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RESUMO

Introducéo: Diagnostico genético pré-implantacional (DGPI), consiste em técnicas que sdo
utilizadas na analise genética de embriGes antes de sua implantacdo. Objetivo: Descrever e
analisar de maneira ampla a técnica de Diagnostico genético pré-implantacional. Métodos:
Revisdo bibliografica realizada através de pesquisa virtual. Resultados: com essa revisdo foi
possivel encontrar as varias etapas que sdo necessarias para a realizagdo do DGPI, pode-se
destacar também a tamanha importancia do mesmo para que ocorra uma fertilizacdo segura e
com maior chance de sucesso. Concluséo: o DGPI tem importancia significativa no
desempenho das diferentes técnicas de reproducdo assistida e também traz para as pessoas

com problemas genéticos hereditarios mais tranquilidade.

Palavras-chave: Reprodugdo humana. Embrides. Fertilizacao.

ABSTRACT

Introduction: Preimplantation genetic diagnosis (DGPI) consisting of techniques are used
inperform the genetic analysis of embryos before their implantation. Objective: To broadly
describe and analyze the technique of preimplantation genetic diagnosis. Methods: Literature
review carried out through virtual research. Results: with this review it was possible to find
the various steps that are necessary to carry out the DGPI, it can also be highlighted its great
importance for a safe fertilization with a greater chance of success. Conclusion: the DGPI has
a significant importance in the performance of different assisted reproduction techniques and

also gives people with hereditary genetic problems more peace of mind.

Keywords: Human reproduction. Embryos. Fertilization.



1. INTRODUCAO

A infertilidade vem se tornando cada dia mais comum entre membros de diferentes
idades da sociedade mundial, ela é vista como a incapacidade de casais que tentam ter filhos,
por meios naturais, a mais de um ano. Nesse contexto, a busca por técnicas que auxiliam na
reproducdo vem aumentando, e atualmente, encontramos diferentes técnicas para quem
necessita da intervencdo medica para a reproducdo, sendo elas: as de baixa complexidade —
Estimulacdo ovariana, Inseminacdo Intra-Uterina (11U); e também as de alta complexidade —
Fertilizacdo In Vitro (FIV) ou Injecdo Intracitoplasméatica de Espermatozoides (ICSI)
(MAGALHAES, 2016).

Com o avanco da tecnologia e juntamente com a reproducao assistida, que torna mais
facil a manipulacdo de embrides, desenvolveu-se as técnicas para o diagndstico genético pré-
implantacional (DGPI), técnicas essas que fazem a andlise genética de embrides antes de sua
implantacdo. Convencionalmente ela é utilizada para investigar genes de doencgas que
possivelmente seriam herdados dos pais e também evitar abortos em pais que ja possuem um
histdrico de abortos frequentes. Foi em 1990 que essa técnica foi utilizada pela primeira vez, e
tinha como intuito prevencdo de doencas ligadas ao cromossomo X (BRASILLE et al., 2009;
CASTANHEDE, 2020).

Para a realizacdo do Diagnostico Genético Pré- implantacional € necessario
inicialmente fazer a coleta das células que serdo analisadas, sendo a coleta possivel somente
quando a reproducdo acontece por meio assistido. Por esse motivo, o DGPI esta diretamente
ligado a reproducdo assistida, mais especificamente ligada aos métodos de Fertilizagdo in
vitro (FIV) e a Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozdides (ICSI) (POMPEU,
VERZELETTI, 2015).

Atualmente, o DGPI ¢ utilizado para dois fins: na detec¢do de doengas monogénicas
(PGT-M ou PDG) onde busca-se detectar mutages génicas ou alteragdes cromossémicas no
caridtipo (PGT-A ou PGS), sendo que ambos necessitam de biopsia embrionaria para suas
realizacGes. Nesse caso ainda, pode-se optar por trés tipos de biopsias diferentes, sendo elas a
extracdo de primeiro corpusculo polar (CP), biopsia do blastdmero no estagio de clivagem
como também a retirada do trofoblasto no estagio de blastocisto.

No Brasil ndo existe uma regulamentacdo federal tanto para Reproducdo assistida
guanto para o método de DGPI, porém a regulamentacdo que se segue para ambos estad
descrita pelo Conselho Nacional de Medicina e publicada na Resolucdo CFM n° 1.358/1992 e
revogada na Resolugdo CFM n° 1.957/2010 publicada em 06/01/2011. Nela diz que é



permitido o uso do DGPI no Brasil até em casos de “bebés medicamentos”, possibilitando
assim que pais que possuem filhos com problemas de salde ligados a deficiéncias genéticas
obtenham transplante de células tronco e de 6rgdos também. Ficando ressalvada nesses casos

a proibicao a selecdo sexual do embrido sem fins médicos (MENDES; COSTA, 2013).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Descrever e analisar de maneira ampla a técnica de Diagnostico genético pré-
implantacional, evidenciando seu vinculo e importancia em relacdo a Reproducdo humana

assistida.
3.2 Objetivos especificos:

Apresentar o histérico da reproducdo assistida e discorrer sobre como, quando e

porque da utilizagdo do Diagnostico genético pré-implantacional;

Esclarecer os principais motivos para sua realizacéo;

Citar e explicar todas as técnicas utilizadas, esmiugar todos os procedimentos.
4. FUNDAMENTACAO TEORICA:

4.1 Reproducédo Humana Assistida

Historico da Reproducéo Assistida

A reproducdo assistida ja vinha sendo estudada a muitos anos porem foi no ano de
1978 que se obteve o0 primeiro sucesso, no dia 25 de julho nasceu Louise Toy Brown, fruto
de uma Fertilizacdo in vitro (FIV), realizada pelos profissionais Patrick C. Steptoe e Robert
Edwards. Assim nos anos seguintes foram se desenvolvendo as outras técnicas que sao
utilizadas atualmente como a Transferéncia Intratubaria de Gametas (GIFT) e também a
Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI) que foram realizadas pela primeira
vez, respectivamente, nos anos de 1984 e 1992 (FREITAS; SIQUEIRA; SEGRE, 2008).

