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RESUMO

O Diagnéstico Pré-implantacéo (DPI) corresponde a um método de diagnostico precoce,
que permite reduzir a0 maximo o risco de transmissao de doencas genéticas a descendéncia. A
recolha do material para estudo genético pode ser efetuada em diferentes fases do
desenvolvimento embrionéario, através de bidpsia de corpos polares, de blastomeros ou de
trofoblasto. O material obtido € sujeito a analise genética para pesquisa de anomalias. O
resultado deste processo sera a selecdo e implantacdo de embrides ndo portadores da anomalia.
O DPI em corpos polares é o método de DPI mais precoce. Permite deduzir a informagéo
genética dos ovacitos, atraves da analise dos seus corpos polares, previamente a finalizacao do
processo de fecundacdo. Corresponde assim a uma forma de diagnostico pré-embrionario.
Neste trabalho, efetuou-se uma pesquisa da literatura cientifica existente sobre DPI, com
incidéncia particular na técnica de diagndstico em corpos polares, de forma a fazer uma revisédo
acerca das suas indicacdes, vantagens, limitagOes, perspetivas futuras de utilizacdo e
implicacdes éticas.

Concluiu-se que a bidpsia de corpos polares € uma técnica precisa, segura e eficaz para
realizacdo de DPI, ndo apresentando diferencas significativas na detecdo de anomalias
genéticas em casais com risco de transmissdo de anomalias genéticas de origem materna a sua
descendéncia, relativamente a outras técnicas de bidpsia.

Apesar da comprovada eficacia e das Obvias vantagens a nivel ético, o DPI em corpos
polares ndo permite a avaliacdo do componente paterno do embrido, ao contrario das técnicas
de bidpsia embrionaria. Assim, apesar do entusiasmo inicial, a bidpsia de corpos polares é a
técnica de bidpsia menos utilizada atualmente a nivel global.

O surgimento de novos campos de aplicacdo, como o diagnostico de doencas de

hereditariedade mitocondrial, a utilizacdo de novas técnicas de sequenciacdo e a discussao sobre
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a utilizacdo dos corpos polares no Rastreio genético pré-implantacdo (RGPI), podera contribuir
para 0 aumento da importancia atribuida a esta técnica. Contudo, realga-se a importancia de
realizacdo de mais estudos, preferencialmente prospetivos e multicéntricos, de forma a

clarificar a eficéacia, vantagens, limitacdes e novas aplicacdes da bidpsia de corpos polares.

Palavras-chave: diagndstico pré-implantacdo; diagndstico pré-natal; corpos polares;
bidpsia; técnicas de reproducdo medicamente assistida; rastreio genético pré-implantacéo;

ovOcitos; meiose.
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ABSTRACT

Preimplantation diagnosis (PID) is a method of early diagnosis, which allows
minimizing the risk of transmitting genetic diseases to the offspring. The removal of genetic
material can be performed at different stages of embryonic development through biopsy of polar
bodies, blastomeres or trophoblast. The obtained material undergoes genetic analysis, to search
for specific abnormalities. This process ends in the selection and implantation of embryos that
do not carry the abnormality. PID in polar bodies is the earliest method of PID. It allows the
deduction of the oocyte’s genetic information, through the analysis of their polar bodies, prior
to the finalization of the fertilization. Thus, it is considered a pre-embryonic diagnosis. In this
paper, we performed a search of the scientific literature about PID, with particular focus on the
polar bodies diagnosis, in order to make a review about its indications, advantages, limitations,
future prospects and ethical implications.

We conclude that polar body biopsy is a precise, safe and effective technique to perform
PID, for the detection of the maternal transmission of genetic anomalies in couples at risk,
comparable to other biopsy techniques.

Despite its proven efficacy and its obvious ethical advantages, PID in polar bodies does
not allow the evaluation of the paternal contribution to the genetic constitution of the embryo,
unlike the embryo biopsy techniques. Therefore, despite the initial enthusiasm, polar bodies
biopsy is now the less used technique.

The emergence of new fields of application, such as the detection of inherited
mitochondrial diseases, the use of new sequencing techniques and the discussion about the role
of polar bodies in Preimplantation genetic screening (PGS), may lead to its increasing

importance. However, there is a need to perform more studies, preferably prospective and
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multicentric studies, in order to clarify the efficacy, advantages, limitations and new

applications of the polar bodies biopsy.

Keywords: preimplantation diagnosis; prenatal diagnosis; polar bodies; biopsy; assisted

reproductive techniques; preimplantation genetic screening; oocytes; meiosis.
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INDICE DE ABREVIATURAS

ADN — Acido desoxirribonucleico

ADO - Allele dropout

CGH — Hibridizacdo genémica comparativa

CPI — Primeiro corpo polar

CPII — Segundo corpo polar

DPI — Diagndstico Pré-Implantacao

DPN — Diagndstico Pré-Natal

ESHRE — Sociedade Europeia de Reproducéo e Embriologia Humana
FISH — Hibridizagdo fluorescente in situ

FIV — Fecundacéo in vitro

hCG — Gonadotrofina corionica humana

HLA — Antigénios humanos leucocitarios

ICSI — Injecéo Intracitoplasmatica de espermatozoides
MI — Primeira divisdo meiotica

MII — Segunda divisdo meidtica

mtADN — Acido desoxirribonucleico mitocondrial
PCR — Reacdo de polimerizacdo em cadeia

PMA — Procriacdo medicamente assistida

RGPI — Rastreio Genético Pré-Implantacédo

SNP — Polimorfismo de nucleétido Unico
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INTRODUCAO

Atualmente sdo conhecidas milhares de doencas genéticas hereditérias. Estas doengas
tém uma esperanga de cura reduzida, pelo que o principal foco da investigacdo se prende com
a prevencao do seu aparecimento, através de técnicas de diagndstico cada vez mais precoce, de
forma a evitar o nascimento de individuos afetados.!

As técnicas de Diagnostico Pré-natal (DPN) e Diagnéstico Pré-implantacdo (DPI) sdo
utilizadas em casais com risco de transmitir uma doenca genética a sua descendéncia. Face a
este risco, estes casais podem optar entre: ndo ter filhos; recorrer & adogdo; optar por uma
gravidez sem qualquer tipo de diagnostico genético, aceitando a possibilidade de transmitir a
doenca a descendéncia; recorrer a doacdo de gametas ou recorrer a técnicas de diagndstico
precoce.!?

Quando a opcdo é realizar DPN, a mulher engravida sem recurso a qualquer tipo de
técnica de procriacdo medicamente assistida (PMA), sendo o feto testado durante a gravidez,
atraves de técnicas como a bidpsia de vilosidades corionicas (das 10 as 12 semanas de gestacéo)
ou a amniocentese (das 16 as 20 semanas de gestacdo).>* No caso de o feto ser afetado pela
doenca em causa, existe a opcdo de optar pela interrupcdo médica da gravidez. Contudo, €
importante relembrar que a interrupcdo meédica de uma gravidez desejada constitui um evento
traumatico para o casal e respetiva familia.*

O DPI foi introduzido na década de 90 como alternativa ao DPN®, de forma a reduzir ao
maximo o risco de transmissdo de doencas genéticas, permitindo iniciar gestacfes apenas de
embriGes ndo afetados pela condigdo em causa.® Desde entdo, estas técnicas evoluiram e
ampliaram as suas aplicacdes, estando atualmente estabelecidas como opg¢des reprodutivas,
oferecidas em centros especializados em todo o mundo. A recolha do material genético pode

ser efetuada em diferentes fases do desenvolvimento embrionario, através de bidpsia de corpos
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polares, de blastomeros ou de trofoblasto. O material obtido é sujeito a testes moleculares, para
pesquisa de uma anomalia genética previamente conhecida na familia.>® O resultado deste
processo sera a implantacdo apenas de embrides ndo portadores desta anomalia, de forma a
evitar a sua transmissdo a descendéncia.t

O DPI em corpos polares € o método de DPI mais precoce, permitindo deduzir a
informacdo genética dos ovdcitos, atraves da analise dos seus corpos polares, previamente a
finalizacdo do processo de fecundagdo.”®

As técnicas de DPN e DPI estdo frequentemente envoltas numa enorme carga moral e
emocional. Por um lado, os casais que optam pela utilizacdo de técnicas de DPN apds uma
concegdo natural, sujeitam-se a necessidade de realizacdo de uma interrupcdo médica da
gravidez. Por outro lado, aqueles que optam pelas técnicas de DPI vém-se confrontados com o
impacto fisico e psicoldgico associado as técnicas de PMA, com a incerteza de sucesso destas
mesmas técnicas e com as suas implicagdes éticas.®

Procedeu-se a uma revisao da literatura existente sobre DPI, com incidéncia particular
na técnica de diagndstico em corpos polares, suas indicagdes, vantagens, limitacdes, perspetivas

futuras de utilizagdo e implicaces éticas.
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MATERIAL E METODOS

Efetuamos uma pesquisa da literatura cientifica recorrendo as bases de pesquisa
PubMed, MedLine e B-on, utilizando as seguintes palavras-chave: PGD, Polar Bodies, ART,
Aneuploidy Polymorphisms, Polar body diagnosis e PGS, conjugadas utilizando os termos “or”,
“and” e “MeSH”.

A pesquisa foi realizada entre os anos de 1990 e julho de 2015, sendo limitada a artigos
publicados em inglés, dando preferéncia a estudos retrospetivos e de revisdo sistematica,
referentes as principais publicacdes europeias e norte-americanas. Procedeu-se a leitura dos
titulos e dos resumos dos artigos obtidos e selecionaram-se aqueles cujo contetdo se mostrou
mais relevante. Posteriormente foram recolhidos alguns artigos considerados importantes

através da sua referéncia nos artigos selecionados originalmente.

10
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DIAGNOSTICO PRE-IMPLANTACAO - Desenvolvimento e aplicacao

O DPI constitui uma das opcdes reprodutivas que podem ser oferecidas a casais com
risco de transmitir uma alteragdo genética ou cromossomica a sua descendéncia.?

A utilizacdo deste método precoce de diagnéstico permite evitar o sofrimento associado
a ocorréncia de abortos espontaneos recorrentes (como no caso de portadores de translocacdes
equilibradas) ou a necessidade de recorrer a interrupgdo médica de gravidez, apés diagnostico
de um feto afetado através das técnicas de DPN, uma vez que permite a implantacao apenas dos
embribes ndo afetados pela anomalia genética em causa. Desta forma, € dada a estes casais a
possibilidade de conceber uma crianca geneticamente relacionada, sem necessidade de
considerar a interrupcio médica da gravidez.*%1!

