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RESUMO

Com o avan¢o da fertilizagcdo in vitro
(FIV), exames de sangue convencionais
estdo sendo substituidos por testes
genéticos  pré-implantacionais.  Os
diagndsticos genéticos podem ser para
aneuploidias (PTG-A), monogenéticos
(PTG-M) ou rearranjos estruturais
(PTG-SR). Para cada investigacao
patologica, sdao utilizadas metodologias
distintas para pesquisa, tendo como
exemplo Hibrida¢do in situ (FISH),
Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), Hibridagao Gendmica
Comparativa (CGH) e Sequenciamento
de Nova Geragdo (SNG). Devido a
recente relevancia deste tema, foram
consultadas em base de dados como
PubMed, Scielo, ANVISA e Base de
dados UpToDate com referéncias
bibliograficas publicadas entre 2012 e
2022, em lingua inglesa e portuguesa,
tendo como objetivo realizar uma
revisdo literaria sobre os principais
exames genéticos realizados na etapa de
pré-implantacdo embriondria, a fim de
triar doencas no embrido, além de
observar os prés e contra dos testes
genéticos através de suas metodologias.

PALAVRAS-CHAVE: Fertilizagdo in
vitro,  diagnostico  genético  pré
implantacional e testes genéticos.

Abstract

With the advancement of in vitro
fertilization (IVF), conventional blood
tests are being replaced by
pre-implantation genetic testing.
Genetic  diagnoses can be for
aneuploidy  (PTG-A), monogenetic
(PTG-M) or structural rearrangements
(PTG-SR). For each pathological
investigation, different research
methodologies are used, such as in situ
hybridization = (FISH),  Polymerase
Chain Reaction (PCR), Comparative
Genomic Hybridization (CGH) and
Next Generation Sequencing (NGS).
Due to the recent relevance of this
topic, bibliographical references
published between 2012 and 2022, in
English and Portuguese, were consulted
in databases such as PubMed, Scielo,
ANVISA and UpToDate database, with
the objective of carrying out a literary
review on the main genetic tests
performed in the embryonic
pre-implantation stage, in order to
screen for diseases in the embryo, in
addition to observing the pros and cons
of genetic tests through their
methodologies.

KEYWORDS: In vitro fertilization,
preimplantation genetic diagnosis and
genetic testing.
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INTRODUCAO

Em 1978 houve um grande
marco na reproducdo assistida, o
nascimento do primeiro bebé in vitro.
Antes, a reproducdo assistida era
empregada apenas como um meio de
tratar infertilidade gerada por obstrugao
tubaria e ndo para as demais patologias,
incluindo as masculinas. No ano de
1984, nasceu o primeiro embrido
oriundo da fertilizagdo in vitro (FIV)
por ovodoagao, aumentando
progressivamente o nascimento de
bebés provenientes de procedimentos da
fertilizagdo in vitro, sendo atualmente o
realizado

procedimento mais

(CREMESP, 2019).

No entanto, antes de iniciar
qualquer procedimento de reproducdo
assistida, é necessario realizar exames
especificos que  comprovem  a
infertilidade do casal ou no caso de
casais homossexuais que busquem
meios de reproducdo. Normalmente,
indica-se a reprodugdo assistida a
mulheres portadoras de endometriose,
com 1idade avangada, insuficiéncia
ovariana ou qualquer outra patologia
que cause infertilidade feminina. Ja em

homens, falhas reprodutivas ligadas a

ma formacdo testicular, varicocele,

fatores genéticos e hormonais, além de
inflamacdes agudas como prostatites e
uretrites (Paulson, 2022; Sociedade

Brasileira de Urologia, 2022).

Porém, a FIV ndo se limita
apenas a auxiliar nos casos de
infertilidade masculina e feminina dos
genitores. Com os recentes avangos no
sequenciamento genético, atualmente ¢
possivel  realizar um  diagndstico
genético pré-implantacional (DGPI) do
embrido gerado por FIV, tendo como
alvo casais com historico familiar ou
diagnostico positivo para doengas
genéticas e abortos de repeticdo.

(Soeiro, 2012).