Ap0Gs 0 nascimento de Louise iniciou-se no Brasil estudos para que o mesmo feito
ocorresse aqui. O profissional responsavel foi Milton Nakamura que na década de 80 juntou-

se a uma equipe australiana para chegar ao seu objetivo. Seus primeiros feitos foram



desastrosos, pois uma das mulheres que estavam participando dos procedimentos veio a
falecer apds uma anestesia. Porém anos ap0s o desastre ele resolveu voltar as tentativas e foi
no ano de 1984 que conseguiu realizar o primeiro feito no Brasil, dando assim vida a Anna
Paula Caldeira, nascida através de uma Fertilizacdo in vitro na cidade de Sao José dos Pinhais.
A partir desses primeiros feitos mundiais foram se descobrindo e desenvolvendo as diferentes
técnicas pelo mundo, como em 1993 na Bélgica o desenvolvimento da técnica de Injecdo
Intracitoplasmaética de Espermatozoides (ICSI), que é importantissima para ajudar homens
com problemas de infertilidade (PEREIRA, 2011).

Principais Técnicas

As técnicas que se destacam atualmente tém como enfoque solucionar problemas de
fertilidade tanto femininos como masculinos, e variam de métodos simples como estimulacéo
ovariana, coito programado e Inseminacdo Intrauterina, até os métodos mais complexos como
Fertilizacao in vitro (FIV) e a Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI), feitos

de maneira Unica e exclusivamente por laboratdrios.
Estimulacdo ovariana

Tem grande importancia para realizacdo das outras técnicas, pois aumenta de forma
significativa a chance de sucesso nos procedimentos, desde que ela fornega a mulher a chance
de que sua ovulacdo ocorra no tempo e maneira adequada. Esse tratamento consiste no uso de
farmacos que tém como funcgdo estimular de forma segura e certeira 0 desenvolvimento de
foliculos ovarianos de quantidade e qualidade significativamente maior que o normal. Os
farmacos que sdo mais utilizados sdo as gonadotrofinas, citrato de Clomifeno e inibidores de
aromatase, fazendo assim uma combinacdo entre gonadotrofinas exdgenas e inibidores de
GnRH, pois 0 uso unicamente das gonadotrofinas podem prejudicar a maturacdo dos foliculos
ovarianos (CANTANHEDE, 2020).

Inseminacéo Intra-uterina (11U)

A 11U é um método utilizado para pessoas com disfun¢do ovulatéria ou com
problemas relacionados aos espermatozoides. Ela consiste em primeiramente realizar a
estimulacdo ovariana, seguida da preparacdo e capacitacdo dos espermatozoides e introducao
dos espermatozoides capacitados atraves de um cateter no Gtero feminino. Juntamente com a
Estimulacdo ovariana essa técnica é considerada simples e de baixa complexidade (SOUZA,;
ALVES, 2016).
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Fertilizagéo in vitro (FIV)

A FIV consiste no ato de coletar os gametas masculinos e femininos e fecunda-los
fora do organismo humano, mais especificamente em laboratérios (MAKUCH; FILETTO,
2010).

Apos a fecundacdo os embriGes ficam em uma espécie de incubadora onde sao
constantemente observados com o intuito de discernir qual embrido € o melhor para a
realizacdo da etapa final que é a implantacdo no Utero da mulher. Tal técnica ficou conhecida
como bebe de proveta. Ela é indicada principalmente para mulheres com problemas tubarios
ou com endometriose, porém também é utilizada para mulheres com idade avancada e
homens com problemas especificos de infertilidade (CATANHEDE, 2020).

Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

Esta técnica é mais utilizada em casos de infertilidade masculina onde o0s
espermatozoides ndo possuem boa motilidade. Pode ser utilizada também para homens com
vasectomia ou até mesmo em homens que tiveram problemas medulares que tenha ocasionado
impossibilidade de erecdo ou infertilidade. Suas etapas iniciais sdo basicamente iguais as da
FIV, porem a Unica diferenca € que a fecundagdo ndo ocorre de maneira espontanea, sendo
necessario que ocorra a introducdo do espermatozoide para o interior do 6vulo através de uma
injecdo . E valido ressaltar que o Diagnostico Genético Pré-implantacional s6 é possivel a
partir das técnicas FIV ou ICSI, pois sdo elas que permitem a melhor manipulagéo tanto dos
gametas quanto dos embrides ja fecundado (SOUZA; ALVES, 2016).

4.2 Diagnostico genético pré-implantacional (DGPI)

O DGPI consiste em estudar e tratar geneticamente embrides resultantes de técnicas
de Reproducdo Assistida a fim de proporcionar aos pais que ja possuem problemas genéticos
ou ndo, uma maior seguran¢a de que o embrido que serd gerado seja livre de problemas
genéticos. A utilizacdo do DGPI teve inicio apos estudos em coelhos mostrarem que era

possivel selecionar geneticamente o sexo do animal, porém o ato feito inicialmente so se é
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permitido caso o determinado sexo seja o causador do problema. Foi apenas em 1990 que se
teve a primeira experiéncia em humanos, sendo a técnica utilizada para prevenir que

nascessem criangas com disturbios relacionados ao cromossomo X (CHEN, 2018).

