L-6.%
Adicionalmente, usando um modelo com ratos, estes investigadores concluiram que o DNA
fetal é capaz de ativar TLR9 (uma classe de recetores que reconhece patogénios, capaz de
iniciar uma resposta imunoldgica),** provocando uma reacdo inflamatdria que poderd levar a
uma perda fetal ou um pobre outcome na gravidez.*> Este aumento de cffDNA provoca,
portanto, uma resposta inflamatédria sistémica em que a mulher responde exageradamente

aos residuos placentares.®

DNA fetal livre na Pré-eclampsia Precoce/Severa vs. DNA fetal livre na Pré-
eclampsia Tardia/Ligeira

7

Sifakis et al afirmam que a média dos niveis de cffDNA na circulacdo materna é maior nas
gravidas que desenvolvem PE de inicio precoce em comparagdo com as gravidas controlo (95.5
genoma/equivalentes nos casos PE precoce vs 51.5 genoma/equivalentes nos controlos). No

caso das gravidas que desenvolveram PE de inicio tardio, os niveis de cffDNA foram



semelhantes com os niveis das gravidas controlo (50.8 genoma/equivalentes nos casos PE
tardia vs 51.5 genoma/equivalentes nos controlos). CffDNA parece ja estar aumentado entre
as 11-13 semanas de gestagdo nas gravidas que posteriormente desenvolvem a doenga
severa/precoce.?®

Recentemente, em 2016, AbdelHalim et al demonstrou um aumento da quantidade de cffDNA
no sangue materno no grupo de gravidas que desenvolveram PE precoce/severa em relag¢do ao
grupo que desenvolveu PE tardia/ligeira e em ambos os niveis foram consideravelmente
maiores que no grupo controlo de gravias normotensas (concentragdo de cffDNA em
genoma/equivalentes de 518,94 nos casos PE severa vs. 201,55 no casos PE ligeira vs. 92,8 nos
controlos).’®* No grupo que desenvolveu PE severa a quantidade de cffDNA era
aproximadamente 6 vezes maior que no grupo controlo e aproximadamente 2 vezes maior que
o grupo que desenvolveu PE ligeira, conferindo uma diferenca significativa entre os dois tipos
de PE.1® Os valores de cffDNA estavam, portanto, relacionados com a severidade da doenca.
Nabiel et al, em 2019, chegaram a conclusGes semelhantes. Grdvidas com PE severa
mostraram niveis significativamente maiores de cffDNA do que as que apresentavam PE ligeira
(564.62 *+ 136.71 GE/ml vs 243.90 * 78.21 GE/ml, respetivamente). Por outro lado, também as
mulheres com PE de inicio precoce obtiveram niveis superiores quando comparadas com as de
inicio tardio (622.22 + 116.82 GE/ml vs 284.08 + 121.72 GE/ml, respetivamente).3® O presente
estudo mostrou que a sensibilidade, especificidade e valore preditivo positivo e negativo do
cffDNA foram 97,5%, 93,8%, 94,0%, 97,4% e 95,6% respectivamente.3®

Estes resultados parecem confirmar que os niveis de cffDNA poderdo realmente estar
associados ao grau de ma perfusdo placentar e a severidade da propria doenca.r

Admite-se que a PE precoce (<34 semanas) e a PE tardia (>34 semanas) tenham diferentes
etiologias e mecanismos fisiopatoldgicos, dai a sua diferente expressdo clinica.**®

Na PE precoce existe uma evidéncia clara de isquemia placentar, com invasdo
incompleta/anormal das artérias espiraladas maternas no inicio da gravidez e aumento da
apoptose dos sinciotrofoblastos.*> 4 Esta estd normalmente associada a restricdo do
crescimento intrauterino .2