O DGPI busca selecionar
embrides livres de doencas genéticas
antes de serem implantados na cavidade
uterina. Os principais Ccromossomos
avaliados sao 13, 18, 21, X e Y,
cariotipos  causadores de severas
patologias. O DGPI  proporciona
beneficios para a satde gestacional,
materna ¢ fetal, considerando-se que
33% dos embrides oriundos de FIV
apresentam anomalias cromossomicas,
aumentando o risco gradativamente, de
acordo com o envelhecimento materno.

Por meio de uma bidpsia embrionaria ¢
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possivel extrair células do embrido para
realizacdo dos testes genéticos. Existem
diferentes metodologias de andlise,
onde cerca de duas mil doengas podem
ser triadas em testes
pré-implantacionais, evitando a morte
de pessoas que poderiam nascer com
doencgas hereditarias, como cancer e
sindromes oriundas de mutagdes no

DNA.

Atualmente no Brasil, o DGPI
¢ utilizado como forma de sele¢do de
embrides HLA-compativeis para casais
com filhos afetados por patologias
genéticas, a fim de realizarem
transplantes de células-tronco ou
doagdo de 6rgaos. Mesmo que de forma
intrinseca na técnica molecular, ndo é
permitida pela atual legislacdo que
ocorra a selecdo de caracteristicas
fisicas ou sexo do embrido, indo contra
a ética das aplicagdo do DGPI (Mendes
e Costa, 2013).

Devido a relevancia deste tema,
0 objetivo deste trabalho foi revisar os
recentes avancos relatados em literatura,
sobre os principais exames genéticos
realizados na etapa de pré-implantagao
embriondria, analisando as vantagens e
desvantagens dos exames em relagdo as

suas metodologias.

METODOLOGIA

O  presente estudo  foi
elaborado utilizando a metodologia de
carater exploratorio com abordagem
qualitativa. A revisdo literaria foi
composta por estudos em lingua
portuguesa e inglesa, construida por
meio de buscas por publicagdes em
periddicos eletronicos, artigos
cientificos e livros digitais buscados
com as seguintes palavras-chave: FIV,
DGPI e testes genéticos. As buscas
foram realizadas nas bases de dados
PubMed, Scielo, ANVISA e UpToDate,
compreendendo o periodo de 2012 até
2022. Teve como critério de exclusdo
dos trabalhos, incompletos e
inconsistentes com o tema abordado e

fora do periodo de publicacao

estabelecido.

RESULTADOS

O processo que engloba a
tecnologia de reproducdo assistida,
conhecida como FIV consiste em quatro
etapas: controle de hiperestimulacao
ovariana feito com suplementacdo de
FSH e LH, recuperagdo de ovulos,
fertilizagcdo e cultura embrionaria, e por

ultimo a avaliagdo da qualidade do
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embrido para futura transferéncia

(Graciano, 2014)

Apoés 16 a 18 horas da
fertilizagdo, forma-se o zigoto, seguindo
seu crescimento em cultura em meio
proprio. Transcorrido trés dias os
blastomeros  serdo  analisados e
selecionados, permitindo o crescimento
apenas dos que estdo se desenvolvendo
de maneira uniforme e continua,
prosseguindo at¢é o estagio de

blastocisto, no quinto dia (Graciano,

2014)

A fase de transferéncia
embrionaria pode ocorrer em dois
momentos: no terceiro ou no quinto dia
da fecundagdo. Quando o processo de
transferéncia for feito no terceiro dia
apos a fecundacdo, o blastomero se
encontra na fase de clivagem,
apresentando de 6 a 8 células, onde se
observa a simetria e o aparecimento de
alguma  fragmentagdo. Caso o
desenvolvimento ocorra conforme o
estimado e nenhuma anormalidade seja
detectada, oS embrides serdo
implantados na cavidade uterina.
Optando-se pela transferéncia apenas no
quinto dia, o embrido sera um
blastocisto, estando mais desenvolvido

e com maior tamanho, buscando-se os

mais expandidos, que significa maior
qualidade embrionaria. Entdo, ocorre o
processo de transferéncia para a

cavidade uterina (Pita, 2021).