Atualmente o método pode ser utilizado em duas ocasides: quando h&d um risco muito
grande de heranca de uma desordem genética; ou para detectar possiveis aneuploidias que
poderiam impedir o sucesso da implantacdo do embrido, tornando assim a gestacdo algo mais
concreto e bem sucedido. Existem também duas subdivisdes relacionadas aos diferentes
objetivos do DGPI que sdo a PGT-M que direciona a pesquisa de um gene especifico de uma
doenca ou também a PGT-A investiga doengas cromossémicas como a Sindrome de Down. A
PGT-A tem importancia também sobre o aconselhamento genético pois é capaz de mostrar se
0 h& embrides com alteragdes no numero cromossdémico, direcionando assim os pais a talvez
buscarem outros tipos de tratamento (CASTANHEDE, 2020).

Ambas  subdivisbes s6 sdo realizadas apds o procedimento de uma biopsia
embrionéria que pode ser realizada de diferentes formas, variando do tempo e tipo de célula

em questdo
Biopsia dos Corpusculos polares

Estd técnica consiste na remogdo do primeiro ou segundo corpo polar através da
penetracao através de um laser na zona pellcida, sendo realizada antes da fertilizacéo e busca
apenas informacdes vindas da mae ja que ainda ndo houve a fertilizacdo, anulando assim o
conhecimento sobre os riscos genéticos paternos que podem ocorrer (ARAUJO; CARDOSO,
2020).

Bidpsia do Blastdmero em estagio de clivagem

A bidpsia do blastdbmero acontece no terceiro dia de desenvolvimento do embrido
quando ele ja apresenta cerca de 6 células, para sua realizacao é necessario a retirada de 1 ou
duas células, pois apresenta uma apresentacdo desigual do material genético em algumas
células causados por erros durante a mitose, denominado de Mosaiscismo. Contudo essa
técnica ndo é muito recomendada pois seus resultados podem ser inconclusivos ja que as
anomalias podem nao ser evidenciadas (CIMADOMO, 2016).

Biopsia do Trofoblasto no estagio Blastocisto
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Dada como um avango na FIV moderna, ela é realizada em torno do quinto dia de
desenvolvimento onde ja se possui cerca de 64 células, sendo assim ela possui mais chances
de sucesso afinal ela avalia um nimero maior de células (cerca de 5 a 6 células). Possui
vantagem também nos dados em relagdo aos nascidos vivos conforme o tipo de biopsia e
também é destaque em evitar gravidez multipla (CASTANHEDE, 2020; CIMADOMO,
2016).

4.3 Anélise das bidpsias embrionérias.

Como todos os processos ja citados ate entdo ja sofreram diversas modificaces
conforme o passar dos anos, as analises ndo deixam de ser diferentes, elas evoluiram com o
passar dos anos, e hoje gracas a ciéncia temos a disponibilizacdo de mais de uma técnica
oferecendo assim mais opcOes e mais seguranga aos pacientes em relacdo do resultado
esperado. Hoje temos cerca de 5 tecnicas em uso que sdo Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR), Hibridizacéo In Situ por Fluorescéncia (FISH), Hibridizacdo Genémica Comparativa
(CHG), SNP Array Com Apoio Parental (a-SNP-APa) e Sequenciamento da Nova Geracao
(NGS) (VAIARELLI et al ., 2016).

PCR- Reacdo em cadeia de polimerase

Técnica constituida por 3 etapas, sendo elas: Desnaturagcdo (aquece para que corra a
separacdo da dupla fita de DNA), Anelamento (faz o resfriamento permitindo que os primers
formem pontes de hidrogénio com as sequencias alvo do DNA) e a extensdo (adiciona-se
nucleotideos ao lado de cada primer), e que tem como funcdo por meio da atividade
enzimatica realizar a sintese de acido nucleicos de uma molécula, assim duplicando as cadeia
de DNA in vitro (CASTANHEDE, 2020).

A analise em si do material é realizada apenas apds o processo de PCR, porém por
conta de seu mau resultado em relagdo a quantidade de material obtido e também da
contaminacdo da amostra, entretanto é a principal escolha para a analise de doengas
monogénicas (Aquelas que afetam um Unico gene) como Fibrose Cistica, AME (Atrofia
Muscular Espinhal), Sindrome de Usher, Sindrome do X-fragil, dentre outros (DESTOUNI et
al., 2016)

FISH- Hibridizacao in situ por fluorescéncia
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A FISH é uma técnica considerada antiga tendo seus primeiros registros entre as
décadas de 80 e 90, ela consiste em um método citogenético que utiliza sondas fluorescentes
que se ligam a partes especificas do cromossomo e que com o auxilio de um microscopio de
fluorescéncia caso haja a hibridizacdo da regides com a sonda é possivel a visualizacdo de
uma area fluorescente caso contrario nada seré visivel. Entretanto essa técnica ndo permite a
analise de todos os pares de cromossomos sendo possivel apenas analisar 0s pares
13,14,15,16,18,20,21,22, X e Y (LISS et al, 2016).