Por outro lado, na PE de inicio tardio, ha pouca evidéncia que aponte para uma redugao do
remodeling das artérias espiraladas, bem como da perfusdo placentar, podendo o fluxo
sanguineo estar até aumentado.® Esta é considerada uma sindrome materna de disfungdo
endotelial sistémica em que ocorre uma placentacdo normal.*> Pensa-se que podera estar
relacionada com uma predisposicdo genética materna para doenca cardiovascular, ou outras
doencas como diabetes ou hipertensdao que se poderdo manifestar como PE num estado de

gravidez.?*



DNA fetal livre sem relagao com a Pré-eclampsia

Um pequeno numero de estudos contradiz os resultados obtidos pelos anteriores. Em 2007,
Crowley et al demonstraram que ndo havia diferengas estatisticamente significativas entre os
niveis de cffDNA nas gravidas com PE e nas gravidas controlo e que estes ndo se
correlacionavam com a atividade da doenca (quantificacdo de cff-DNA em GE/mL: 30,5 em
casos de PE vs. 27,5 em controlos).*’

Da mesma forma, também Silver et al, em 2016, chegaram a conclusdo que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas entre os niveis de cffDNA no primeiro trimestre em mulheres
gue subsequentemente desenvolvem PE em relagdo as gravidas controlo normotensas. Os
niveis de cfDNA total no primeiro trimestre parecem estar aumentados em Afro-americanas e
Hispanicas em comparag¢do com gravidas Caucasianas, por outro lado, parecem estar

diminuidos com o aumento do IMC e em fumadoras.*®
Diferencgas de resultados entre os estudos podem dever-se a idade gestacional no momento da

avaliacdo, ao tipo de populacdo estudada ou aos métodos utilizados para a detecdo dos niveis

de cffDNA.
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Conclusao

Segundo a literatura disponivel os niveis de cffDNA estdo aumentados nas gravidas com PE
gquando comparados com os niveis em gravidas normotensas. Estes parecem estar
aumentados antes do aparecimento dos sintomas clinicos da doenga, principalmente nos
casos de PE severa/precoce. Desta forma, medir os niveis cffDNA podera ajudar a rastrear
gravidas que possam desenvolver PE precoce/severa, antes da expressado fenotipica da doenga,
permitindo assim, a implementacdao de medidas preventivas nas gravidas de risco.

DNA fetal livre é considerado um marcador promissor de PE ha mais de 10 anos*, estando a
sua positividade relacionada com a severidade da doenca,®® no entanto, muita investigacdo
tem sido feita sobre a possibilidade de este poder ser usado como biomarcador no rastreio da
doenca, sendo os dados ainda n3o totalmente conclusivos.®® De facto, surpreendentemente
ainda n3o se definiu ou calculou um cut-off especifico que permitisse o rastreio de PE.*
Posteriormente seria necessario integra-lo num modelo de multivaridveis, como ja realizado
anteriormente para outros biomarcadores,*! como o Racio sFlt-1/PIGF.

As dificuldades técnicas e o elevado custo econdmico sao consideradas o maior impedimento a
aplicabilidade deste marcador na prética clinica,®® n3o permitindo a sua ampla
reprodutibilidade.’> Um bom teste de rastreio deve ter alta sensibilidade, ser acessivel,
facilmente aceite pelo doente e custo-efetivo. E necessario portanto, melhorar as suas
caracteristicas para que possa ser aplicado.

Contudo, dado o poder estatistico alcancado pelos estudos anteriormente apresentados é
esperado que o cffDNA possa potencialmente vir a ser usado como marcador preditivo para PE
precoce mas nao para PE tardia.

Um possivel beneficio na identificacdo precoce de gravidezes de alto risco de desenvolver a
doenga seria a implementacao de vigilancia mais apertada e a possibilidade de uso de aspirina,
em baixa dose, profilatica.>! Todavia, dado a idade gestacional da gravida na altura do rastreio,
o possivel impacto na prevencdo da PE é questionavel.1©

O futuro das possiveis aplicabilidades de cffDNA é muito vasto, sendo por isso necessdrio
continuar a investigar este biomarcador para que possamos continuar a avangar no mundo do

diagndstico pré-natal.
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Anexos