Por este motivo, desde a primeira descricdo da utilizacéo das técnicas de DPI, em 1990
por Handyside et al., estas foram globalmente difundidas e novas tecnologias foram
rapidamente desenvolvidas. Inicialmente, o DPI foi aplicado num conjunto de casais com risco
de transmissdo de uma doenca com hereditariedade ligada ao X, tendo sido efetuada a selecao
de embrides do sexo feminino, de forma a evitar o nascimento de criancas do sexo masculino,
potencialmente afetadas. Neste caso, a bidpsia foi efetuada através da remocdo de um
blastomero de embrides em estadio de clivagem e foram utilizadas técnicas de reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR) para detecdo de segmentos do cromossoma Y. Os embrides
contendo o cromossoma Y foram eliminados, implantando apenas aqueles que ndo possuiam
este cromossoma.?*'? Deste entdo, as indicagGes para realizacio de DPI sofreram uma
evolucdo, passando atualmente pela detecdo de inUmeras doencas monogénicas, de anomalias
cromossomicas (numéricas ou estruturais) e ainda por algumas indicagdes mais controversas

como a determinacdo do sexo para fins ndo médicos, a tipagem de Antigénios humanos

11
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leucocitérios (HLA) e os sindromes de predisposi¢do hereditaria para cancro, com penetrancia
incompleta.?®

O desenvolvimento e a introducédo na pratica clinica das técnicas de PMA permitiram o
desenvolvimento dos métodos de DPI, devido a possibilidade de manipulacdo e analise de
embriGes nos estadios iniciais de desenvolvimento. Estas técnicas passam pela estimulacéo
ovarica controlada, de forma a produzir um nimero adequado de ovécitos. Apos colheita dos
ovacitos, estes sdo fecundados, inicialmente através de técnicas de Fecundagéo in vitro (FIV)
e, atualmente através de técnicas de Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
(microinjecdo controlada de um Unico espermatozoide no interior do ovocito). Posteriormente,
os embrides sdo cultivados in vitro até & sua transferéncia para o Gtero.>%13

De seguida, € necessario realizar a biopsia para estudo do material genético. Nos tltimos
20 anos, tém sido principalmente utilizados embrides em estadio de clivagem (no terceiro dia
de desenvolvimento embrionario), através da bidpsia de 1 ou 2 blastomeros, correspondendo
esta técnica a cerca de 90% dos ciclos de DPI. A nivel da acuidade do diagndstico, a utilizacdo
de 2 blastomeros é vantajosa, apesar de mais agressiva para o embrido. Outros metodos foram
ja desenvolvidos para recolha de material genético, nomeadamente a bidpsia de trofoblasto e
de corpos polares.?*

A bidpsia de corpos polares foi inicialmente efetuada através da bidpsia isolada do
primeiro corpo polar (CPI), tendo-se evoluido posteriormente para biépsia do CPI e do segundo
corpo polar (CPII), de forma sequencial ou simultanea.? Este procedimento sera descrito
pormenorizadamente no seguimento deste texto.

A bidépsia de trofoblasto € realizada no estadio de blastocisto, correspondendo
atualmente a uma alternativa eficaz para realizacdo de DPI. A bidpsia é realizada 5 a 6 dias
apos a ICSI e permite a recolha de 5 a 10 células, o que facilita a realizacdo de um diagnéstico

fidedigno, diminuindo a taxa de erros. Esta técnica beneficiou substancialmente da introducdo

12
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da vitrificacdo como método de criopreservacdo de blastocistos, ganhando tempo extra para
realizacdo dos testes genéticos. A vitrificacdo permite um arrefecimento e aquecimento ultra
rapido do blastocisto, evitando-se a formagdo de cristais, mantendo uma elevada taxa de
sobrevivéncia do blastocisto e desenvolvimento embrionario bastante satisfatério.?>"1

Também as técnicas de diagndstico genético tém sofrido uma constante evolucdo. As
técnicas de PCR baseiam-se num processo de amplificacdo do acido desoxirribonucleico
(ADN), de forma a permitir a andlise genética. A PCR foi a primeira técnica a ser utilizada para
fins de DPI, com amplificacdo de segmentos de cromossoma Y, para detecdo do sexo do
embrido em situacOes de doencas de hereditariedade ligada ao X. O desenvolvimento de novas
técnicas de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) permitiu novas estratégias de diagnostico
genético baseadas na utilizacdo de sondas de ADN marcadas por fluorescéncia, especificas de
cromossomas. Contudo, a sua aplicabilidade é limitada pelo facto de permitir a detecdo de um
namero limitado de cromossomas por célula. Nesta sequéncia, surgiram as técnicas de
hibridizacdo genomica comparativa (CGH) como forma de determinacdo do cariotipo
completo, para possibilitar a detecdo de aneuploidia relacionada com qualquer cromossoma.
Finalmente, podem ainda utilizar-se arrays de Polimorfismos de nucledtido Unico (SNP). Esta
técnica utiliza os milhares de SNPs presentes ao longo de todo o0 genoma, através de estudos de
ligacdo, baseados num determinado haplotipo (obtido atraves da andlise do genoma de
familiares). Apesar de informativa, esta técnica é dispendiosa e ainda ndo se encontra
amplamente estabelecida.?35"

Apesar de atualmente corresponder a uma das op¢des reprodutivas mais aliciantes para
casais com risco genético, recorrer as técnicas de DPI ndo constitui nunca uma opcao facil. Este
tipo de diagndstico implica por vezes algum tempo de espera, de forma a validar o teste
especifico a utilizar em cada casal e obriga a utilizacéo de técnicas de PMA. Estas técnicas tém

um grande impacto fisico e emocional para o casal, uma vez que existe risco de gravidez
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gemelar, devido a implantacdo de multiplos embrides, hd possibilidade de formacdo de
embribes excedentarios e necessidade de eliminar os embrides afetados, o que tem implicacdes
éticas e morais. Associadamente, as técnicas de DPI tém uma taxa de sucesso por ciclo
relativamente baixa, tendo a Sociedade Europeia de Reprodugdo e Embriologia Humana
(ESHRE) reportado em 2014 uma taxa média de gravidez por centro de 23,04%. A
possibilidade de realizacdo de um diagnéstico errado ou inconclusivo e o grande impacto
econdmico sdo também desvantagens desta técnica.>!116

Em 2004 atingiu-se o marco de 1000 nascimentos com recurso a técnicas de DPI e
estima-se que em 2010 se tenham ultrapassado os 10000 nascimentos. O DPI evoluiu néo so6
como uma antecipagdo das metodologias de DPN, mas como uma nova modalidade de
diagndstico, com vantagens em situacdes especificas e sem o impacto emocional decorrente da
interrupgdo médica de uma gravidez de um feto afetado. Prevé-se uma utilizagdo crescente

destas técnicas, a medida que o seu desenvolvimento permite uma maior eficacia.’

14
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OVOGENESE

A meiose compreende um conjunto de processos celulares, divididos em duas fases: a
primeira divisdo meidtica (MI) e a segunda divisdao meiética (MII) e é a grande responsavel
pela formacdo dos gametas humanos (células haploides envolvidas na fecundagdo, que se
fundem para permitir a formacao de um zigoto diploide).® Contrariamente a meiose masculina,
um processo continuo, a meiose feminina ocorre em fases distintas, separadas por uma janela
temporal que pode variar de anos até décadas.!” As duas divisdes meidticas originam um
ovacito haploide e a dois corpos polares, que se individualizam do ovdcito apds cada diviso.*8

Uma mulher nasce com um numero finito de ovdcitos, ndo havendo geralmente
producédo de novos ovocitos apds o nascimento. Estas células sofrem um processo maturativo,
que se inicia com a MlI, onde ocorre duplicagdo dos cromossomas, transformando o ovdcito
numa celula diploide. Nesta célula, os cromossomas homdlogos alinham-se a nivel do fuso
meidtico, permitindo a ocorréncia de troca de material genético entre as cromatides dos
cromossomas homologos. Este fendmeno ocorre através da formacdo de quiasmas, num
processo denominado crossing-over. Neste ponto, o ciclo celular sofre uma pausa até a
ovulagio, que pode durar anos ou décadas.’

Aquando da ovulacdo, os cromossomas homdlogos separam-se e migram para polos
opostos do fuso meidtico, originando dois conjuntos de 23 cromossomas (cada um com duas
cromatides). O fuso meidtico possui uma localizacdo ndo-equatorial, pelo que duas massas
citoplasmaticas desiguais sao formadas. No final da MI, um conjunto de cromossomas, envolto
por uma pequena massa citoplasmatica é libertado de forma a constituir o CPI enquanto o outro
conjunto de cromossomas permanece no ovacito. Nesta fase, o ciclo celular sofre novamente

uma pausa até a fecundago.!’1920
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A formacéo do CPII ocorre ap0s a penetracdo do espermatozoide no interior do ovacito.
Nesta altura, as crométides sdo separadas em dois conjuntos, permanecendo um deles no
ovacito e sendo o outro expulso, juntamente com uma pequena massa citoplasmatica, de forma
a formar o CPII. Se as duas divisGes meiodticas ocorrerem de forma normal e os dois corpos
polares forem devidamente formados, no final deste processo o CPII e o ovécito terdo 0 mesmo
nimero de cromatides.’®?! O processo de formagdo dos corpos polares esta apresentado de
forma esquematica na Figura 1. As cromatides no CPII sdo protegidas por um invélucro nuclear

mais resistente do que ocorre no CPI, o que Ihes confere maior resisténcia.?®?