CGH- Hibridizacdo genémica comparativa

A CGH garante a determinagdo com exatidao todas as aneuploidias cromossomicas,
por meio de um rastreamento genético abrangente em relacdo ao Diagndstico Genético Pré-
implantacional (DGPI), analisando corpos polares, embries em estagio de clivagem e
blastocistos. Essa técnica oferece também garantia na deteccdo desequilibrios causados por
rearranjos cromossémicos e também a deteccdo de mudancas em apenas segmentos do
cromossomos e ndo somente nele inteiro. Atualmente existem duas formas de execucdo dessa
técnica sendo que uma é a Hibridizacdo Gendmica Comparativa com Arrays (aCGH) e a
mCGH que é feita com células em metafase (ALMEIDA, 2013).

A mCGH leva em torno de 72 horas para a sua completa execucdo ela € realizada por
meio de um software que analisa a fluorescéncia dada pelo resultado da hibridizacdo. Ela faz
a analise do comprimento génico metafisico em si, e o resultado varia conforme as cores
indicarem, sendo que para amostras incompletas na regido ou cromossomo todo, a cor
vermelha é identificada e para cOpias em excesso se expressa a cor verde. A aCGH usa o
mesmo principio que a mCGH e também mesmos resultados, porém como € realizada de
maneira totalmente automatizada, ela oferece o resultado em um menor espaco de tempo. A
técnica utiliza normalmente fragmentos de pcr ja selecionados, fragmentos cromossémicos
artificiais bacterianos (BACs), cromossomos artificiais (PAC-P1), Oligonucleotideos
sintéticos, fixados em lamina e que correspondem a um cromossomo particular. A aCGH
possui algumas vantagens em relacdo as outras técnicas de diagndstico, pois ela possui a
capacidade de analisar varias regides cromossémicas em uma analise apenas e também por

ndo ser necessaria a obtencdo de metafases (MACHADO, 2010).
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SNP array com apoio parental (a-SNP-APa)

SNP- polimorfismo de nucleotideo Unico sdo pequenas variacdes genéticas na
sequéncia de um alelo, em um locus especifico, essa alteracdo ocorre com frequéncia em
cerca de >1% da populacdo. Possui poucas diferencas entre 0 método a-CGH, entre as
diferencas pode-se destacar que a a-SNP faz na placa de array apenas a amplificacdo e a
hibridizacdo do DNA teste, sem ser necessario realizar também a de DNA controle (RAVI et
a., 2018).

Sequenciamento da Nova Geracdo (NGS)

A falta de amplicidade dos meios de sequenciamentos génicos ja existentes fez com
gue uma nova técnica fosse desenvolvida, técnica essa chamada de Sequenciadores da Nova
Geracdo (NGS), garantindo assim sequenciar uma parte maior do gene e também
sequenciando simultaneamente outros genes que possuem relagdo com uma dada doenca,

além de que ele garante respostas de maneira mais rapida e barata (CARVALHO, 2016).

Existem diversas plataformas de sequenciamentos atuais porém a que chama a
atencdo pela preferencia nos ultimos anos séo as variaveis da Illumina que possui 0 método

mais barato de sequenciamento em larga escala (SOLER, 2017).
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ARTIGO

DIAGNOSTICO GENETICO PRE-IMPLANTACIONAL: UMA REVISAO DA
LITERATURA

SILVA, J.F*
RUAS, E.A2

RESUMO

Introducdo: Diagnostico genético pre-implantacional (DGPI), sdo técnicas que
fazem a analise genética de embrides antes de sua implantacdo. Objetivo: Descrever e
analisar de maneira ampla a técnica de Diagnostico genético pré-implantacional. Métodos:
Revisdo bibliogréafica realizada através de pesquisa virtual. Resultados: com essa revisdo foi
possivel encontrar as varias etapas que sdo necessarias para a realizacdo do DGPI, pode-se
destacar também a tamanha importancia do mesmo para que ocorra uma fertilizacdo segura e
com maior chance de sucesso. Conclusdo: o DGPI tem importancia significativa no
desempenho das diferentes técnicas de reproducdo assistida e também traz para as pessoas
com problemas genéticos hereditarios mais tranquilidade.
Palavras-chave: Reproducdo humana. Gene. Heranga Cromossdmica. Embrides,

Fertilizacao.

ABSTRACT

Introduction: Preimplantation genetic diagnosis (DGPI) are techniques that perform
the genetic analysis of embryos before their implantation. Objective: To broadly describe and
analyze the technique of preimplantation genetic diagnosis. Methods: Literature review
carried out through virtual research. Results: with this review it was possible to find the
various steps that are necessary to carry out the DGPI, it can also be highlighted its great
importance for a safe fertilization with a greater chance of success. Conclusion: the DGPI has
a significant importance in the performance of different assisted reproduction techniques and
also gives people with hereditary genetic problems more peace of mind.