Normal placentation Abnormal placentation

phage
»: Decidual
. NKcell
{
Acytiotrophoblast

Placental side

Anchoring villus

Figura 1 - Alteracdes placentares e Pré-ecldmpsia. PlacentacGo Normal (A) e Placentagdo
Anormal (B) entre as 15-16 semanas de gravidez. Durante a placentagdo normal, os
citotrofoblastos (azuis) atravessam a placenta e invadem a decidua materna e as artérias
espiraladas adjacentes. Estes penetram a parede vascular arterial e substituem parte do
endotélio materno (amarelo), estimulando o remodeling da parede arterial de tal forma que o
musculo liso desaparece e as artérias dilatam. Na decidua existem também células NK
(vermelho) e macrofagos (roxo). Durante a gravidez normal, estas células imunes facilitam a
invas@o profunda do citotrofoblasto no miométrio e promovem o remodeling das artérias
espiraladas (A). Na pré-eclampsia, esta invasdo é restringida conduzindo a alteracdo do

remodeling arterial.

(utilizagdo de figura autorizado pelo autor)
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Fatores Citotrofoblasto Viloso

Placentares
Intrinsecos Diferenciagdo
adeguada inadequada
Aumento da Sinciciotrofoblasto Viloso
Massa/Superficie
Fatares Placentar: Diferenciaggo
ﬁ- . .
Extrinsecos -Diabetes adequada inadequada
-Gravidezes Multiplas
-Hipéxia ]
(Anemia, Alta Altitude) Apoptose Aponecrose/Necrose
Fatores Resposta Materna —t Fragmentos
Maternos Inadequada ——— Nos Sinciciaks Trofoblésticos ndo
l Apoptéticos
Excesso de Fragmentos Absorgdo de Particulas |
Apoptdticos Apoptéticas Sinciciais no Efeitos Sistémicos de
Pulmio Material Necrético

Necrose Secundaria de
Particulas Apoptéticas

Pré-eclampsia Gravidez Normal Pré-eclampsia

Figura 2 - Mecanismos de Pré-eclampsia. O diagrama representa os eventos que ocorrem
numa gravidez normal e os eventos que podem levar ao desenvolvimento de PE. O percurso
normal (verde) comeca com a diferenciacdo do citotrofoblasto e termina com a absor¢do de
particulas apoptdticas sinciciais no pulmdo. Na PE com origem em fatores placentares
intrinsecos, uma diferenciagdo ndo adequada do citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto conduzem
a libertagdo de fragmentos ndo-apoptoticos (vermelho) levando aos sintomas sistémicos de
material necrdtico proprios da doenga. Por vezes, devido a fatores maternos ou extrinsecos, o
sistema de remog¢do de nds sinciciais poderd estar saturado levando a uma acumulag¢éo de
fragmentos apoptdticos, a grdvida pode ndo responder adequadamente a presenca deste
material placentdrio na sua corrente sanguinea (amarelo) o que poderd originar o mesmo

outcome de PE.?
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Libertagdo de
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Figura 3 - Libertagdo de DNA fetal. Mecanismos de liberta¢Go de fragmentos trofobldsticos
para a circulagGo maternal. O citotrofoblasto prolifera e diferencia-se durante o
desenvolvimento fetal. Posteriormente, este funde-se com o sinciciotrofoblasto e por fim,
envelhece, sendo aglomerado em material apoptético e libertado na circulagdo materna, na
forma de exossomas. Por vezes, ocorre aponecrose quando a cascata apoptdtica falha e

material necrético é libertado na circulagéo materna?.
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Tabela de Resultados