Apés a confirmagdo da
necessidade de ser realizada a FIV,
muitos casais optam por realizar o
DGPI, buscando maior seguranca
devido ao histérico familiar e estudo de
risco futuro envolvendo a saude do
embrido. Além disso, por meio do teste
genético ¢ visado a transferéncia de
embrides saudaveis e livres de
patologias genéticas, que resultam em
maiores chances da gestagdo chegar a

termo (Zillmer, 2021).

1. Histdrico do diagnostico

genético pré-implantacional

A partir dos avangos na
tecnologia e confiabilidade da FIV, os
testes para diagnostico  genético
pré-implantagao evoluiram
concomitantemente. Em 1967, Gardner
e Edwards realizaram a primeira bidpsia
em blastocisto de coelho, observando
sucessivamente as caracteristicas do
cromossomo X. Porém, apenas apds o
descobrimento da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), o DGPI iniciou, e

consequentemente novas descobertas

foram sendo feitas, incluindo a
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amplificacdo de sequéncias especificas
para a sexagem fetal (Scapin; et al.

2021).

As anomalias cromossdmicas
comecaram a ser investigadas a partir
da utilizacdo do método de hibridizagao
in situ de fluorescéncia (FISH). A partir
de entdo, bidpsias em  fases
embrionarias distintas  iniciaram,
diminuindo a porcentagem de abortos
de repeticdo e doencas ligadas aos
Cromossomos  sexuais

2019).

(Simpsons,

Nesse contexto, fica clara a
importancia da evolu¢do do DGPI para
avancos na analise das alteracoes
cromossomicas, como translocacoes,
aneuploidias, alteracdes numéricas
como duplicagdes, causando repeti¢des
de cromossomos e inversoes (Pompeu

& Verzeletti, 2015).
2. Doengas triadas

O DGPI pode ser dividido como
PTG-A (Teste
Aneuploidias), PGT-M (Teste Genético

Genético para

para Desordem Monogénica) e PGT-SR
(Teste  Genético para Rearranjos
Estruturais), sendo que para cada
investigacdo patoldgica sdo utilizadas

metodologias distintas para pesquisa,

tendo como exemplo FISH, PCR,
Hibridagdo Gendmica Comparativa
(CGH) e Sequenciamento de Nova
Geragao (NGS) (Dos Santos, 2021).

No que tange ao PGT-A, o
principal objetivo ¢ analisar a saude
cromossdmica do embrido, cooperando
para um tratamento mais efetivo para a
fertilizagdo de embrides saudaveis, com
consequente diminuicdo nos casos de
aborto, oriundos da idade materna

avangada e alteracdes em seu caridtipo

(IPGO, 2020)

Ja no PGT-M, Dbusca-se
diagnosticar aqueles cromossomos que
foram afetados por um unico gene,
dominante ou recessivo, que pode gerar
alguma sindrome genética herdada dos
pais ou que desenvolvera uma patologia
futura. E usado também, para selecionar
embrides com caracteristicas
especificas, como complexo

leucocitario e tipagem sanguinea.

Por fim, o PGT-SR analisa rearranjos
cromossomicos estruturais, a fim de
afirmar que a gravidez ndo esta sendo
afetada por translocagdes ou
duplicagdes cromossomicas (IPGO,

2020).

Diante disso, o DGPI ¢ indicado
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para triagem de intmeras patologias,
dentre elas, estdo as de carater de
recessivo € dominante, além das quais
estao ligadas ao cromossomo X. Quanto
ao primeiro tipo, pode-se destacar:
fibrose cistica, beta-talassemia, atrofia
muscular espinhal e anemia falciforme.
Ja nas doencas com dominancia estao a
doenca de Huntington, distrofia
miotonica tipo 1 e neurofibromatose do
tipo 1. E por fim, tratando-se das
ligadas ao cromossomo X, destaca-se a
sindrome do X fragil, distrofias

musculares e hemofilia do tipo A e B.
3. Métodos

O método PCR, técnica que
iniciou o DGPI, consiste em amplificar
pontualmente uma regido do DNA, que
esta marcada por moléculas
inicializadoras, 0s primers
complementares a  fita  molde,
sinalizando para que a enzima DNA
polimerase inicie a incorporagdo dos
nucleotideos  livres na  reacao,
resultando na formac¢ao de milhares de
fragmentos do gene de interesse. Essa
técnica necessita de material genético
celular e ¢ coletada apenas uma tunica
célula para esta analise. Portanto, a PCR
representa um grande desafio pela
material

escassez  de genético,

dificultando a amplificacdo do gene de

interesse (SCAPIN, et al., 2021)