Keywords: Human reproduction. Gene. Chomosomal inheritance. Embryos. Fertilization.
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1. INTRODUCAO

A infertilidade vem se tornando cada dia mais comum entre membros de diferentes
idades da sociedade mundial, ela é vista como a incapacidade de casais que tentam ter filhos,
por meios naturais, a mais de um ano. Nesse contexto, a busca por técnicas que auxiliam na
reproducdo vem aumentando, e atualmente, encontramos diferentes técnicas para quem
necessita da intervencdo medica para a reproducdo, sendo elas: as de baixa complexidade —
Estimulacdo ovariana, Inseminacdo Intra-Uterina (11U); e também as de alta complexidade —
Fertilizacdo In Vitro (FIV) ou Injecdo Intracitoplasméatica de Espermatozoides (ICSI)
(MAGALHAES, 2016).0

Com o avanco da tecnologia e juntamente com a reproducao assistida, que torna mais
facil a manipulacdo de embrides, desenvolveu-se as técnicas para o diagndstico genético pré-
implantacional (DGPI), técnicas essas que fazem a analise genética de embrides antes de sua
implantacdo. Convencionalmente ela é utilizada para investigar genes de doencgas que
possivelmente seriam herdados dos pais e também evitar abortos em pais que ja possuem um
histdrico de abortos frequentes. Foi em 1990 que essa técnica foi utilizada pela primeira vez, e
tinha como intuito prevencdo de doencas ligadas ao cromossomo X (BRASILLE et al., 2009;
CASTANHEDE, 2020).

Para a realizacdo do Diagnostico Genético Pré- implantacional € necessario
inicialmente fazer a coleta das células que serdo analisadas, sendo a coleta possivel somente
quando a reproducdo acontece por meio assistido. Por esse motivo, o DGPI esta diretamente
ligado a reproducdo assistida, mais especificamente ligada aos métodos de Fertilizagdo in
vitro (FIV) e a Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozdides (ICSI) (POMPEU,
VERZELETTI, 2015).

Atualmente, o DGPI ¢ utilizado para dois fins: na deteccdo de doencas monogénicas
(PGT-M ou PDG) onde busca-se detectar mutages génicas ou alteragdes cromossémicas no
caridtipo (PGT-A ou PGS), sendo que ambos necessitam de biopsia embrionaria para suas
realizacGes. Nesse caso ainda, pode-se optar por trés tipos de biopsias diferentes, sendo elas a
extracdo de primeiro corpusculo polar (CP), biopsia do blastdmero no estagio de clivagem
como também a retirada do trofoblasto no estagio de blastocisto.

No Brasil ndo existe uma regulamentacdo federal tanto para Reproducéo assistida
guanto para o método de DGPI, porém a regulamentacdo que se segue para ambos estad
descrita pelo Conselho Nacional de Medicina e publicada na Resolucdo CFM n° 1.358/1992 e
revogada na Resolu¢gdo CFM n° 1.957/2010 publicada em 06/01/2011. Nela diz que é
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permitido o uso do DGPI no Brasil até em casos de “bebés medicamentos”, possibilitando
assim que pais que possuem filhos com problemas de salde ligados a deficiéncias genéticas
obtenham transplante de células tronco e de 6rgdos também. Ficando ressalvada nesses casos

a proibicao a selecdo sexual do embrido sem fins médicos (MENDES; COSTA, 2013).

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata-se de uma pesquisa bibliografica, que segundo (FACHIN, 2017),
€ um conjunto de conhecimentos reunidos em obras de toda natureza e tem como finalidade

conduzir o leitor a pesquisa de determinado assunto, proporcionando o saber.

Para a construcdo desta metodologia foram utilizadas varias fontes para pesquisa
como: Google Académico, Scielo (Scientific Electronic Library Online), sites, livros, onde se
foi lido cerca de aproximadamente 40 artigos publicados nos altimos 15 anos, porém houve a
exclusdo de 10 a 15 artigos por ndo conterem informacGes necessarias para a construcdo do
trabalho.

Nessas pesquisas foram utilizadas palavras-chaves como: “reproducdo assistida”,
“diagnodstico genético pré-implantacional”, “histérico da PGD”, “PGD na Reprodugao

Assistida”, biopsia embrionaria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

e Bidpsias para analise
Bidpsia do corpusculo polar:

Informacdo em comum entre os artigos: A Biopsia do cospasculo polar é
especifica a informacdes genéticas vindas da mée, visto que é realizada a coleta do primeiro e
segundo corpusculo polar, e excluindo assim informacgdes genéticas paternas, sendo que a

mesma ¢€ realizada antes da fecundacao.

Quadro 1: Apresentacgao dos artigo sobre biopsia do corpusculo polar

Informac&o especifica de cada artigo Nome do artigo Autor-ano

Frisa a informagdo em comum entre os | A importancia do PGD- | ARAUJO;
artigos, ressaltando apenas que esse tipo | bidpsia embrionéaria | CARDOSO;




de bidpsia descarta a deteccdo de doencas
autossdmicas dominantes, pelo fato de ser

exclusiva apenas a mée.

para diagnostico de

mutagbes de origem

cromossdmica.

(2020).

Ressalva o fato de que o resultado se da
pela conclusdo de que o numero de
cromossomos do primeiro e segundo
corpusculo polar seja o complemento do

ovacito, 0 que nem sempre pode ocorrer.

Diagnostico  genético
pré-implantacional:

prevencdo, tratamento
de doencas genéticas e

aspectos eticos-legais

MENDES;
COSTA;
(2013).

A coleta pode ser feita de forma

simultanea  (garante uma  menor
manipulacdo do embrido, porém ela ndo
diferencia os corpusculos polares, podendo
inclusive

causar a degeneracdo do

primeiro, pode também ser realizada
sequencialmente) exigindo uma maior
manipulacdo do embrido, mas gerando
assim a identificacdo dos corpusculos em
questdo. O fato de ndo ser utilizada células
do embrido ja fecundado torna esse

método ndo prejudicial ao embrido.

Diagnostico genético

pré- implantacional.

SOEIRO;
(2012).