CPI CP1

MI MII

Ovécito Ovécito Ovécit &
6cito CPII

Figura 1: Meiose e formacdo do CPI e CPII, tendo como ponto de partida um ovocito

diploide. [Adaptado de 8]

Os corpos polares correspondem a pequenas células resultantes da primeira e segunda
divisdes meioticas, e contém material genético redundante cuja principal funcdo é permitir a
formacdo de um ovdcito haploide, de forma a originar um zigoto diploide ap6s a fecundacéo.
Cada corpo polar possui na sua constituicdo um pequeno volume citoplasmatico, com
mitocéndrias, ribossomas, granulos corticais e outro material citoplasmatico. O CPI possui 23
cromossomas, cada um deles constituido por duas crométides, enquanto o CPII possui apenas

23 cromatides, correspondendo a uma célula haploide.20
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Apobs o processo de fecundagdo, os prondcleos feminino e masculino, que contém a
informagdo genética materna e paterna respetivamente, encontram-se no ovaécito e fundem-se,
dando origem ao zigoto. Est&o nesta altura reunidas todas as condic¢Oes para a ocorréncia da
primeira divisdo mit6tica, dando seguimento ao restante processo de desenvolvimento

embrionario 819
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DIAGNOSTICO PRE-IMPLANTACAO EM CORPOS POLARES

Apos a fecundacdo do ovdcito, os corpos polares ndo desempenham nenhuma funcéo
bioldgica relevante para o desenvolvimento embrionario, pelo que podem ser removidos e
utilizados para efeitos diagnodsticos de forma segura, sem riscos para o desenvolvimento
embrionario subsequente, 8192022

Foi com base neste pressuposto que, na década de 80, a Organiza¢gdo Mundial de Saude
propds a utilizagdo dos corpos polares como uma possivel abordagem para realizagéo de DPI.%2
A utilizacdo de corpos polares foi considerada uma técnica de DPI mais precoce do que as
técnicas baseadas na biopsia embrionaria, uma vez que permite que a analise genética ocorra
antes da finalizacdo do processo de fecundacdo, previamente a formagdo do embrido. Ja na
década de 90, a biopsia de corpos polares foi aplicada na pratica clinica, constituindo atualmente
uma abordagem bem estabelecida para realizagio de DPI 1922

Como todas as outras tecnicas de DPI, o DPI em corpos polares inicia-se pela realizagédo
de técnicas de PMA, permitindo a maturacdo, remocao e fecundacdo de um ndmero variado de
ovacitos.?%24

E importante ter em conta que o recurso a técnicas de PMA condiciona um dos
principais responsaveis pela taxa de sucesso reprodutivo relativamente baixa associada aos
ciclos de DPI. Pensa-se que a elevada prevaléncia de aneuploidia nos embriées humanos possa
corresponder a causa deste relativo insucesso, uma vez que embrides aneuploides originam
taxas de implantacdo inferiores e aumento do risco de abortos espontaneos numa fase inicial da
gestacdo. Adicionalmente, existe evidéncia cumulativa que certos grupos de casais que
recorrem a técnicas de reproducdo medicamente assistida, como por exemplo mulheres com
idade materna avancada, tém um risco elevado de originar ovocitos e embrides com anomalias

cromossOmicas, uma vez que a idade materna avancada esta associada ao aumento da
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frequéncia de aneuploidia nos ovAcitos e nos embrides resultantes. Assim, estes casais estdo
associados a ocorréncia de taxas de sucesso significativamente inferiores.}”232°

Para que o diagnoéstico seja realizado de forma correta, é necessario que as células
utilizadas para analise genética sejam representativas da constituicdo cromossémica do embrido
e que a sua bidpsia ndo altere significativamente a viabilidade embrionéria apés transferéncia e
implantacdo, o que se verifica com a utilizagio de corpos polares.?® Aspetos criticos associados
a técnica, que permitem assegurar a realizacdo de um diagndstico correto, correspondem a
abertura atraumatica da zona pellcida (o revestimento extracelular do ovécito), remocao de
corpos polares integros dentro de um timing definido e diagndstico genético preciso.® Estes

aspetos serdo abordados de seguida de forma mais detalhada.

Evolucédo da técnica

Depois de uma fase inicial de avaliagdo da eficacia das técnicas de DPI, atualmente estas
sdo consideradas técnicas bem estabelecidas na pratica clinica. Apesar disso, mantém-se a
continua necessidade de realizacdo de estudos para comprovar a sua eficacia, para melhoria das
diversas técnicas utilizadas e para desenvolvimento de novas metodologias e campos de
atuacdo, com expansdo da sua aplicacdo a uma variedade de condicGes para as quais o DPI
ainda nio foi, até agora, considerado.?*2

O DPI em corpos polares foi inicialmente descrito em 1990 por Verlinsky et al., como
método de analise de anomalias cromossdémicas numéricas, sendo utilizada alguns anos mais
tarde para detecdo de anomalias monogeénicas. Apos estas aplicagdes iniciais, a sua utilizacdo

tornou-se mais abrangente, tendo sido descrita, a titulo de exemplo, para andlise de
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translocagcdes em 1998, para detecdo de doengas com hereditariedade ligada ao X em 2001 e
para tipagem de genes HLA em 2001.%

Inicialmente foi utilizada a andlise isolada do CPI. Esta abordagem foi considerada
como o prot6tipo do diagndstico pré-concecional, uma vez que a bidpsia € efetuada previamente
a fecundagdo. Contudo, a informacdo obtida pela andlise isolada do CPl mostrou-se
insuficiente, porque ndo permite inferir o contedo genético do embrido, uma vez que ndo
permite detetar todas as anomalias genéticas, ja& que uma grande parte dos erros meiéticos
ocorre na MIIl. Com a adi¢do da informacdo dada pelo CPII, é possivel inferir a informacéo
contida no ovécito de forma mais precisa, pelo que se optou mais tarde pela biépsia do CPI e
do CPII, de forma a obter informagdo mais fidedigna.?22%%’

Também a possibilidade de ocorréncia de allele dropout (ADO), constitui um dos
fatores associados a preferéncia da analise do CPl e CPIl. O ADO corresponde a falha de
amplificacdo de um dos alelos testados, o que pode levar a realizacdo de diagnosticos errados.
Constitui uma das principais causas de erros diagndsticos através de técnicas de DPI1.23%° Para
evitar a ocorréncia ndo detetada de ADO, é necessario efetuar a andlise do CPI e CPII, associada
a pesquisa de uma mutacdo ou anomalia especifica em combinacdo com multiplos marcadores
genéticos. Foi demonstrado por Verlinsky et al. que a utilizacdo de trés ou mais marcadores
polimarficos, associados a anomalia em estudo, reduz a taxa de erro diagnostico devido a ADO,
de um valor que poderia atingir os 27%, para quase 0%.22242°

A bidpsia de corpos polares mostra-se como uma abordagem particularmente
interessante a nivel ético, por ndo envolver a micromanipulacdo do embrido. Num estudo
realizado por Kuliev e Rechitsk, para pesquisa de mutaces maternas no CPI e no CPII, a analise
genética foi completa em menos de 9 horas, enquanto todos os ovocitos testados ainda se
encontravam em fase de prondcleo. Assim, eliminaram-se 0s ovocitos portadores do alelo

mutado antes da singamia, previamente a formagao de um embrio diploide.?
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No entanto, apesar das vantagens éticas, a biopsia de corpos polares ndo é a primeira
opcao na prética clinica. Uma das principais razdes para esta disparidade prende-se com facto
de a bidpsia embriondria, um método que faculta informacdo mais abrangente pela
possibilidade de analise do componente materno e paterno, apenas ser restrita por lei num grupo
reduzido de paises, continuando a ser a abordagem mais frequentemente utilizada.?*-*

A avaliagdo morfolégica do CPI relaciona-se com a taxa de fecundacéo,
desenvolvimento e implantacdo do embrido, apds protocolos de FIV ou ICSI. CPI redondos ou
ovoides com uma superficie lisa, apresentaram taxas mais altas de fecundacdo, melhor
morfologia embrionéria e maiores taxas de blastulacdo, implantacdo e gravidez, do que CPI
fragmentados ou com um tamanho superior ao normal.?

Adicionalmente, tém surgido evidéncias que apontam para novas aplicacdes dos corpos
polares, nomeadamente na detecdo de doencas de hereditariedade mitocondrial e na aplicagédo
de novas técnicas, como a sequenciacdo single-cell whole-genome. Contudo, é uma questéo
central assegurar a concordancia entre as alteracdes deduzidas através da analise dos corpos
polares e o ovdcito correspondente, bem como determinar se as alteragcdes epigenéticas

presentes nos corpos polares e no ovdcito sio ou ndo idénticas.?

Biopsia de corpos polares

A abertura ndo traumatica da zona pelucida e a extracdo de corpos polares integros num

timing correto, correspondem a passos essenciais para correta realizacdo de DPI, uma vez que

a lesdo do ovdcito durante a técnica pode levar a sua perda e a integridade dos corpos polares é

essencial para o seu correto diagnostico genético.%2731
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Historicamente, a abertura da zona pelUcida para bidpsia de corpos polares era efetuada
mecanicamente, como descrito pela primeira vez por Verlinsky et al.. Este método é seguro e
eficaz. No entanto, outras técnicas foram desenvolvidas, sendo atualmente possivel efetuar uma
abordagem mecanica, quimica ou assistida por laser.#22:31

A abertura mecanica da zona pellcida consiste na realizacdo de uma incisdo longitudinal
com aproximadamente 30-40 um (abordagem convencional) ou na realizagcdo de duas incisées
perpendiculares (abordagem tridimensional). Estas abordagens permitem 0 acesso ao espago
perivitelino, possibilitando a aspiracdo dos corpos polares com recurso a capilares de vidro.
Estudos realizados para avaliar a eficadcia desta técnica ndo encontraram diferencas
significativas a nivel da idade gestacional, tipo de parto, peso e comprimento a nascenca,
anomalias congénitas ou desenvolvimento pos-natal aquando da utilizagio destas técnicas.?’*

A abertura quimica da zona peldcida utiliza acido de Tyrode (com um pH de 2,3) para
criar uma abertura maior, cujo tamanho nem sempre é controlavel. Ainda ndo é claro se a
exposicdo a acido pode interferir com o desenvolvimento embrionario e implantacdo
subsequentes, questionando-se se a digestdo quimica das glicoproteinas da matriz da zona
pellcida poderda comprometer a viabilidade do ovocito. Esta técnica, apesar de ter sido descrita
por alguns autores como sendo inapropriada, continua ainda a ser utilizada.?”*3