Tabela 1 - Relacdo de DNA fetal e Pré-ecldmpsia

Estudos Ano de Desenho Tamanho da Idade Relagdo do Limitagdes Relacdo
Publicagido  do estudo amostra Gestacional  ¢ffDNA com PE estatistica
(semanas)
Leung et 2001 Caso- 18 pré-eclampsia 11-22 Concentragdo DNA Amostra pequena. Sim
al.32 controlo 33 controlos semanas fetal em GE/ml: 41,9 | Apenas estudadas
em casos vs. 22,0 gravidas com feto
em controlos. masculino (s6
identificado DNA fetal
pelo cromossoma Y).
Zhong et 2002 Caso- 10 pré-eclampsia 20 Niveis DNA fetal Amostra pequena. Sim
al.33 controlo 40 controlos semanas livre, em cépias/ml: Apenas estudadas
442,9 em €asos vs. gravidas com feto
128,5 em controlos. masculino (s6
identificado DNA fetal
pelo cromossoma Y).
Levine et 2004 Caso- 120 pré-eclampsia 8-20, 26-29, Concentragdo de cff- | Apenas estudadas
al.40 controlo 120 controlos 36, e com 0 DNA (GE/ml): gravidas com feto
apareciment masculino (s6
ode HT ou Entre 29-41 identificado DNA fetal
proteinuria semanas: pelo cromossoma Y).
219 em casos com Sim
PEvs. 112 em
controlos.
Antes do
desenvolvimento de
PE, entre 17-28 Sim
semanas:
36 em casos vs. 16
em controlos.
3 semanas antes do
desenvolvimento de
PE (entre 29-41
semanas): Sim
176 em casos vs. 75
em controlos.
Antes do
desenvolvimento de
PE ha 2 fases de
elevagdo de cff-DNA
(entre as 17-28
semanas e 3
semanas antes do
desenvolvimento
dos sintomas)
Cotter et 2004 Caso- 88 pré-eclampsia Média 15,7 | Quantificagdo DNA As amostras de plasma
al.A controlo 176 controlos Semanas (+ fetal pelo gene B- utilizado eram Nio
3,6 semanas) | actina: 280 congeladas.
copias/ml em casos Apenas estudadas
com PE vs. 28 gravidas com feto
copias/mlem masculino (s6
controlos. identificado DNA fetal
pelo cromossoma Y).
Quantificagdo DNA
fetal por gene SRY Sim
(copias/ml) quando
dividida em quartis:
cada quartil esta
associado aum
aumento de 3x 0
risco de desenvolver
adoenga, (OR3.1,
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Crowley et
al.¥

Illanes et
al.28

Sifakis et
al.ts

Poon et al.?3

Jakobsen et
al.3é

2007

2009

2009

2013

2013

Caso-
controlo

Caso-
controlo

Caso-
controlo

Caso-
controlo

Cohort
retrospetivo

16 pré-eclampsia 10-20

72 controlos semanas
(média de

13,5)

9 pré-eclampsia 11-14

com parto a semanas

ocorrer <35

semanas e

15 pré-eclampsia

com parto a

ocorrer 235

semanas.

24 controlos.

44 desenvolveram 11-13

pré-eclampsia: semanas

11 precoce

(parto a ocorrer

<34 semanas) e

33 tardia (parto a

ocorrer 234

semanas).

176 controlos.

46 pré-eclampsia 11-13

1805 controlos semanas

23 PE ligeira 11-39

15 PE severa semanas

982 controlos

95%Cl 2.1-4.5).

Quantificagdo DNA
fetal pelo gene B-
actina: 2025 GE/ml
em casos com PE vs.
1835 GE/ml em
controlos.

Quantificagdo DNA
fetal pelo gene SRY:
30,5 GE/ml em casos
com PE vs. 27,5
GE/ml em controlos.

Quantidade de cff-
DNA em gravidas
cujo parto ocorreu
>35 semanas: 2,23
GE/ml em casos vs.
1,61 GE/mlem
controlos.

Quantidade de cff-
DNA em gravidas
cujo parto ocorreu
<35 semanas: 4,34
GE/ml em casos com
<35 semanas vs.
1,61 GE/mlem
controlos.

Média da
quantidade de cff-
DNA (GE/ml):

51.5 nos controlos
vs 95.5 em casos PE
precoce vs 50.8 em
casos PE tardia

Quantidade de cff-
DNA (GE/ml): 12,87
em casos de PE vs.
13,29 em controlos.