Destaca 0 ato de que para realizar o
método é necessario 0 uso de um laser que
faz com que a zona pellcida se rompa

dando acesso as células.

O diagnostico genetico
pré-implantacional e as
técnicas de Reprodugéo
Assistida.

CASTANHED
E: (2020).

Biopsia do Blastdmero em estagio de clivagem

Informagdo em comum entre os artigos: A bidpsia do blastdmeros em estagio
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de clivagem € realizada no 3° dia de desenvolvimento do embrido, quando 0 mesmo apresenta

cerca de 6 a 8 celulas, para a analise € feito a retirada de 1 ou 2 blastémeros.



Quadro2: Apresentacao dos artigos sobre a bidpsia Blastomero em estagio de clivagem

Informacéo especifica de cada artigo

Nome do artigo

Autor-ano

Destacam a informacéo de que o
método em questdo é o mais
utilizado, ressaltam também o

mosaicismo que podem estar

-Dos gametas a gravides:
laboratdrio para o
tratamento de infertilidade.

-Diagnostico genético preé-

GOMES; (2015)

presentes nessas células causando implantacional e sua VERZELETTI,

alteragdes nos resultados. aplicacao na reproducdo POMPEU;
assistida. (2015).

Informa que mesmo com a retirada | A importancia do ARAUJO;

das células o embrido continua se procedimento de PGD- CARDOSO;

desenvolvendo normalmente, sem biopsia embrionéria para (2020).

gerar problemas ao futuro feto pois | diagnostico de mutacdes de

nesse estagio de desenvolvimento as | origem cromossémica.

suas celulas sdo totipotentes, ressalta

também seu uso frequente em

relagéo as doengas monogeénicas.

Destaca a origem do mosaicismo O diagnostico genético pré- | CASTANHEDE;

presente nas células, frisando que o | implantacional e as técnicas | (2020)

mesmo erro € oriundo de erros de de reproducdo humana

segregacdo durante a mitose. assistida.

Destaca o fato de que a analise do Diagndstico genético pré- MENDES;

embrido deve ser realizada no

mesmo dia que a coleta.

implantacional:prevencao ,
tratamento de doencas
genéticas e aspectos éticos-
legais.

COSTA:; (2010)

Relata a escolha de um ou dois
blastbmeros, sendo que em caso de
retirada de dois blastomeros diminui
a chance de desenvolvimento do
blastocisto, ja no caso de escolher
apenas um blastémero diminui a

chance de um resultado seguro em

Diagnostico

genético pré-implantacional

SOEIRO;
(2012).




relacdo a técnica de PCR.

Biopsia do Trofoblasto no estagio Blastocisto
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InformacGes em comum entre os artigos: Esta técnica é realizada no 5° dia de

desenvolvimento, quando ja possui cerca de 64 células, nela se faz possivel a analise de um

maior numero de células cerca de 6 a 10 células.

Quadro 3: Apresentacdo dos artigos sobre a bidpsia do trofoblasto no estagio blastocisto

Informacé&o especifica de cada artigo

Nome do artigo

Autor-ano

Técnica requer uma atencdo e
cuidado maior por se tratar de ser a
ultima fase de possivel analise do

embrido.

A importancia do
PGD-

biopsia embrionaria para

procedimento  de

diagndstico de mutacbes de

origem cromossdmica.

ARAUIJO;
CARDOSO;
(2020)

Pelo fato de analisar um namero
maior de células ela garante mais

chances de um resultado certo.

O diagndstico genético pré-
implantacional e as técnicas
de reproducdo  humana

assistida.

CASTANHEDE;
(2020).

A técnica dessa biopsia garante que
a massa celular interna continue

intacta e 0 embrido continua viavel.

Dos gametas a gravidez:
laboratorio para 0

tratamento da infertilidade.

GOMES; (2015).

Poucos embrides conseguem chegar
na fase de Trofoblasto em condicdes
de fertilizagdo in vitro. Possui a
desvantagem de que as células
trofoblasticas sejam diferentes da
massa celular interna gerando um

resultado incerto.

Diagnostico genético pré-
implantacional:prevencdo
tratamento de  doencas
genéticas e aspectos éticos-

legais.

MENDES;
COSTA,; (2010).

Uma vantagem que pode ser relatada
é o fato de que em embribes ate o
quinto dia em cultura in vitro pode

ocorrer a autosselecdo, sendo que a

Diagnostico genético pré-

implantacional

SOEIRO; (2012).




maioria  deles que  possuem

alteragdes  cromossomicas  sd@o

selecionados negativamente.

e Técnicas de analise

PCR- Reac¢do em cadeia de polimerase
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Informacdo em comum entre os artigos: A técnica de PCR consiste em sequenciar a

dupla fita de DNA, ele é comumente utilizado para o caso de doengas monogénicas.

Quadro 4: Apresentacao dos artigos sobre a técnica de PCR.

Informacao especifica de cada artigo | Nome do artigo Autor-ano
Possibilita a formagdo de uma grande | A importancia do | ARAUJO;
quantidade informacGes proprias do | procedimento de PGD-biopsia | CARDOSO;
DNA, podendo assim ser utilizado | embrionaria para diagndstico | (2020).
para investigacdo de mutacbes | de mutacdes de origem

especifica com sequencia conhecida. | cromossdmica.

Essa técnica consiste em a partir de | O diagnostico genético pré- | CASTANHE
atividade enzimatica promover a | implantacional e as técnicas de | DE; (2020).
duplicacdo das cadeias de DNA e | reproducdo humana assistida.

consiste em 3 etapas sendo elas:

desnaturacdo, anelamento e extensao.