A abertura da zona pelucida assistida por laser foi introduzida no inicio da década de 90
como forma alternativa para penetracdo da zona pelicida e manipulacdo de embribes, sendo
posteriormente aplicada a bidpsia de corpos polares. Atualmente sdo utilizados sistemas de laser
de diodo de infravermelho sem contacto, uma vez que ndo estdo associados a potencial
teratogénico, ao contrario dos laser de radiacdo ultravioleta. A dimensdo da abertura pode ser
definida com grande precisdo, variando o tempo de exposicdo. Varios estudos demonstraram a
auséncia de efeitos adversos da utilizacdo desta técnica quer a nivel do desenvolvimento

embrionario, quer a nivel da taxa de implantacdo e gravidez. Também a taxa de lise do ovdcito
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apos o procedimento foi avaliada, concluindo-se ndo ser superior a verificada com as técnicas
de ICSI1.2"3 Contudo, a taxa de traumatismo do ovdcito ndo é inexistente, rondando os 0,5% a
1%.8 A abordagem assistida por laser é mais simples, tendo uma menor curva de aprendizagem,
ndo tendo sido encontradas diferengas estatisticamente significativas em relacdo a abordagem
mecénica tridimensional, pelo que a generalizacdo desta técnica podera ser benéfica. 132

Através de uma das técnicas previamente abordadas, a zona pelucida é aberta e o CPI é
aspirado. O ovocito é entdo inseminado, aguardando-se até a formacéo do prondcleo e extrusdo
do CPII, sendo este removido de forma semelhante ao CP1.22 No caso de se pretender a remogao
simultanea do CPI e CPII, o ovdcito é mantido numa posi¢cdo que permita que 0s corpos polares
se localizem aproximadamente & 1 hora. E entfo efetuada uma abertura entre a 1 e as 2 horas,
permitindo a extracdo simultanea de ambos os corpos polares.®

O CPI pode ser removido do ovocito, no dia da recolha deste, entre 36 a 42 horas ap0s
injecdo de gonadotrofina corionica humana (hCG). O CPI e CPIl podem ser removidos
simultaneamente até as 22 horas ap0s a inseminacdo, uma vez que a partir das 22 horas, €
provavel que ocorra degeneracdo do CPI. Apesar da fiabilidade destas técnicas, a bidpsia

embrionaria pode ser necessaria para confirmar os resultados da bidpsia de corpos polares.*

Detecdo de anomalias genéticas

Vérios métodos tém sido aplicados a detecdo de anomalias genéticas e cromossomicas,
através da analise de corpos polares. Estes métodos sdo essencialmente semelhantes aos
utilizados para as técnicas de DPI em geral e baseiam-se em trés tipos de técnicas: FISH, PCR
e CGH. As técnicas de FISH permitem detetar anomalias cromossdmicas através da utilizacdo

de sondas marcadas com fluorescéncia, que se ligam a determinadas sequéncias alvo. Deste
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modo, sdo utilizadas principalmente para detecdo de situacdes de aneuploidia. Contudo, estas
técnicas permitem a hibridizacdo de um namero limitado de sondas (cerca de 5 a 6 sondas por
ensaio), permitindo o diagndstico de aneuploidias associadas apenas a um nimero reduzido de
cromossomas. Contrariamente, as técnicas de PCR permitem a amplificacdo do material
genético e sdo utilizadas principalmente para detecdo de anomalias monogénicas, com uma
sensibilidade superior as técnicas tradicionais de FISH. Mais recentemente, foram
desenvolvidas técnicas de CGH, que tém sido cada vez mais utilizadas devido ao seu elevado
potencial de diagndstico e a maior rapidez de execucdo, 0 que permite evitar a necessidade de
recorrer a técnicas de criopreservacdo do material genético. Esta técnica permite avaliar a
totalidade do genoma dos corpos polares.1%21:34

Para todas as técnicas envolvendo amplificacdo de ADN, é necessario evitar a possivel
presenca de ADN exogeno, uma possivel fonte de contaminacdo e de obtencdo de falsos
diagnosticos ou de resultados inconclusivos. E também necessario recorrer a técnicas que
minimizem o risco de ocorréncia de ADO ou de outros erros diagndésticos, tais como a escolha
dos primers e polimerases de ADN mais indicadas para cada situacdo; o recurso a marcadores
especificos, ligados ou ndo, as mutagcdes em causa e ainda garantir a eficacia dos processos de
amplificagdo, sendo recomendado uma eficacia de pelo menos 90%.343°

Devido a delicadeza, importancia e dificuldade técnica dos procedimentos realizados, €
compreensivel que todos os profissionais envolvidos na sua realizacdo devem ser devidamente
qualificados e experientes.3®

Contudo, mesmo com uma equipa experiente e seguindo todas as medidas de seguranca
recomendadas, na maioria dos casos é aconselhado ao casal a confirmacao do resultado do DPI
através de métodos de DPN, principalmente em casos mais graves ou complexos.®3

As técnicas de DPI em geral, englobando também o DPI em corpos polares, sdo ainda

pouco regulamentadas, pelo que se justifica a realizagdo de novos estudos comprovando a
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eficacia das técnicas disponiveis, de forma a poder elaborar guidelines acerca dos melhores

métodos a utilizar para cada situaco.*

Selecdo de ovdcitos

O DPI em corpos polares permite a anélise genética indireta do ovocito de forma a
deduzir a contribuicdo genética materna para o embrido.? Inicialmente, apenas o CPI foi
testado, com base no principio de que, na auséncia de crossing-over, o seu material genético
seria complementar ao do ovécito. Desta forma, o0 ovdcito seria homozigoto para o alelo ndo
contido no CP1.2%22 Conclui-se, no entanto, que o genotipo do ovocito ndo seria corretamente
deduzido na auséncia de informacéo referente a segunda divisdo meiotica. Esta informacéo
pode ser obtida através da analise do CPII, utilizado para validar as anomalias detetadas no CPI
e para detetar defeitos decorrente da MII ou existéncia de crossing-over entre cromossomas
homélogos.?*%

No caso de defeitos monogénicos, na auséncia de ocorréncia de crossing-over, o CPI
sera portador de dois alelos do gene mutado, correspondendo a um ovécito normal, ou portador
de dois alelos do gene normal, correspondendo a um ovocito portador da mutacdo. Quanto o
CPI apresenta um alelo mutado e um alelo normal, indica a ocorréncia de crossing-over. Neste
caso, se o CPII for normal, significa que o alelo mutado esta presente no ovécito. Pelo contrario,
se 0 alelo mutado estiver presente no CPII, o ovécito sera normal.? Os principios utilizados para
a selecdo de ovdcitos para doengas monogénicas estdo esquematizados Figura 2. Neste caso,
apenas 0s ovocitos numero 1 e 3 ndo possuem o alelo mutado, tendo potencial para originar

embrides ndo afetados.
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Figura 2: Selecdo de ovocitos em doencas monogénicas. A laranja cor laranja representa 0s
cromossomas contendo o alelo mutado e a cor verde representa 0s cromossomas contendo o

alelo ndo mutado. [Adaptado de 22]

O mesmo principio pode ser utilizado para as anomalias cromossémicas, onde o ganho
de um ou mais cromossomas nos corpos polares, se reflete na perda desses mesmos
cromossomas no ovocito e vice-versa.8

Depois de selecionados os ovdcitos livres de mutacdo, procede-se a fecundacdo e o
desenvolvimento in vitro prossegue até ao momento adequado para a implantacdo no Utero
materno. Desta forma, evita-se a formacéo de embrides afetados, com posterior necessidade da

sua destruicdo.??
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Resultados

A bidpsia de corpos polares € uma técnica segura, ndo compromete a qualidade do
embrido resultante e permite deduzir o genoma do pronlcleo do ovocito através da
sequenciacdo dos genomas do CPI e CPIl. Como foi ja referido anteriormente, é importante
frisar que as técnicas de bidpsia de corpos polares ndo exercem dano aparente no ovocito.
Varios estudos comprovaram a eficacia da analise de corpos polares, demonstrando uma
elevada taxa de sucesso diagndstico, sem diferencas significativas em relagcdo aos outros tipos
de abordagens (biopsia de blastomeros ou trofoblastos). 21243438

Num estudo publicado em 2011 por Kuliev e Rechitsky para detecdo de doengas de
hereditariedade mendeliana através da biopsia de corpos polares, observaram-se 2 diagndsticos
errados em 790 ciclos de DPI realizados, correspondendo a uma precisao diagndéstica de 99,7%.
Esta percentagem foi concordante com o valor global obtido por estes mesmos autores, de
99,4%.22 Este resultado é ainda concordante com um estudo publicado em 1999, por Rechitsky
et al., onde o diagnostico obtido por corpos polares foi confirmado em 98% dos embrides
resultantes.®® Num estudo de Altarescu et al., foi obtida uma taxa de sucesso no diagndstico de
96% através da biopsia de corpos polares, valor semelhante ao encontrado com realizacdo de
bidpsia de blastomeros.?* Num estudo de Geraedts et al., onde foram utilizados arrays de CGH
para comparacdo do estado de ploidia dos corpos polares com os respetivos ovocitos, foi obtida
uma taxa de concordancia de 94%.%°

Néo foi observada diminuicdo significativa na taxa de fecundacdo nem na taxa de
desenvolvimento de embriBes provenientes de ovicitos sujeitos a bidpsia de corpos polares, em
relacdo com ovacitos controlo (ndo sujeitos a bidpsia), o que sugere ndo existir efeito deletério

da micromanipulacdo e bidpsia de corpos polares no desenvolvimento embrionario
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subsequente. Da mesma forma, ndo se observou alteragéo significativa na taxa de implantacéo
e desenvolvimento de uma gravidez de termo, em relagdo com as restantes técnicas de PMA.*

Num estudo recente publicado pela ESHRE, observou-se uma melhoria global na taxa
de gravidez por ciclo de DPI, atingindo um valor global de 23%. Neste estudo, ndo houve
alteracdo significativa na idade média das mulheres sujeitas a ciclos de DPI, das indicac6es para
realizacdo de DPI, do nimero de ovdcitos removidos nem do nimero de embribes e ovocitos
sujeitos a bidpsia em relagdo a estudos anteriores publicados pela mesma entidade, o que sugere
que pode ter ocorrido uma melhoria na execucao e na seguranca deste tipo de técnicas. No caso
do DPI através de bidpsia de corpos polares, centros experientes na realizacdo desta técnica
apresentam taxas de gravidez comparaveis as taxas atingidas em ciclos de DPI através de
bidpsia de blastomeros.’

