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RESUMO

O desenvolvimento embrionario possui diversos estagios, sendo todos
importantes, entretanto, neste trabalho o destaque sera para a diferenciacdo do
sexo gonodal fetal, pois dentro deste processo € possivel determinar
precocemente o sexo fetal através da reacdo em cadeia polimerase em tempo
Real (PCR em tempo real). Esta descoberta € possivel através da extracdo de
sangue periférico materno, segundo literatura, existem 6% de DNA fetal no
plasma total materno e conforme o avanco da idade gestacional esta
porcentagem tende a aumentar. Com o0 plasma materno € realizado
amplificacdo do DNA fetal através de PCR em tempo real. A finalidade deste
trabalho é indicar por qual motivo € importante idade gestacional e explicar o
porqué deste ser realizado acima de oito semanas de gestacdo. A
determinacdo do sexo fetal € realizada por dele¢do, pois é identificada duas
regibes gendmicas, uma no cromossomo Y e outra no cromossomo X,
detectando sequéncias do cromossomo Y no plasma materno € confirmado
sexo fetal masculino considerando que mulheres normais ndo possuem tais
sequéncias em seu genoma e quando ndo € encontradas sequéncias do
cromossomo Y € excluida a possibilidade do sexo fetal masculino entdo se
entende que sexo fetal € feminino.
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SUMMARY

Embryonic development has several stages, with all important, however, this
work will be the highlight for the differentiation of fetal gonadal sex, because
within this process it is possible to determine fetal sex early by polymerase
chain reaction in real time (time PCR real). This discovery is possible through
the extraction of maternal peripheral blood according to the literature, there are
6% of the total fetal DNA in maternal plasma and as advancing gestational age
this percentage tends to increase. With maternal plasma is performed
amplification of fetal DNA by PCR in real time. The purpose of this paper is to

indicate for what reason it is important to gestational age and explain why this



over eight weeks of pregnancy be performed. The fetal sex determination is
performed by deletion because it identified two genomic regions, one on the Y
chromosome and one X chromosome, detecting the Y chromosome sequences
in maternal plasma is confirmed male fetal sex whereas normal females have
no such sequences in their and when genome sequences are not found on the
Y chromosome is excluded male fetal gender then understands that fetal
gender is female.
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Desenvolvimento embrionério x Técnicas ndo invasivas

Atualmente ha estudos para exames de pré-natal para que nao traga
maleficio para mae ou para o bebé, sendo assim cientistas buscam avancos
para técnicas nado invasivas. A técnica nao invasiva atual utilizada é a
determinacdo precoce do sexo fetal através do plasma materno por meio da
reacdo em cadeia polimerase (PCR em tempo real). Sabe-se que o DNA livre
fetal esta representando em apenas 6% do plasma total presente na circulacéo
sanguinea materna, estes acidos nucléicos sao liberados através do apoptose
de células trofoblasticas que estdo presentes na composi¢cdo da placenta e a
partir deste achado pesquisadores conseguiram quantificar o DNA fetal em
relacdo ao DNA materno através do PCR em tempo real. *

A principio no Brasil estd técnica € utilizada somente para a
determinacdo do sexo fetal, mais ha estudos com aplicacdo clinica para
contribuir na pesquisa de doencas genéticas ligadas ao cromossomo X 2, como
a Distrofia Muscular de Duchene e Hemofilia, em que a confirmacéo do sexo
feminino exclui a possibilidade do feto ser portador de tais doencas, ou até
mesmo indica o tratamento de doencas metabdlicas associadas a ambiguidade
da genitalia, como Hiperplasia Congénita Adrenal (HCA). *

Em estudos recentes demonstraram que mulheres gestantes de fetos
com aneuploidia principalmente a trissomia do cromossomo 21 (Sindrome de
Down) ou do cromossomo 13 (sindrome de Patau), apresentaram

concentracdo de DNA fetal muito maior que as mulheres que gestavam fetos



sem o mesmo distlrbio, esses dados sdo preliminares devido ao numero
pequeno de amostras. *

Existem duas grandes linhas de pesquisa de testes de Doenca Perinatal
(DPN) néo invasivo de aneuploidias cromossOmicas fetais. Uma delas esta
focada na andlise do DNA fetal livre, por meio de técnicas sofisticadas, como
PCR Digital (contagem de cada molécula de DNA) e sequenciamento em
massa, (sequenciamento simultdneo de milh6es de moléculas DNA). Porém
existem duas grandes limitacBes para implantar esta técnica sendo seu custo
elevado e a complexidade que envolve esta tecnologia incluindo softwares
sofisticados de bioinformatica. *

Outra linha de pesquisa esta focada na analise da expressdo génica
fetal, onde séo isoladas do plasma materno mRNAs especificos do feto (os
guais sao expressos principalmente pelo tecido placentario). O teste é baseado
na abordagem SNP/mRNA, em que a razdo entre os alelos de polimorfismo de
anico nucleotideo (SNPs) localizados em genes expressos pelo tecido
placentario permitindo a deteccédo de copia extra do cromossomo onde estdo

localizados os genes investigados. 3

A determinacao precoce do sexo fetal

A deteccéo do sexo fetal € cem por cento comprovadas a partir de oito
semanas de gestacdo. Nesta fase do desenvolvimento embrionario ocorre a
diferenciagdo entre gonadas femininas e masculinas havendo expresséo dos
genes responsaveis por tais alteracdes, a partir da deteccdo destes genes é
possivel pesquisar e identificar os mesmos para a quantificacdo e deteccéo do
sexo fetal antes mesmo do término do desenvolvimento do aparelho
reprodutor.?