A técnica de PCR possui como | Dos gametas a gravidez: | GOMES;
desvantagem a contaminacdo do | laboratério para o tratamento | (2015).
resultado por DNAs externos. da infertilidade.

Pode ocorrer falhas na amplificacdo | Diagnostico  genético  pré- | MENDES;
de alelos por conta da pouca | implantacional: prevencdo , | COSTA,
quantidade de DNA e também por | tratamento de doencas | (2010).
conta da contaminacdo por DNA | genéticas e aspectos éticos-

externo da amostra. legais.

Ha duas diferentes abordagens para | Diagnostico  genético  pré- | SOEIRO;
doengas monogénicas, sendo elas: a | implantacional (2012).

deteccdo direta de uma mutacdo, e




utilizar PCR multiplex de varios
marcadores polimorficos ligados ao
gene  especifico, permitindo a
identificacdo a segregacdo de alelos

normais ou mutados.

FISH-Hibridizacao in situ por fluorescéncia.
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Informacdo em comum entre os artigos: consiste em um método citogenético que

utiliza sondas fluorescentes que se ligam a partes especificas do cromossomo e que com 0

auxilio de um microscépio de fluorescéncia caso haja a hibridizac¢éo da regides com a sonda é

possivel a visualizagdo de uma area fluorescente.

Quadro 5: Apresentacgao dos artigos sobre a técnica FISH

Informacéo especifica de cada artigo Nome do artigo Autor-ano
Essa técnica realiza analise de cerca de 5 A importancia do AR
a 12 dos 23 pares de cromossomos procedimento de PGD- | AUJO;
biopsia embrionaria para | CARDOSO;
diagndstico de mutagOes de | (2020).
origem cromossomica.
A técnica FISH teve funcdo primaria | O diagnostico genético pré- | CASTANHE
como mapeamento genético humano, | implantacional e as técnicas | DE; (2020).
porém atualmente é mais utilizada para | de  reprodugdo  humana
fins como diagndstico genético para | assistida.
deteccdo de delecbes, duplicacbes
translocacdes e até mesmo aneuploidias.
Esta técnica pode ser utilizada para | Diagnostico genético pré- | MENDES;
alguns fins como: sexagem de embrides, | implantacional:prevencdo , | COSTA,
diagnostico de translocagbes e no | tratamento de  doencas | (2010).
diagnostico de aneuploidias. genéticas e aspectos éticos-
legais.
Possui algumas limitacbes como | Diagnostico genético pré- | SOEIRO;
exemplo a falha de hibridizacdo e | implantacional (2012).




também as sobreposicdes de sinais. Sdo
utilizadas 3 sondas diferentes para a
realizacdo do processo e atualmente a
técnica pode ser utilizada em doencas
como Distrofias musculares de Duchenne
e Becker, que sdo doencas monogénicas

causada por delegdes.

CGH- Hibridizacéo genémica comparativa
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Informac®es em comum entre os artigos: E um método de hibridizacio que pode ser

utilizada para avaliar todo o genoma, e tem a capacidade de identificar alteracdes

cromossomicas tanto de perda quanto de ganho.

Quadro 6: Apresentacao dos artigos sobre a técnica CGH

Informacé&o especifica de cada artigo Nome do artigo Autor-ano
Para sua realizacdo € necessario fazer um | A importancia do | ARAUJO;
confronto entre 0 DNA a ser pesquisado | procedimento de PGD- | CARDOSO;
e um DNA controle, analisando assim | biopsia embrionaria para | (2020).
todo o genoma e descantando a | diagndstico de mutacdes de

realizacdo de cultura de celulas. origem cromossomica.

A técnica permite analise dos 23 pares de | O diagnostico genético pré- | CASTANHE
cromossomos, diferentemente da FISH | implantacional e as técnicas | DE; (2020).
que consegue analisar somente uma | de reproducdo  humana

parte. assistida.

aCGH é uma técnica eficiente para | Diagnostico genético pré- | MENDES;
diagnosticar alteracdes como | implantacional: prevencao, | COSTA,;
monossomias e trissomias de regides | tratamento de  doencas | (2010).
cromossoémicas. Possui algumas | genéticas e aspectos éticos-

limitaces como: alto custo e também o | legais.

fato de ndo diagnosticar translocacGes

equilibradas e euploidias.

Existem duas variagdes da técnica sendo: | Diagnostico genético pré- | SOEIRO;
mCHG- hibridizacdo genémica com | implantacional. (2012).
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células em metéfase, técnica dura cerca
de 72 duas horas, e é recomendada em
casos de aneuploidias que afetam todo o
cromossomo. J& a outra variacdo
conhecida como aCHG- hibridizacao
genbmica comparativa com array que €
basicamente a mesma funcdo a mCHG
diferenciando somente em relacdo ao
tempo de analise, visto que a Achg é

feita de maneira totalmente automatizada

e Pelo fato de ndo se ter encontrado muito sobre as duas ultimas técnicas, a seguir sera

descrito apenas uma visao geral do que foi encontrado sobre os mesmos.

SNP array com apoio parental
O polimorfismo de nucleotideo Unico é caracterizado por variagfes genéticas na
sequencia de um alelo. Se diferencia da tecnica aCGH pelo fato de ndo ser necessario a

passagem para aanlise de um DNA controle.