Além de ser impossivel
realizar uma recoleta de material, ha um
grande risco de contaminagdo com
material genético externo ou da
ocorréncia do  fendmeno  ‘allelic
dropout’, fatores que podem inviabilizar
qualquer andlise devido a pequena
quantidade de amostra. O allelic
dropout consiste em uma falha na
amplificacdo de um dos dois alelos,
sendo que apenas um ¢ analisado de
forma correta. Isso implica na obtencao
de um resultado incompativel, que pode
impactar na genotipagem de diversas
patologias dominantes e recessivas

(SCAPIN, et al., 2021).

Existem diversos tipos de
PCR, porém para o DGPI os mais
utilizados sdo qPCR, Multiplex PCR e
Nested PCR. O primeiro método, ‘real
time’ PCR, por meio dos actimulos
durante a reacao ¢ feita a deteccdo. Ele
utiliza um sistema fluorescente em
plataforma capaz de detectar a luz
oriunda da reagdo de amplificagdo.
Para que isso ocorra, sdo utilizados
conjuntos de iniciadores e sondas com
marcadores  fluorescentes para a

quantifica¢ao ser feita em
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equipamentos. Como principais
vantagens, o método permite a andlise
de mais de um gene ao mesmo tempo,
além de ndo necessitar do processo
p6s-PCR em gel de agarose. Nesta
técnica, o processo ¢ muito mais eficaz
e seguro, por diminuir as chances de

contaminagdo, poupar tempo € maior

precisdo (SOEIRO, 2012).

A segunda alternativa para o
PCR, ¢ o Multiplex PCR, permite a
andlise simultdnea de duas ou mais
sequéncias, minimizando a ocorréncia
de ‘allelic dropout’. A fim de diminuir
este fendmeno, sdo utilizados
juntamente com o gene, marcadores
polimorficos associados, tornando-se

mais eficaz do que o Nested PCR
(SCAPIN, et al., 2021).

Ja a ultima variagdo, o Nested
PCR, ¢ composta por dois rounds,
iniciando pela amplificagdo, juncdo do
primeiro material amplificado com um
par de primers que possuem uma
sequéncia de nucleotideos. Desta forma,
com dois conjuntos diferentes de
nucleotideos para a mesma sequéncia de
DNA, a especificidade do ensaio ¢
potencializada. Em contrapartida, por
terem dois rounds com a mesma

amostra, ainda ha grandes chances de

contaminagdo do material genético

(Foo, et al., 2020).

Outra técnica utilizada ¢ a
FISH, o qual pode diagnosticar
anomalias  ligadas a  alteragdes
cromossOmicas estruturais € numéricas
quando associadas ao cromossomo X e
que nao tenham sido detectadas em
analises moleculares (SOEIRO, 2012).
Esse mecanismo ocorre por meio da
hibridizacdo de sondas fluorescentes
com alto grau de complementaridade

com as sequéncias de DNA (SCAPIN,
et al., 2021).

Como vantagem, a aplicacao
do método pode ser feita quando as
células ainda estdo em interfase. O
nimero de cromossomos que podem ser
avaliados ao mesmo tempo varia de
acordo com a quantidade de fluoroforo
disponivel no momento da analise
microscopica, sendo comum utilizar
cinco por vez. Quando for necessario
analisar maiores quantidades, ¢ indicada
a realizacdo de duas rodadas, tendo
como nimero méaximo 20 cromossomos

por embrido (Asif et al., 2018).