Na maioria dos casos, 0s erros de diagnostico, resultaram de falhas de amplificacéo e
hibridizacdo ou de amplificacdo preferencial de um alelo. Apesar de ser raro, a contaminagdo
ou fragmentacao dos corpos polares podem ser causas de diagndsticos errados ou inconclusivos.
Contudo, a estimativa da taxa de erros de diagnostico é dificil de realizar, uma vez que muitos
dos embrides transferidos ndo resultam em gravidez e, dos que resultam, nem todos sdo
seguidos posteriormente ao nascimento para confirmagdo do resultado.?4

Os dados apresentados permitem assim concluir que o DPI em corpos polares é um
método de diagnostico seguro e eficaz, indicado essencialmente para casais com elevado risco
genético, de forma a evitar a transmissdo de anomalias genéticas e cromossémicas de origem
materna a sua descendéncia, sem a ansiedade associada a espera pelo resultado do DPN e a
possibilidade de recorrer a interrupcdo médica da gravidez no caso de este diagnostico revelar

um feto afetado.*?
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Vantagens

A utilizacdo de corpos polares para realizacdo de DPI difere dos restantes métodos de
DPI essencialmente pelo facto de utilizar como método de obtencdo de material genético corpos
polares, em vez de células embriondrias. Desta forma, apresentard todas as vantagens
associadas as tecnicas de DPI em geral, ja abordadas anteriormente, pelo que se seguem as
vantagens inerentes apenas as particularidades da utilizacdo de corpos polares.

A presenca de corpos polares corresponde a uma caracteristica Unica dos gametas
femininos. Estas células podem ser removidas sem provocar a destruicio do ovocito.?

Ap0s extrusdo, os corpos polares sdo considerados material genético extracelular, sem
fungdo biologica conhecida. Assim, a sua remogdo ndo devera interferir com a fecundagéo e
desenvolvimento embrionario. Pelo contrario, foi ja levantada a questdo da possivel
interferéncia da biopsia embrionaria no desenvolvimento embrionario subsequente, tendo-se ja
observado que a extracdo de 1 ou 2 blastdmeros pode mesmo resultar numa diminuicdo do
potencial de implantacdo dos embrides.®?%43 Num estudo realizado em embribes de ratos,
verificou-se também que a remocéo de blastomeros tem efeitos deletérios no desenvolvimento
do embrido, sugerindo a necessidade de maior estudo sobre o seu efeito sobre embrides
humanos.** Contudo, num estudo realizado em 2011, é relatado que a bidpsia embrionaria no
tem efeitos adversos sobre a implantacdo do embrido ou desenvolvimento da gravidez, pelo que
se verifica que este assunto esta ainda envolto nalguma controvérsia.*

O DPI em corpos polares é a Unica forma de DPI que permite a realizacdo de um
diagndstico antes do final do processo de fecundacdo. Em particular, a biopsia isolada do CPI
pode mesmo ser realizada antes da fecundacdo, ou seja, um verdadeiro diagndstico pré-
concecional. Desta forma, para alguns casais, esta técnica apresenta-se como sendo mais

atrativa, uma vez que ndo envolve a disrupcdo do embrido, possibilitando a realizacdo de um
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diagndstico pré-embrionario, ao contrario das outras técnicas utilizadas, sendo assim
ultrapassadas algumas das objecBes morais, sociais e religiosas impostas. Este é, até hoje, o
principal argumento a favor da utilizagdo do DPI em corpos polares.1419:21:22

Também a nivel legal, alguns paises impdem algumas restricdes a realizacdo de DPI,
uma vez que as suas leis proibem a realizacdo de bidpsia de blastobmeros ou onde a aplicagdo
desta técnica resulta em situa¢6es que violam a lei, como por exemplo a formacéo e necessidade
de eliminacdo de embribes excedentarios. Nestes paises, a bidpsia de corpos polares é o Unico
método aceite para realizagio de qualquer tipo de diagndstico genético.®

Nos paises onde é permitida a realizacdo de bidpsia até imediatamente antes da fuséo
dos pronucleos, € permitida a analise tanto do CPl como do CPIIl. Contudo, a janela para
realizacdo de biopsia € apertada, uma vez que decorrem no maximo 20 horas entre a penetracdo
do espermatozoide e aparecimento do prontcleo.®

Adicionalmente, a janela temporal para realizacdo de testes genéticos desde a extrusao
dos corpos polares até a formacao do blastocisto € de 4 a 6 dias, em comparacdo com uma janela
temporal de 2 a 3 dias quando se biopsia um embrido de 6 a 8 células. Desta forma, esta técnica
permite despender mais tempo com a aplicacdo das técnicas de diagnostico e evitar a
necessidade de recorrer a técnicas de criopreservagéo.202°

O mosaicismo cromossomico surge devido a erros na segregacao dos cromossomas nas
primeiras divisdes mitoticas que ocorrem apos a fecundacdo. Estima-se que entre 40% e 60%
dos embriGes sejam mosaicos, ou seja, que contenham mais do que uma linhagem celular, o
que pode levar a erros diagnosticos quando se utilizam células embrionarias para DPI,
principalmente se um numero reduzido de células for utilizado. A bidpsia de corpos polares
permite eliminar o risco de falsos diagndsticos devido a mosaicismo p0s-zigotico, uma vez que

é realizada previamente a primeira divisdo mitdtica.44%4

30



Diagndstico Pré-lmplantacdo em Corpos Polares — Estado da arte

Apesar de constituir ao mesmo tempo uma limitacdo da técnica, o facto de permitir
apenas a anélise do material genético materno constitui também uma vantagem (no caso do
risco de transmissao de doenca estar presente apenas no constituinte feminino do casal), porque
os marcadores genéticos sdo mais facilmente identificaveis, uma vez que apenas os alelos
maternos estdo presentes.?+28:2

Finalmente, uma vantagem desta técnica prende-se com o facto de que, caso a analise
genética dos corpos polares se revele inconclusiva ou no caso de fragmentacdo ou perda dos
corpos polares, pode ainda ser realizada a bidpsia de blastomero, para confirmacéao do resultado,
ndo sendo necessario eliminar o ovocito recém-fertilizado face a um resultado
duvidoso.?4282%47 Tl facto mostra-se particularmente importante no caso de mulheres com
idade materna avancada, cujo numero e qualidade dos ovocitos disponiveis é demasiado

reduzido para considerar a realizagéo de biopsia embrionaria.*®

LimitacGes

Uma desvantagem Obvia da técnica de DPI em corpos polares é o facto de o material
genético analisado ser proveniente apenas da mde, ndo permitindo avaliar qualquer tipo de
contribuicdo paterna. Desta forma, no caso de haver risco de transmissdo paterna de uma doenca
hereditaria, a realizacdo de DPI em gametas ndo € possivel, uma vez que ndo existe ainda forma
de testar o material genético do espermatozoide, previamente a fecundacdo. Desta forma, os
corpos polares ndo podem ser utilizados para selecdo de género no caso de doencas de
hereditariedade ligada ao X, doencas hereditarias dominantes cujo progenitor afetado € o pai

ou doencas para as quais a anomalia é transmitida por via paterna.?2022
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E importante salientar também o facto de, no caso de doencas autossdmicas recessivas,
o DPI em corpos polares poder levar a exclusao de ovocitos portadores da mutacdo que, no caso
da ndo heranca paterna dessa mesma mutacdo, iriam originar portadores saudaveis. Tal ndo
acontece com a bidpsia de células embrionarias, uma vez que ha possibilidade de avaliar
também a contribuicdo paterna.*®

Como foi ja referido, a analise isolada do CPI ndo permite detetar os erros ocorridos na
MII, ndo permitindo fazer um correto exercicio dedutivo. Desta forma, a analise sequencial ou
simultanea do CPII permite aumentar substancialmente a eficicia na detecdo de anomalias
genéticas e cromossomicas. No entanto, desta forma perde-se o argumento da realizacdo de um
diagnostico verdadeiramente pré-concecional, uma vez que para que ocorra a extruséo do CPII
€ necessario dar inicio ao processo de fecundagdo do ovocito pelo espermatozoide. Apesar de
0 embrido ainda ndo estar formado, pode argumentar-se que a fecundacao ja foi iniciada,
contrariando o objetivo moral inicialmente apresentado.®?2

Esta mesma linha de pensamento mantém-se para a ocorréncia de ADO, crossing-over
ou recombinacdo genética, situacdes que ndo podem ser detetadas eficazmente com a analise
isolada do CPI, mas cuja ocorréncia pode ser detetada através da analise sequencial do CPI11.2°

No caso de avaliacdo de situacdes de aneuploidia, com a analise de corpos polares nao
é possivel detetar erros pds-zigoticos que ocorram durante as divisdes mitdticas, uma fonte
importante de anomalias cromossomicas.?>2°

Acresce que o diagnostico em corpos polares (principalmente quando envolve a analise
sequencial do CPI e do CPII) é oneroso e demorado, quando comparado com as outras técnicas
de DPI1.%8

As limitacBes associadas com a necessidade de realizacdo de técnicas de PMA sao

transversais a todas as técnicas de DPI, ndo sendo o DPI em corpos polares exce¢do. Desta
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forma, é importante salientar o relativo insucesso de cada ciclo de DPI e o risco acrescido de

ocorréncia de gestacdes gemelares.*2

IndicacgOes atuais

Doencas monogeénicas

A aplicacdo clinica de técnicas de DPI para doengas monogénicas foi descrita pela
primeira vez no inicio da década de 90 por Handyside et al.. Desde entdo, mais de 5000 doencas
monogénicas foram identificadas, no entanto, o DPI foi aplicado apenas nalgumas centenas
delas, devido a necessidade de desenvolvimento de protocolos especificos para cada tipo de
mutacdo, muitas vezes personalizados para cada familia. Dentro das técnicas de DPI, a
utilizacdo de corpos polares, através da analise do CPI e CPII é considerada um método eficaz,
que permite o DPI de doengas monogénicas com uma elevada precisdo.?%3949

O DPI em corpos polares corresponde a uma técnica bem estabelecida, altamente
eficiente e fidedigna, para diagnostico pré-embriondrio de doencas de hereditariedade
mendeliana, particularmente autossomica recessiva, autossomica dominante e de
hereditariedade ligada ao X, tendo ja sido efetuado num elevado nimero de doengas (Tabela 1,
em anexo).?