Sequenciamento da Nova Geragdo — NGS

Essa técnica é a mais atual encontrada hoje, foi criada para ampliar as analises
embrionarias. Ela garante a andlise de uma maior parte do gene e também sequenciando
simultaneamente outros genes que possuem relacdo com uma dada doenca e também garante

o resultado de uma forma mais rapida e barata.

e De forma resumida basica, a biopsia dos embrides varia conforme o tempo de
desenvolvimento e qual a necessidade de uso do embrido, sendo que em casos de diagndsticos
relacionados a mde podemos utilizar a coleta apenas dos primeiro ou segundo corpusculo
polar, sendo realizada antes mesmo da fertilizacdo. J& 0 método de bidpsia do blastbmero em
estagio de clivagem é considerada por alguns autores a técnica mais utilizada, j& que como
citado no trabalho de suas células séo totipotentes e ndo interfere no desenvolvimento apés a
coleta, porém alguns trabalhos como no caso de CASTANHEDE(2020) e SOEIRO(2012),
citam o mosaicismo que ocorre durante a mitose e pode gerar resultados contraditorios com a

realidade. Com a técnica de Biopsia do Trofoblasto em estagio de clivagem ndo € diferente
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existem pontos positivos e também negativos sendo que 0s positivos estdo citados em
CASTANHEDE(2020), GOMES(2015) e SOEIR0O(2012), neles estdo destacados os fato de
gue nessa etapa existem mais células para analise, que a coleta ndo interfere no crescimento
futuro do embrido ja que a mesma ndo prejudica a massa celular interna e também ocorre a
autosselecdo em embrides com alteragdes.

e Emrelacdo as técnicas para analise, excluindo a técnica NGS que é a melhor técnica
desenvolvida atualmente no mercado dando um resultado mais preciso um custo inferior as
demais, o restante ndo ha muitas diferenca entre elas, apenas o fato de que cada uma pode ser
utilizada para fins distintos e analisando também um numero de cromossomos especifico,
como no caso da FISH que analisa somente um numero restrito de cromossomos,

diferentemente da CGH que faz analise do cromossomo completo.

4. CONCLUSAO

Contudo pode-se afirmar que o DGPI tem um papel significativo na vida de muitas
pessoas, como 0 caso de casais que tem o medo de ter filhos por conta de suas cargas
genéticas negativas. Vale ressaltar que o DGPI ndo é apenas usado em caso de pais que
possuem doencas genéticas hereditarias, ele pode ser utilizado para detectar aneuploidias do
embrido que o impeca de se implantar e desenvolver-se no Utero.

O DGPI conforme pode-se avaliar durante essa pesquisa € um procedimento composto por
etapas que vao desde a preparacdo para uma reproducdo assistida até a analise final do
embrido, tendo como etapas cruciais a coleta das células embrionarias e os diferentes tipos de
analises, etapas essas que sdo de suma importancia para que possa ocorrer uma analise

certeira, dando assim um diagnostico de seguranca para quem procura esses métodos.
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ANEXO A- NORMAS DA REVISTA
NORMAS PARA A PUBLICACAO DE ARTIGOS- REVISTA TERRA & CULTURA

Condigdes para submissdo

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagéo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que
n&o estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

o A contribuicdo € original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para
publicacdo por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em “Comentarios ao
editor”.

o O arquivo da submisséo esta em formato Microsoft Word, Open Office
ou RTF.

o URLSs para as referéncias foram informadas quando necessarias.

o O texto estd em espacamento 1.5; usa uma fonte Times New Roman,
tamanho 12 ; emprega italico em vez de sublinhado (exceto em enderecos URL); as
figuras e tabelas estdo inseridos no texto, ndo no final do documento, como anexos.

o O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos

em diretrizes para autores, na pagina sobre “Submissdes”.

Diretrizes para autores

1. Utilizar o editor de texto Word, em formato A4. O texto deve ser formado em
fonte Times New Roman, tamanho 12, espacamento entre linhas 1,5 e justificado. O artigo
deve ser inserido no Template da revista Terra & Cultura para submisséo.

2. O texto deve conter até 25 paginas.

3. Resumo é elemento obrigatério, ndo ultrapassar 250 palavras, escrito em
portugués e deve conter os seguintes itens: introducdo, objetivo, metodologia, resultados e
consideracdes finais.

4. Indicar até cinco palavras chaves em portugués. As palavras chaves devem constar
logo apds o resumo separadas por ponto final (.).

5. llustracdes como quadros, tabelas, fotografias e graficos (incluir se estritamente
necessarios), devem ser indicados no texto, com seu numero de ordem e 0 mais proximo do

texto onde a imagem foi citada e indicar a fonte.
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6. As notas explicativas devem vir no radapé do texto e devem ser indicadas com
numeros sobrescrito, imediatamente apds a frase quem fez mencao;

7. Os agradecimentos, se houver, devem figurar ap0s o texto.

8. Anexos/ apéndices devem ser utilizados quando estritamente necessarios.

9. As citagOes do texto devem seguir a norma NBR 10520/2002 da Associagdo
Brasileira de normas técnicas ( ABNT), utilizando-se o sistema autor-data. As referencias
bibliogréaficas (NBR 6023/ 2018) devem aparecer em lista Gnica no final do artigo e em ordem
alfabética, sendo de inteira responsabilidade dos autores a indicacdo e adequagdo das
referencias ao trabalhos consultados.

10. E de responsabilidade dos autores a revisdo dos artigos de acordo com a norma

culta da lingua portuguesa.