Odds Ratio de
desenvolver PE
ligeira de 3.6 se os
niveis de cff-DNA
forem < que
percentil 5% em
comparagdo com
niveis de cff-DNA
>5%.

Odds Ratio de
desenvolver PE
severa de 8.1 se cff-
DNA acima do
percentil > 90% em
comparagdo com
cff-DNA abaixo do
percentil 90%.

Amostras foram
ultracentrifugadas e
conservadas a uma
temperatuda de -202C.
Apenas estudadas
gravidas com feto
masculino.

Usada uma Unica copia
de gene SRY como
marcador fetal em vez
de uma sequéncia de
multicépias do
cromossoma Y como
DYS14 (mais preciso).
Média de idade
gestacional inferior a
maioria dos estudos.
Amostra pequena.
Amostras de plasma
colhidas apenas uma
vez no tempo.
Amostra pequena.
Apenas estudadas
gravidas com feto
masculino (s6
identificado DNA fetal
pelo cromossoma Y).

Apenas estudadas
gravidas com feto
masculino (sé
identificado DNA fetal
pelo cromossoma Y).

As amostras de plasma
utilizado eram
congeladas.

Amostras analisadas
entre 2 a 7 dias apos a
colheita.

Amostra pequena.
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Yu et al.?*

Stein et al.?®

Kim et al.??

Papantoniou
etal.?

2013 Caso- 20 pré-eclampsia 29 trimestre,
controlo (<34 semanas) média 17-18
20 controlos semanas
2013 Cohort 44 pré-eclampsia Média 25
567 controlos semanas
2013 Cohort 1°trimestre: 7-41
retrospetivo 4 pré-eclampsia semanas
36 controlos
2°trimestre:
5 pré-eclampsia
78 controlos
3%trimestre:
20 pré-eclampsia
115 controlos
2013 Caso- 24 pré-eclampsia 11-13
controlo 48 controlos semanas

Logaritmo de
cffDNA: 3,18 em
casos PE vs. 1,79 em
controlos.

Limite cut-off de
nivel de cff-DNA
(logaritmo) de 2,62
paraoquala
sensibilidade é 90%
e a especificidade
85% que discrimina
entre casos de risco
de desenvolver PE e
€asos normais.
Valores de PCR em
tempo real como
marcador de
concentragdo de cff-
DNA: 35,02 em
casos com PE vs
34,83 em controlos.
(p: 0.358)

Concentragdo de
RASSF1A
hipermetilado total
no plasma materno
apos digestdo BstU |
(copias/ml)

1%rimestre: 60,2
nos controlo vs
119,6 nos casos
(p>0,05).

2°trimestre: risco
3,3x maior nos casos
de PE que nos
controlos; 60,1 nos
controlo vs 188,8
nos casos; p < 0.001.

32trimestre:

256,8 nos controlo
vs 782,0 nos casos
(p<0.001).

Média da
quantidade de cf-
DNA (GE/ml):

9402 nos casos Vs
2698 nos controlos.
Média da
quantidade de cff-
DNA (GE/ml):

934.5 nos casos vs
62 nos controlos.
Definifo valor de
cut-off de 7486
Eg/mL para cf-DNA e
512 Eq/mL para cff-
DNA.

Apenas estudadas
gravidas com feto
masculino (s6
identificado DNA fetal
por gene especifico do
cromossomaY).
Amostra pequena.

Apenas participaram
gravidas Rh negativo
com fetos Rh positivo.
Falta de casos com PE
ligeira.

A metodologia com
PCR em tempo real
ndo é precisa e
sensivel o suficiente
para detetar pequenas
diferengas entre os
grupos.

Amostra pequena e
obtida por método
ndo paramétrico.
Sobreposigdo de
resultados entre os
doentes do grupo
controlo e os doentes
dos casos.

Amostra pequena.
Usados genes
diferentes para a
quantificagdo de cff-
DNA.