Atualmente, sdo utilizadas
sondas reativas para os cromossomos X,
Y, 13 ao 22, sendo que as anomalias

destes, sdo responsdveis por mais de
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50%  dos casos de  abortos
correlacionados  com  aneuplodias
genéticas. Certamente, o FISH € o teste
mais utilizado atualmente por ser de
baixo custo, eficiente e rdpido, mesmo
ndo sendo tdo preciso na deteccdo de
certas trissomias e da limitagdo do
numero de cromossomos investigados

simultancamente (SCAPIN, et al.,
2021).

A terceira metodologia, Array
Comparative Genomic Hybridization
(aCGH) ocorre por meio de
comparagdes entre a amostra € o
material genético controle, em sondas
fluorescentes com cores diferentes que
competem pela hibridizagdo com
sondas preestabelecidas para andlise.
Em seguida, no scanner, uma imagem ¢
formada e por meio de um software
ocorre a identificacio de anomalias
através da diferenca de fluorescéncia
(Freitas, et al., 2018). Por se tratar de
uma técnica onde a plataforma de
analise pode ser personalizada, ¢
possivel direcionar mais sondas para a
area de interesse, como ponto favoravel.
Porém, como desvantagem, os baixos
indices de mosaicismos podem nao ser
detectados, bem como dos rearranjos,
quando ndo hé distor¢des no niumero de

copias nas sequéncias de DNA

(SCAPIN, et al., 2021).

J& o SNP (single nucleotide
polimorfism), ou Polimorfismo de tinico
nucleotideo, ¢ um marcador molecular
presente em grande parte do genoma
humano, utilizado juntamente com a
técnica citada a cima, que pode
apresentar variacdes na sua expressao,
devido a variabilidade genética,
resultando em diferentes fenotipos e
patologias genéticas. Dependendo da
por¢do em que se encontra no gene, seja
codificadora ou nao, a alteragdo em um
ou mais nucleotideos do SNP afetara a
traducdo de aminoacidos, levando a
alteracdes estruturais ou até mesmo a
traduzida

auséncia da  proteina

(Turchetto-Zolet et al., 2017).

Apesar da metodologia de
SNPs analisar centenas de /oci em um
unico ensaio, com alta precisdo, o alto
custo dos equipamentos, a demora na
realizacdo e a alta complexidade para
execugdo faz com que nao seja um teste
genético muito utilizado (Chen et al.,

2017)

Por fim, o Next Generations
Sequencing (NGS) ou, Sequenciamento
de nova geracdo, abrange diversas
metodologias, porém as mais utilizadas

no Brasil atualmente sdo o I[lumina® e
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Ion Torrent®. Ambas tem como
objetivo determinar a ordem em que os
nucleotideos estdo dispostos no DNA,
buscando identificar mutacdes genéticas
ou genes responsaveis por futuras
patologias, como deficiéncias,
sindromes, cegueira, surdez, distarbios
neurologicos e renais. Também pode
auxiliar na oncologia, através do
diagnostico de carcinomas existentes ou
para detectar um risco futuro de
desenvolver a enfermidade, de origem
somatica

hereditaria ou

(Turchetto-Zolet, et al. 2017).

Segundo estudos mais recentes
a respeito de metodologias em biologia
molecular, o sequenciamento [llumina®
¢ uma técnica de alto desempenho e
propriedade de bloqueio, quando ao
tentar ser adicionado mais de um
nucleotideo por vez, o que facilita a
ordenacdo dos mesmos. Entretanto, o
equipamento utilizado ¢ de alto custo ¢
podem ocorrer erros ao incorporar
bases, mais indicado para testes
pré-natais e de mutagdes genéticas. Ja a
Ion Torrent, apresenta custo mais baixo
sendo utilizada na maioria das vezes,
para busca de mutagdes pontuais. Esta
técnica também ¢ mais rapida, por ndo
ter  os

processos de  lavagem

(Turchetto-Zolet, et al. 2017).