As doencas autossomicas recessivas correspondem a uma das indicacBes mais
frequentes para realizacdo de DPI em corpos polares, uma vez que a pré-selecdo de ovdcitos
livres de mutacdo € suficiente para garantir a origem de embrides livres de doenca, ja que
mesmo que a mutacdo esteja presente no componente genético paterno, devido ao padrdo

recessivo, a doenga néo se ird manifestar no individuo resultante.??
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As doencas de hereditariedade ligada ao X correspondem também a uma das principais
indicagdes para realizagcdo de DPI em corpos polares. Inicialmente, a transmissdo de doengas
com este tipo de hereditariedade era evitada através da selecdo de embrides de sexo feminino.
No entanto, desta forma eram eliminados cerca de 50% de embrides masculinos saudaveis,
facto pouco aceite ética e moralmente por muitos casais. Quando a mutacdo é de transmissdo
materna, a analise genética do CPI e do CPII permite selecionar ovocitos com um cromossoma
X normal, permitindo assim a implantacdo de embrifes sem anomalia, independentemente do
sex0.2250

Também as doencas autossomicas dominantes sdo passiveis de detecdo através de DPI
em corpos polares, no entanto, apenas quando a origem da doenca € exclusivamente materna.?2

As situacfes de mutacbes de novo de origem materna constituem um desafio a
realizacdo de DPI, uma vez que o haplotipo (mutacdo e marcadores genéticos a ela associados
para minimizacdo do risco de ADO) associado a doenca ndo € conhecido. Contudo, a
amplificacdo simultanea de multiplos marcadores genéticos em conjunto com a mutagéo,
baseados na analise do CPI e CPII, permite a construcdo de um haplétipo familiar, permitindo

desta forma a realizagdo do diagndstico genético e selecdo de ovdcitos livres de mutagdo.*®

Anomalias cromossdmicas numéricas e estruturais

A detecdo de anomalias cromossdmicas, numeéricas e estruturais, constitui também uma
das principais aplicacbes do DPI em corpos polares. Esta analise € particularmente pertinente
em casais com elevado risco de originar descendéncia com anomalias cromossémicas, Como a
presenca de translocacdes equilibradas, idade materna avangada, historia prévia de aneuploidia
na descendéncia ou abortos espontaneos recorrentes. %4

As anomalias estruturais correspondem essencialmente a translocacdes de uma porcao

de um cromossoma para outro e as mulheres portadoras destas translocacdes, normalmente tém
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uma constituicdo genética equilibrada. No entanto, durante a segregacdo cromossdmica
meiodtica existe um alto risco de formacdo de gémetas com uma constituicdo genética
desequilibrada, originando anomalias na descendéncia. Nestes casos, 0 DPI em corpos polares
pode ser (til para selecionar ovocitos normais ou portadores da alteracdo equilibrada.®101°

Mais de 90% das anomalias cromossémicas numéricas sdo de origem materna,
resultantes maioritariamente de erros meioticos. A frequéncia de ocorréncia de aneuploidia nos
ovdcitos € dependente da idade, existindo um aumento marcado a partir dos 35 anos e
estimando-se que, aos 40 anos, aproximadamente 70% dos ovdcitos maduros sejam
aneuploides. Para além do risco de gerar uma crianga como uma anomalia cromossdmica, as
aneuploidias constituem também uma das principais causas de abortos espontaneos e de nao
implantacdo do embrido, diminuindo a taxa de gravidez. Uma vez que se sabe que a
contribuicdo paterna é relativamente pequena para o desenvolvimento de embrides aneuploides,
é possivel avaliar apenas os erros meioticos femininos, especificamente atraves da analise de
corpos polares, 19465152

Segundo um estudo realizado por Geraedts et al., 0 estado de ploidia dos corpos polares
foi concordante com o respetivo zigoto em 94% dos casos, indicando que o estado de ploidia
do zigoto pode ser previsto atraves da analise de corpos polares com uma exatiddo aceitavel.
Desta forma, esta estratégia de DPI apresenta-se como uma técnica globalmente aceite para

diagndstico de aneuploidias, selecionando apenas os ovdcitos euploides.?%:3453

Suscetibilidade genética para cancro

A identificacdo de genes associados a predisposi¢do para desenvolvimento de cancro
hereditario, o0 aumento do acesso a testes genéticos e o aumento da sobrevida de doentes
oncoldgicos tem aumentado a discussdo sobre as op¢des reprodutivas deste tipo de doentes. Um

tema particularmente debatido é a possibilidade de realizacdo de DPI, de forma a evitar a
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transmissdo de um risco aumentado de desenvolvimento de uma doenca oncologica a
descendéncia. Depois da identificacdo de uma mutacdo especifica associada ao aumento do
risco de cancro hereditario numa familia, esta pode ser pesquisada na descendéncia recorrendo
a técnicas de DPN ou DPI. Dentro das técnicas de DPI, a utilizacdo de corpos polares surge
como uma das técnicas passiveis de utilizacdo. A maioria destas mutacdes induz um risco
aumentado de vir a desenvolver cancro, mas ndo um risco absoluto, uma vez que a maioria
delas possui uma penetrancia incompleta. Além disso, a idade de desenvolvimento da doenca é
habitualmente mais tardia, na idade adulta. Desta forma questiona-se a validade ética da
execucdo de técnicas de DPI, pelo que a sua utilizacdo para sindromes de predisposicdo de

cancro hereditario, ainda ndo é consensual.*

Situagdes complexas

Em situacGes complexas, pode ser necessario recorrer a associa¢éo de técnicas de DPI,
de forma a assegurar a implantacdo apenas de embrides ndo afetados. Também no caso de
coexistir risco paterno de transmissdo de uma doenca genética, no caso de se optar pela
realizacdo de biopsia de corpos polares para estudo do componente materno, torna-se
impreterivel a realizacdo de uma técnica de biopsia embrionaria, para estudo do componente
paterno.??

Contudo, ao contrario do que se poderia esperar, a bidpsia de corpos polares seguida de
bidpsia embrionaria ndo parece diminuir a taxa de gravidez, quando comparada com a utilizacéo
de cada uma das técnicas individualmente, pelo que, nestes casos, a utilizacdo de ambas as

técnicas ndo parece ser desvantajosa.”?2
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Perspetivas futuras

Nos ultimos anos, observou-se uma rapida evolugdo na area do DPI, quer a nivel das
tecnologias utilizadas, quer a nivel do nimero de indicac6es e do crescente acesso dos casais

com problemas reprodutivos a este tipo de técnicas.>

Detecdo de doencas de hereditariedade mitocondrial

A andlise de corpos polares pode ser utilizada para pesquisa de doencas de
hereditariedade mitocondrial. Em teoria, todo o &cido desoxirribonucleico mitocondrial
(mtADN) é de heranga materna e, normalmente, os individuos possuem um unico gendtipo de
mtADN, situacdo denominada de homoplasmia. Contudo, nalguns individuos existe mais do
gue um gendtipo na mesma célula, situacdo denominada de heteroplasmia, que afeta a
expressdo fenotipica. No caso das mutacfes associadas a doencas mitocondriais, estas
manifestam-se essencialmente em heteroplasmia. Para a manifestacdo fenotipica da doenca,
tem de ser atingido um limiar critico de heteroplasmia, que depende do tipo de mutacéo e do
tecido que esta ira afetar. Uma vez que a segregacdo mitocondrial ocorre de forma aleatoria
durante a meiose, ndo é possivel prever o nivel de heteroplasmia da descendéncia com base no
nivel materno. As técnicas de DPI pretendem assim selecionar ovdcitos livres de mutacéo,
através da analise do nivel do seu heteroplasmia. Para isso, € um pré-requisito ébvio da técnica
que o nivel de heteroplasmia nas células analisadas (neste caso 0s corpos polares) seja um
indicador fidedigno do nivel de heteroplasmia no embri&o.:21°

Uma vez que a segregacdo mitocondrial ocorre de forma aleatoria, seria de esperar que
0 conjunto aleatorio de mitocondrias presente nos corpos polares seria semelhante ao que
permanece no ovocito. No entanto, existe alguma controvérsia acerca da correlacdo entre os

niveis de heteroplasmia encontrados nos corpos polares e nos embries correspondentes. Num
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estudo realizado em modelos animais por Neupane et al., a correlagdo encontrada foi apenas
modesta, coincidindo com alguns estudos realizados em humanos, o que deixa algumas ddvidas
sobre a aplicabilidade da andlise de corpos polares para detecdo de anomalias genéticas

mitocondriais.?°°

Sequenciagao single-cell whole-genome

Neste contexto evolutivo também os corpos polares podem ter maltiplas novas
aplicacdes na tecnologia de reprodugdo medicamente assistida. Um novo campo de aplicacao
esta a surgir com o desenvolvimento de técnicas de sequenciacao single-cell whole-genome.
Esta técnica, quando aplicada aos corpos polares, permite identificar variantes genéticas raras,
que podem ser tdo importantes como outras variantes ja identificadas, como por exemplo os
SNPs relacionados com doencas monogénicas. Em teoria, é possivel deduzir o genotipo do
ovocito de forma a predizer a suscetibilidade individual a uma determinada doenca. No entanto,
colocam-se questBes importantes, nomeadamente quais as variacdes relevantes em cada
portador e quais delas poderiam predizer o potencial de desenvolvimento ou suscetibilidade a
uma determinada doenca. Estas técnicas vieram encorajar uma maior exploracdo do verdadeiro
potencial dos corpos polares na medicina reprodutiva. Contudo, esta bem estabelecido que
existe ainda um longo caminho a percorrer até a sua aplicacdo a biologia e medicina

reprodutiva, com um impacto clinico substancial.?*

Rastreio genético pré-implantacao

A maioria dos ciclos de PMA nédo culmina num resultado final satisfatorio: a concecao
de uma crianca. Uma das principais causas para esta taxa relativamente baixa de gravidez nos
ciclos de reproducdo medicamente assistida é a presenca de anomalias cromossémicas nos

embriGes gerados.>®
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Atualmente, como tentativa de melhorar a taxa de sucesso dos ciclos de PMA, a maioria
dos embrides produzidos é submetida a avaliagdo morfoldgica ou morfodindmica, com o intuito
de identificar e transferir os embrides com maior potencial de originar uma gestacao viavel.
Alguns dos parametros morfologicos avaliados e possivelmente relacionados com a viabilidade
do embrido sdo o numero de blastomeros, a multinucleacdo, a fragmentacdo embrionéaria e a
formacdo de um blastocisto. Contudo, estes métodos sdo pouco preditivos da taxa de
implantacdo e ndo existe uma correlagdo bem estabelecida entre a existéncia de aneuploidias
no embri&o e a sua morfologia.>®>°

