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Desenvolvimento do Smart gPCR NIPT
Detecéao da trissomia 21 por PCR quantitativo em tempo-real

Objetivos

Os métodos de andlise atualmente utilizados nos testes pré-
natais ndo invasivos (NIPT) baseiam-se, fundamentalmente, na
sequencia¢do de nova geragdo (NGS). Esta metodologia tem
custos elevados dificultando a sua integragdo na pratica clinica
e, consequentemente, o acesso de médicos e pacientes a estes
testes. O presente documento descreve os resultados obtidos
num estudo cego de validagdo, no que respeita a precisdo de
uma nova metodologia baseada em PCR quantitativo em
tempo real. Com o Smart gqPCR pretendemos disponibilizar um
método inovador que seja mais acessivel e mais rapido.

Métodos

A nova metodologia deteta diferengas no padrao de metilagao
entre o ADN materno e o ADN fetal. Estas diferengas ocorrem
em regiGes especificas de determinados genes, nas quais o
ADN materno estd hipometilado e o ADN fetal esta
hipermetilado. Assim, estas regides sdo utilizadas como
biomarcadores de ADN para a determinagdo da Trissomia 21
no feto (Fig. 1 e 2). Apds os estudos iniciais de validagdo com
1500 amostras foi realizado um estudo de validagdo cego, com
uma entidade independente, para determinar a performance
clinica desta nova metodologia utilizando, para tal, amostras
de sangue periférico de mulheres gravidas (gestagdes
singulares, exclusivamente). Apds o isolamento do ADN livre
utilizando a plataforma de extragdo automatizada
QlAsymphony, efetuou-se a digestdo com enzimas de restri¢ao
sensiveis a metilagdo, seguida de um PCR multiplex
guantitativo. Os dados do PCR foram avaliados com o software
PrenaTest DAP.plus (com certificagdo CE).

Os resultados obtidos por qPCR foram comparados com os
obtidos pelo Prenatest baseado em NGS.

Resultados

Os resultados das 966 amostras testadas demonstram uma
propor¢do de concordancia positiva (sensibilidade) de 100%
(limite inferior IC 95%= 91,8%; n = 35/35) e proporgdo de
concordancia negativa (especificidade) de 100% (n=931/931).
O valor preditivo negativo do qPCR e da Sequenciagdo de Nova
Geragdo foi de 100% (limite inferior IC 95% = 99,68). A fragdo
fetal média foi de 8,1%. A metodologia de gPCR apresentou
resultados fidveis em 54 amostras com percentagem de ADN
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fetal menor que 4%, sendo a concentragdo minima exigida
igual a 2,4%.

ADN fetal normal — Cr.21 negativo

ADN fetal anormal — Cr.21 positivo
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Fig.1: Metilagdo especifica na regido de referéncia e na
regido alvo (Cr.21)
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Fig.2: Quantificagdo relativa
Concluséo

Os resultados obtidos sugerem que o PCR quantitativo é um
método robusto e fidvel que pode ser utilizado na pratica
clinica, seguindo as recomendagdes das sociedades médicas
internacionais. A nova metodologia tem um custo
significativamente menor permitindo, ainda, a diminuigdo do
tempo de resposta. Ao contrdrio dos NIPT atualmente
disponiveis que exigem, pelo menos, 4% de ADN fetal na
amostra, o qPCR pode ser realizado em amostras em que a
percentagem de ADN fetal é menor (no minimo, 2,4%). Em
resumo, o Smart qPCR tem potencial para se tornar a
metodologia de referéncia a nivel global sendo recomendado
a todas as grdvidas, independentemente da sua idade e risco.
Encontram-se ja a ser realizados estudos que visam incluir a
determinagdo das trissomias 18 e 13 por esta mesma
metodologia.
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