E por fim, os avangos
moleculares propiciam atualmente o
Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT),
um tecnologia ndo invasiva que analisa
o feto-placentdrio por meio do sangue
materno, pesquisando  aneuploidias
cromossomicas frequentes. Entretanto,
ndo deve ser considerado um teste
diagnostico como os invasivos, apenas

de triagem (Martins e Menezes, 2022).
CONSIDERACOES FINAIS

Diante da bibliografia
analisada, pode-se concluir que a
aplicagdo do DGPI estd crescendo e
suas técnicas vém sendo aprimoradas a
cada dia mais, visando maior
assertividade da deteccao das patologias
de interesse. Assim, o DGPI é um
grande aliado da reprodugdo assistida,
contribuindo para e aumentar as
chances de fecundidade e obter uma

gestagdo bem sucedida.

No entanto, observa-se que o
PTG-A ¢ um dos testes mais utilizados
ao se tratar de testes
pré-implantacionais por pesquisar a
auséncia das alteracdes genéticas que
desencadeiam sindromes, considerando
maiores chances

de produzir um

embrido através da FIV, estabelecendo

Revista Brasileira de Biomedicina—RBB v.1, n.1, jan./jun. 2022 12



uma gestagdo viavel, tanto em casos de
idade materna avang¢ada ou quando os
genitores  podem  transmitir  aos
descendentes alteragdes no caridtipo

embrionario.

Em relagdo a metodologia
escolhida para realizagdo do DGPI,
optando-se por valores mais acessiveis,
o FISH ganha destaque, por apresentar
baixo custo, rapidez e ser eficiente.
Caso o custo ndo seja um fator
relevante ao cliente, as metodologias de
NGS sao sem davidas o método mais
completo para diagndsticos genéticos,
apresentando grande diversidade e alta
confiabilidade @ na  detec¢do  de
patologias  simultaneas,  conforme

simplificado na tabela I.

E fato que o DGPI vem sendo
um grande aliado da FIV, entretanto
ainda hd discordancia sobre sua
aceitagdo ética e seus beneficios para a
reproducdo. Diante de tantos avancos,
j& existem metodologias nao invasivas,
como o NIPT que buscam fazer uma
triagem tdo completa e incisiva quanto
as invasivas como as citadas ao longo
do descritivo, buscando menor agressao
ao embrido e maior seguranca na

realizagdo dos testes.
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Tabela I - Pontos relevantes sobre métodos invasivos.

TESTE POSITIVO NEGATIVO REFERENCIA
Nested PCR Especificidade Grande chance de Foo, et al., 2020.
elevada. contaminacao.

Multiplex PCR Analise simultanea de Contaminacao Scapin, et al., 2021.
duas ou mais
sequéncias
genomicas.
qPCR Processo eficaz e Custo elevado e Soeiro, 2012.

preciso, reducdo de
tempo e analise
simulténea.

possibilidade de falso
positivo.

FISH (Hibridizacao in
situ de fluorescéncia)

Analise celular ainda
na fase de interfase,
técnica eficiente, de

baixo custo, baixa
complexidade e
relativamente rapida.

Rigoroso controle de
qualidade, limitagao ao
numero de
Cromossomos
analisados e imprecisdo
em pesquisas para
trissomias.

Scapin, et al., 2021;
Asifetal., 2018.

aCGH (A4rray
Comparative Genomic
Hybridization)

Plataforma de analise
personalizavel e
interpretacao simples
e objetiva.

Baixa sensibilidade
para o mosaicismo.

Scapin, et al., 2021.

SNP (Single nucleotide
Polimorfism)

Vasta variabilidade
genética, alta precisdo
e analise de centenas
de milhares de loci
em um unico ensaio.

Alto custo e longo
prazo para execugao.

Turchetto-Zolet et al.,
2017; Chen et al.,
2017.

NGS Ion Torrent® (Next
Generatios Sequencing)

Alto desempenho ¢
propriedade de
bloqueio, quando ao
tentar ser adicionado
mais de um
nucleotideo por vez.

Alto custo e baixa
sensibilidade para
regides repetidas.

Turchetto-Zolet, et al.
2017.

NGS Ilumina®

Alta confianga de
dados e busca por
mutagdes pontuais.

Menor custo € maior
rapidez na execugao
quando comparado ao
Ion Torrent.

Turchetto-Zolet, et al.
2017.

Fonte: O autor.
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