A taxa de aneuploidia em ovocitos e embrides humanos € extremamente elevada e o seu
aumento tem uma relagdo bem estabelecida com o aumento da idade materna, podendo atingir
valores na ordem dos 30 a 40% dos ovocitos analisados.*®42576% Quando se avalia a taxa de
aneuploidia em gravidezes estabelecidas, esta varia entre 2% a 3% em mulheres entre os 20 e
0s 25 anos e 35% em mulheres com mais de 40 anos de idade.®® Os defeitos genéticos
relacionados com a idade resultam numa taxa de aneuploidia na descendéncia mais elevada,
particularmente para os cromossomas 13, 18, 21, X e Y, com aumento da taxa de abortos
espontaneos e reducéo da taxa de implantagéo.®’

Desta forma, foi sugerido que os embrides formados através de técnicas de PMA
deveriam ser testados para anomalias cromossdmicas, previamente a sua implantacdo. Para
isso, foi desenvolvido o Rastreio Genético Pre-Implantacdo (RGPI), como método de selecédo
dos ovocitos a implantar, de forma a melhorar os resultados obtidos. O RGPI baseia-se na
colheita de material genético através de bidpsia de corpos polares, biopsia de blastomeros (em
embrides em estadio de clivagem) ou bidpsia de células da trofoectoderme (em blastocistos),
segundo principios semelhantes aos utilizados para as técnicas de DPI. A bidpsia € seguida de
andlise citogenética, de forma a selecionar os ovdcitos ou embrides euploides. O RGPI difere

das tradicionais técnicas de DPI, uma vez que € utilizado em casais em que nenhum dos
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elementos possui qualquer tipo de alteragio genética ou cromossdémica conhecida, 38566061 por
este motivo, esta técnica foi também denominada por alguns autores como “DPI de baixo
risco”.%®

Os primeiros casos de sucesso obtidos atraveés do uso das técnicas de RGPl foram
descritos por Verlinsky et al., através do rastreio de aneuploidias com recurso a sondas de FISH
para 0os cromossomas X, Y, 18, 13 e 21. Em teoria, assegurando a normalidade cromossomica
dos embrides transferidos, seria de esperar um aumento da taxa de implantagdo, diminuicdo da
taxa de aborto esponténeo e reducdo do risco de nascimento de uma crianca afetada com
patologias associadas a ocorréncia de aneuploidia. No entanto, mesmo com a implantagdo de
um embrido cromossomicamente normal, ndo é possivel assegurar o estabelecimento de uma
gravidez viavel.8-0

Os estudos iniciais, utilizando técnicas de FISH, revelaram resultados muito pouco
promissores, possivelmente devido ao nimero limitado de cromossomas avaliados por esta
técnica e as possiveis implicacdes da propria biopsia e das técnicas de micromanipulacao.
Estudos mais recentes, utilizando técnicas de CGH e PCR, revelaram um aumento nas taxas de
gravidez ap0s selecdo embrionéria, provavelmente devido a possibilidade de estudo de todos
0S cromossomas.>®

Assim, apesar de alguma controvérsia inicial, atualmente é sugerido que o0 RGPI podera
ser benéfico, com melhoria da selecdo de embrides viaveis e consequente aumento da taxa de
implantacdo e diminuicdo da taxa de abortos espontaneos. Desta forma, algumas indicacdes
para realizacdo de RGPI tém sido a idade materna avancada, falhas na implantacdo recorrentes
e abortos frequentes. No entanto, impde-se a necessidade de realizar mais estudos randomizados
e controlados, de forma a assegurar a aplicabilidade destas técnicas, avaliar a sua relacao custo-
beneficio e determinar a melhor abordagem para remocéo de material genético, bem como quais

0s métodos de analise genética mais indicados.38:°6:6062
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Quanto a abordagem para recolha de material genético, uma vez que cerca de 90% das
aneuploidias humanas tém origem materna, particularmente em erros meiéticos, a bidpsia de
corpos polares foi considerada apropriada para realizagdo de RGPI. Esta abordagem mostra-se
também favoravel, uma vez que ndo existe mosaicismo no estadio de ovécito ou zigoto, ao
contrério do que ocorre nos estadios embrionarios utilizados para biopsia, 0 que pode levar a
realizacdo de diagnosticos errados.%6°

Uma vez que os erros meidticos ocorrem quer na MlI, quer na Ml a analise do CPI e do
CPII esta indicada, uma vez que a analise isolada do CPI levaria a implantacdo de embrides
aneuploides devido a erros ndo detetados na MI1.37°8

A utilizacdo de corpos polares apresenta a partida algumas desvantagens Obvias em
relagdo as técnicas de diagnostico embrionario, nomeadamente o facto de ser uma técnica
onerosa e ndo avaliar as aneuploidias de origem paterna.5®>°

Contudo, o RGPI com recurso a corpos polares parece apresentar uma tendéncia para
melhores resultados de implantacéo apds técnicas de PMA. No entanto, o beneficio da selecéo
deve ultrapassar qualquer dano ou prejuizo causado pelas técnicas de micromanipulagdo. Uma
vez que existem ainda alguns resultados inconclusivos ou contraditorios, possivelmente devido
ao escasso numero de estudos realizados, muitos dos quais baseados em técnicas de FISH, com
pesquisa de um numero limitado de cromossomas, impde-se mais investigacdo, de forma a
melhor determinar o papel dos corpos polares nas técnicas de RGPI.°*

Adicionalmente, é importante referir que a pré-selecdo de embrides viaveis ndo pode
ser obtida apenas através do rastreio de anomalias nucleares. Também caracteristicas
citoplasmaticas indicadoras da maturidade dos ovécitos e embrides devem ser tidas em conta,
como por exemplo a variacdo no contetdo de mitocéndrias, que comprovadamente pode afetar
a funcionalidade dos gametas e dos embrides resultantes.® O nimero de mitocondrias pode

dar indicacdo acerca da disponibilidade bioenergética dos ovocitos, uma vez que este organelo
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é o responsavel pela produgdo da maioria da energia essencial para os processos metabdlicos
nestas células. Também neste campo, a utilizagdo dos corpos polares como método de rastreio
pré-implantacdo foi proposta. Num estudo desenhado para quantificar o mtADN em corpos
polares e embrides, 0s corpos polares provenientes de mulheres com idade mais avangada (entre
0s 38 e 0s 45 anos) revelaram a presenca de menor quantidade de mtADN, em comparagdo com
mulheres mais novas. Este facto correlacionou-se com um nivel mais elevado de mtADN nos
blastocistos resultantes. Verificou-se também que cerca de 25% dos blastocistos sem anomalias
cromossdmicas que ndo foram bem-sucedidos na implantacdo apds transferéncia para o Utero,
apresentavam uma quantidade excessiva de mtADN, confirmando que esta caracteristica pode
fornecer informacao adicional ao rastreio de aneuploidias, contribuindo para a identificacdo dos

embrides com melhor potencial de implantagdo. 38>’
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IMPLICACOES ETICAS E LEGAIS

Antes do advento do DPI, o diagndstico genético era unicamente efetuado através de
DPN, com recurso maioritariamente a bidpsia de vilosidades coridnicas e amniocentese. Esta
abordagem sujeita o casal a dificil decisdo de, face a um diagndstico positivo, recorrer a
interrupgcdo médica da gravidez, procedimento frequentemente acompanhado de um grande
sofrimento e impacto emocional. Por motivos religiosos, éticos ou sociais, para muitas familias
a interrupcao médica da gravidez ndo é uma opgao aceitavel. E também importante ter em conta
que, algumas doencas, ndo cursam com uma reducdo da sobrevida ou da qualidade de vida
suficientemente elevada para tornar aceitavel a interrupcdo de uma gravidez desejada, por
grande parte dos casais e da populagdo em geral.?*2°

O DPI surge neste contexto de diagnéstico precoce como uma forma de medicina
preventiva, alternativa ao DPN, evitando a transmissdo de anomalias genéticas a descendéncia,
a0 mesmo tempo que suprime a necessidade de recorrer a interrupcdo médica da gravidez. ®*

Contudo, o DPI ndo se encontra livre de objecdes éticas e morais. Apesar de evitar o
recurso a interrupcdo da gravidez, ha necessidade de interromper o desenvolvimento de
embrides que apresentem anomalias genéticas. Alguns autores consideram que a vida humana
se inicia no momento da fecundacdo. Este argumento da origem a uma das maiores questdes
éticas associadas ao DPI: a necessidade de eliminar embrifes. Por esta ordem de pensamento,
estes embrifes podem ja ser considerados individuos e, como tal, devem ser providos do mesmo
tipo de protecdo legal do que qualquer individuo apds o nascimento, ndo devendo por isso
nenhum embrido ser privado da possibilidade de implantacdo, nem sujeito a técnicas de
diagndstico que diminuam a sua taxa de sobrevivéncia. No entanto, outros autores consideram

que o embrido ainda ndo consiste claramente num individuo, uma vez que é composto por um
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conjunto de ceélulas indiferenciadas, em processo de divisdo, pelo que ndo consideram a
existéncia de objecdes éticas relacionadas com a eliminagdo destes embrides.®*

Devido a todas as questdes éticas e a controvérsia que envolve estas técnicas, nem todos
0s paises permitem a utilizacdo da bidépsia embrionaria como método de DPI. Na Alemanha, 0s
embrides adquirem o direito & vida no momento da fusdo do espermatozoide com o ovocito,
sendo o embrido formado apés fusdo dos pronlcleos materno e paterno, sensivelmente 24 horas
apos a inseminacgdo. Neste contexto, a bidpsia de corpos polares surge como um método de DPI
que permite fazer o diagndstico do componente genético materno, dentro do periodo de tempo
permitido pela lei.®®

No caso da biopsia do CPI, a mais vantajosa a nivel ético, a bidpsia é realizada
previamente ao inicio do processo de fecundagdo. Contudo, a analise de ambos os corpos
polares, apesar de efetuada posteriormente ao inicio da fecundagéo, ocorre antes da formacéo
do embrido, previamente a fusdo dos pronucleos. Desta forma, esta técnica tem sido
maioritariamente utilizada nalguns paises onde a biopsia de embrides ndo é permitida por lei,
como por exemplo, na Alemanha, Italia e Suica.?1419:22:40.66