Viés de selegdo do
grupo controlo.
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Rolnik et
al.’t

Salvianti et
al.3s

AbdelHalim
et al.1®

Silver et al.?®

Rafaeli et
al.Z
Bender et
al.’s
Nabiel et
al.38

2015

2015

2016

2016

2018

2018

2019

Caso-
controlo

Estudo
Longitudinal

Cohort

Caso-
controlo

Estudo
transversal

Cohort
retrospetivo

Caso-
controlo

20 pré-eclampsia
com <34 semanas
200 controlos

20 pré-eclampsia
com 234 semanas
100 controlos

73 controlos;

17 com PE;

9 em risco de
desenvolver PE e
que mais tarde
desenvolveram;
24 em risco de
desenvolver PE
mas que ndo
desenvolveram.

107 casos com pré-
eclampsia (51 com
PE ligeira e 56 com
PE severa).

93 controlos.

175 casos que
desenvolveram
pré-eclampsia
175 controlos

21 pré-eclampsia
39 controlos

10-14 semanas:
172 pré-eclampsia
1833 controlos.

14.1-20 semanas:
49 pré-eclampsia
481 controlos

80 pré-eclampsia
(51 pré-eclamsia
ligeira; 29 pré-
eclampsia severa/
18 inicio precoce e
62 inicio tardio da
doenga)

80 controlos

1°trimestre:

11-13
semanas

2%trimestre:

20-24
semanas

17-30
semanas

27-40
semanas

113+/-1.1
semanas

349+4
semanas

10-20
semanas

21-38
semanas

Fragdo fetal: 6.8 vs.
8.7% no primeiro
trimester para pre-
eclampsia < 34
semanas.

Fragdo fetal: 8.2 vs.
9.7% no segundo
trimester para pre-
eclampsia > 34
semanas.
Concentragdo de
cfDNA em GE/ml:
3900 em doentes
com PE; 1022 em
doentes em risco de
desenvolver PE e
que mais tarde
desenvolveram a
doenga; 579 em
mulheres em risco
de desenvolver PE
mas que ndo
desenvolveram e
347 nos controlos.
Concentragdo de
cffDNA em GE/ml:
518,94 nos casos PE
severa vs. 201,55 no
casos PE ligeira vs.
92,8 nos controlos.
Niveis de cff-DNA:
3.52 em gravidas
que desenvolveram
PEvs.3.74em
controlos

Concentragdo de
cffDNA em ng/ml:
802 nos €asos vs.
499 nos controlos.
A relagdo entre
fragdo fetal e
doengas
hipertensivas da
gravidez ndo foi
estatisticamente
significativa.

Concentragdo de
cffDNA em GE/ml:
564,62 nos casos PE
severa vs. 243.90 no
casos PE ligeira.
622.22 nos casos de
PE de inicio precoce
vs. 284.08 nos casos
de PE de inicio
tardio. Vs. 142.80
nos controlos.

Heterogenicidade dos
casos e dos controlos
em termos de fendtipo
da doenga,
patofisiologia e
severidade.

Amostra pequena.
Dificuldade em
distinguir os diferentes
tipos de PE.

Apenas estudados
casos no 3°trimestre.
Amostra pequena.

Nao foi detetado
cfDNA em muitas
amostras: o
anticoagulante
utilizado no plasma
ndo foi o ideal; as
amostras ndo foram
centrifugadas 2 vezes;
quantidade de plasma
ndo suficiente.
Amostra pequena.

N&o foi possivel
identificar que
doentes tinham
antecedentes de
doengas hipertensivas
em gravidezes
anteriores.

N3ao foi possivel
identificar se alguns
doentes faziam baixa
dose de aspirica como
prevencgdo de PE.
Apenas estudadas
mulheres entre as 10-
20 semanas de idade
gestacional.

Apenas estudadas
gravidas com feto
masculino (pois
detecdo de cffDNA
dependia da detegdo
do cromossoma'Y).
Resultados ndo foram
validados.
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