Para além das questBes éticas referidas anteriormente, existem algumas situacdes
envoltas numa discussao ética ainda mais complexa. Dois exemplos sdo as doencas de inicio
tardio e as mutacOes associadas a risco acrescido de desenvolvimento de cancro hereditario. As
doencas de inicio tardio, apesar de um enorme impacto emocional, conferem varios anos de
vida livre de doenca. Além disso, uma vez que a doenca so se ira desenvolver anos ou mesmo
décadas apds o nascimento, por vezes é argumentado que se pode vir a desenvolver um
tratamento ou mesmo uma cura eficaz até 14. Uma situacdo semelhante coloca-se com mutacdes
associadas a risco acrescido de desenvolvimento de cancro, como no caso das mutacGes nos
genes BRCA 1 e 2, associadas a sindromes hereditarias de cancro da mama e ovario. Neste caso,

as técnicas de DPI selecionam embrides sem risco acrescido para desenvolvimento de cancro
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hereditario. Contudo, nos individuos resultantes de embrides afetados, o cancro ndo se
desenvolveria até & idade adulta, podendo mesmo ndo se manifestar, devido a penetrancia
frequentemente incompleta destas situagdes.>®4%

Por fim, é importante salientar que atualmente, ndo é permitida a utilizacéo de técnicas
de DPI para selecionar caracteristicas fisicas, tracos de comportamento ou inteligéncia e a
maioria dos autores concorda que, quer as técnicas de DPI como as técnicas de DPN, devem
ser utilizadas apenas para diagndstico de condicBes potencialmente graves para a

descendéncia.l 64
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ACONSELHAMENTO GENETICO

Desde os primeiros relatos, as técnicas de DPI desenvolveram-se substancialmente, com
uma grande evolucdo dos procedimentos clinicos e laboratoriais, de forma a expandir o nimero
de indicacBes de forma segura e reprodutivel. A complexidade destas técnicas implica uma
abordagem por uma equipa multidisciplinar, composta ndo sé por profissionais da area da
medicina reprodutiva e genética, como também por uma equipa de enfermagem sensibilizada
para 0 impacto emocional deste tipo de técnicas e por profissionais da area da citogenética e
biologia molecular.®

O primeiro passo para casais que consideram a realizacdo de DPI é o aconselhamento
genético. Desta forma, € possivel a discussdo de procedimentos importantes associados as
técnicas de reproducdo medicamente assistida utilizadas, dos possiveis riscos e complicacfes
associados a estimulacdo ovarica e remogédo de ovocitos, da duracdo e custo dos ciclos e de
qualquer outra davida que o casal possa querer ver esclarecida. Outro ponto especifico que deve
ser esclarecido prende-se com a possibilidade de ndo se conseguir obter nenhum embrido
saudavel ou viavel de forma a possibilitar a sua transferéncia. E também nesta fase que é
determinada a natureza e severidade da anomalia genética em causa, bem como o seu risco de
transmissd@o a descendéncia, de forma a avaliar se a realizacdo de DPI € indicada, como forma
de selecionar embriGes livres de anomalias e qual a melhor abordagem a utilizar. Nesta fase, 0s
casais devem ainda estabelecer uma comparacdo entre o DPIl e as outras alternativas
reprodutivas disponiveis, tais como 0 DPN; doacdo de gametas; ndo ter filhos; aceitar o risco
genético, prosseguindo para uma gravidez sem qualquer tipo de teste ou recorrer a adocao. Esta
comparacdo permite a escolha do método reprodutivo mais adequado a situacdo genética e

convicgBes morais, éticas, sociais e religiosas de cada casal.3®
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Por lidar com questdes téo delicadas, este tipo de aconselhamento deve ser realizado por
profissionais altamente qualificados, capazes de orientar os casais na melhor decisdo a tomar e
de lhes oferecer suporte emocional adequado durante e apds o processo de decisdo. Muitas
vezes, a mera possibilidade de ter de recorrer a técnicas de DPN ou de DPI, causa um enorme
impacto emocional nos casais portadores de anomalias genéticas, facto de ndo deve ser
negligenciado aquando da realizacdo de aconselhamento genético.®

Num estudo relacionado com casais portadores da mutacdo BRCA 1 ou BRCA 2, com
risco de transmissdo de cancro da mama e ovario hereditario, a maioria dos casais indicaram
que a principal razdo para recorrerem a técnicas de DPI é a protecdo da sua descendéncia do
impacto fisico e psicologico associado a heranca da mutacéo. Esta percecéo € variavel tendo
em conta as experiéncias pessoais e familiares de cada casal, tornando-se essencial para a
decisdo de recorrer a técnicas de DPI a seguinte questdo: as desvantagens de transmitir a
mutacdo a descendéncia ultrapassam as desvantagens associadas as técnicas de DPI? Neste
mesmo estudo, observa-se ainda que varios casais que optaram por prosseguir com uma
gestacdo sem recorrer a qualquer tipo de metodo de DPN ou DPI, expressaram sentimentos de
duvida ou mesmo de culpa acerca da sua decisdo, por receio que a descendéncia herdasse a
mutacao e viesse mesmo a expressar a doenca, de onde se infere a importancia de uma discussdo
detalhada acerca das vantagens de desvantagens associadas a esta técnica e da escolha de um

método de diagndstico de forma individual e personalizada para cada situagdo.®
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CONCLUSAO

A biopsia de corpos polares foi inicialmente introduzida na pratica clinica como uma
técnica com um grande potencial, apresentando vantagens sobretudo a nivel ético, por
possibilitar o diagndstico pré-implantacdo de doencas genéticas, previamente a formacao do
embrido. Desta forma, possibilitou que casais com objecdes éticas, morais ou legais a
micromanipulacdo embrionaria tivessem acesso a técnicas de DPI.

A bidpsia de corpos polares ¢ um método de DPI preciso e eficaz, estando bem
estabelecido na pratica clinica, ndo apresentando diferencas significativas na detecdo de
anomalias genéticas em casais com risco de transmissdo de anomalias genéticas de origem
materna a sua descendéncia, em relacdo a outras tecnicas de DPI. A seguranca da bidpsia de
corpos polares € uma questdo central na realizacéo desta técnica. Foi demonstrado que 0s corpos
polares ndo possuem nenhuma fungéo bioldgica no desenvolvimento embrionario, podendo ser
removidos sem dano para o ovécito ou embrido resultante. Varios estudos demonstraram que a
bidpsia de corpos polares é uma técnica segura, ndo afetando a qualidade do embrido ou o seu
desenvolvimento subsequente, quando comparada com outras tecnicas de bidpsia
embrionaria. 23341

Contudo, apesar de ser um método seguro e eficaz, a bidpsia de corpos polares é
atualmente a técnica de bidpsia menos utilizada, estando apenas amplamente difundida nos
paises com restricdes legais a bidpsia embrionaria. A incapacidade de avaliacdo do componente
genético paterno constitui uma desvantagem desta técnica em relacdo as técnicas de bidpsia
embrionaria e € a principal razéo para a sua menor utilizagdo.?>*®

O surgimento de novos campos de aplicacdo dos corpos polares, como por exemplo a
detecdo de doencas de hereditariedade mitocondrial, a utilizacdo de técnicas como a

sequenciacdo single-cell whole-genome e a discussao ainda em aberto sobre o papel dos corpos
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polares no RGPI, podera contribuir para a maior aplicacdo desta técnica e para 0 aumento da
sua importancia no contexto global do DPI.

Existem poucos trabalhos sobre DPI em corpos polares, muitos dos quais foram
realizados num namero reduzido de ciclos de DPI e ndo sendo realizada comparagdo com outras
técnicas de bidpsia para recolha de material genético. Assim, realca-se a importancia da
realizacdo de mais estudos, preferencialmente prospetivos e multicéntricos, de forma a
estabelecer a eficacia, vantagens, limitacfes e novas aplicacbes da bidpsia de corpos polares,

permitindo assim clarificar o interesse desta abordagem no ambito do DPI.
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ANEXOS

Anexo 1: Doengas monogénicas

Tabela 1: Exemplos de doengas monogénicas para as quais ja foi realizado DPI em

corpos polares. [Adaptado de 22]

Doenca genética Tipo de hereditariedade
Acidémia isovalérica AR
Aciddria argininosuccinica AR
Albinismo oculocutaneo tipo 1 AR
Anemia de Fanconi AR
Anemia falciforme AR
Cistinose nefropatica AR
Citrulinémia AR
Défice de acil-coenzima A desidrogenase AR
Défice de glutationa-sintetase AR
Doenca de Gaucher tipo 1 AR
Doenca de Krabble AR
Doenca de Sandhoff AR
Doencas de Tay-Sachs AR
Epidermdlise bolhosa distrofica AR
Fibrose quistica AR
Hiperplasia congénita da supra-renal AR
Osteopetrose AR
Purpura trombdtica trombocitopénica congeénita AR
Sindrome de Hurler AR
Sindrome de Zellweger AR
Surdez neurossensorial AR
Tirosinémia tipo 1 AR
Albinismo mucocutaneo tipo 1l AD
Angioedema hereditario AD
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Ataxia espinhocerebelar AD
Ataxia-telangiectasia AD
Distrofia miotonica tipo | AD
Doenca de Charcot-Marie-Tooth AD
Doenca de Huntington AD
Doenca de Machado-Joseph AD
Doenca renal poliquistica AD
Esclerose tuberosa tipo 1 e Il AD
Neoplasia enddcrina maltipla tipol AD
Neurofibromatose tipo 1 e 1l AD
Osteogénese imperfeita congénita AD
Polipose adenomatosa colica AD
Retinoblastoma AD
Sindrome de Li-Fraumeni AD
Sindrome de Marfan AD
Sindrome de Omenn AD
Sindrome de predisposicédo hereditaria para cancro AD

do ovario e mama

Sindrome de Stickler AD
Sindrome de Von Hippel-Lindau AD
Adrenoleucodistrofia Ligada ao X
Agamaglobulinémia ligada ao X Ligada ao X
Albinismo ocular tipo | Ligada ao X
Distrofia muscular de Duchenne Ligada ao X
Distrofia muscular de Emery-Dreifuss ligada ao X Ligada ao X
Doenca de Fabry Ligada ao X
Doenca de Norrie Ligada ao X
Hemofilia A Ligada ao X
Hemofilia B Ligada ao X
Incontinéncia pigmentar Ligada ao X
Sindrome de Alport ligada ao X Ligada ao X
Sindrome de Rett Ligada ao X

AR: Autossdmica recessiva; AD: Autossdmica dominante.
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