Esta técnica se, utilizada precocemente, ou seja, antes oitava semana
gestacional pode gerar resultados falso-negativo devido ao fato de se ter pouca
guantidade de DNA fetal livre no plasma materno, pois sabe-se que conforme
aumenta o tempo de gestacdo maior sera a presenca do DNA livre fetal no
plasma materno e entdo a pesquisa de genes responsaveis pela expressao do

sexo fetal sdo identificados facilmente.*



Por meio da DNA fetal € identificado duas regibes genémicas sendo uma
no cromossomo Y e outra na regido homéloga no cromossomo X °; quando ha
deteccdo de sequéncias do cromossomo Y no plasma materno € indicativo de
sexo fetal masculino considerando que mulheres normais ndo possuem
cromossomo Y presente em seu genoma, ja nas gestantes em que ndo sao
encontrados sequencias do cromossomo Y entende-se que sexo fetal é
feminino.*

Para quantificar o DNA fetal € utilizada uma “curva padrdo” com o DNA
fetal do sexo masculino onde séo realizadas diluicbes para obter uma copia do
cromossomo Y, a partir desta copia sao feitas varias curvas padrao para que
seja comparado com o DNA extraido da gestante e assim amplificar diversas
vezes a regiao alvo escolhida para que seja descartado resultado como “falso
negativo” e assim aumentando a capacidade de deteccdo de sequencias alvo
por molécula de DNA do cromossomo Y. *

Em uma regido no braco curto do cromossomo Y, foi encontrada a
regido que determina o desenvolvimento testicular sendo considerado como
gene SRY, a partir desta descoberta foi possivel desvendar toda a cascata de
diferenciagdo sexual pressupondo genes ligados ao cromossomo X e genes
autossémicos.

Sabe-se que entre a 52 e 62 semana de gestacdo as gbnadas sao
indiferenciadas, uma vez diferenciadas em células de Sertoli, inicia-se a
secrecdo de hormonio Anti-Mulleriano que provoca a atrofia do canal Muller e
assim impossibilitando a diferenciacdo das genitais femininas.

O processo de determinacdo sexual € um evento primario onde 0 sexo
gonodal é definido e assim had o desenvolvimento do sexo embrionario em
feminino ou masculino.

A fecundacdo de um ovécito (X) por um espermatozoide (X ou Y) pode
originar embrides XY ou XX.

A partir da década de 50 o papel do cromossomo Y comecou a ser
pesquisado, entendia-se que a presenca do cromossomo Y era o suficiente
para que fosse determinado o desenvolvimento dos testiculos, entretanto apés

experimentos demonstraram que em certas ocasifes mesmo como a presenca



do cromossomo Y o testiculo ndo se desenvolvia e gerava mulheres com
genotipo XY e que se houvesse auséncia do cromossomo Y poderia originar
homens com gendtipos XX. *

O canal de Wolff percorre o sistema urogenital, enquanto que o canal de
Muller deriva de uma invaginacao do epitélio superficial, nas mulheres o canal
de Wolff regride e o canal de Muller origina o oviduto, o Utero e o terco superior
da vagina, nos homens o canal de Muller regride por acdo do horménio anti-
mulleriano (AMH) que é secretada pelas células de sertoli e o canal de Wolff
diferencia-se em epididimo, canal deferente e vesicula sob acdo da
testosterona, secretada pelas células de Leydig. °

Sob influéncia da gonadotrofina coridonica humana (HCG) secretada pela
placenta, as células de Leydig fetais passam a produzir testosterona, todo esse
processo ocorre no inicio de 8 semanas de gestacdo seguindo no maximo até
12 semanas de gestacéo.

A diferenciacdo da gonada masculina inicia-se pela 82 semana gestacéo
e a inducao do desenvolvimento das gonadas femininas ocorre a partir da 122
semana de gestac&o. *

Na gestacdo precoce, ou seja, abaixo de sete semanas de gestacdo ha
pouco material fetal disponivel no plasma materno, quanto maior o tempo de
gestacdo aumenta o material fetal no plasma aumentando a viabilidade para

realizacdo do exame.’

Procedimento laboratorial

Para execucdo da determinacdo do sexo fetal sédo coletados 10 mL de
sangue periférico materno em tubo com anticoagulante EDTA e o0 mesmo é
centrifugado para que o plasma seja separado apds a separagcdo do plasma,
este plasma é colocado em tubo de PCR e congelado & temperatura - 20°C
guando a manipulacdo do material ndo € imediata 0 mesmo € mantido em uma
geladeira até 48 horas no maximo.>%*°

O plasma que foi separado em tubo de PCR serd centrifugado
novamente e o que ficou sobrenadante é colocado em novos tubos de PCR,

dos quais é separado 4 mL para a extracdo do DNA fetal. >**°



A PCR amplifica rapidamente a molécula de DNA para os genes
relacionados a determinacdo do sexo masculino sejam encontrados, o
fundamento do sistema de PCR em tempo real combina um termo-ciclador que
detecta uma fluorescéncia emitida a cada ciclo. Atualmente o método
TagManO é utilizado em todo mundo, neste método é utilizado uma sonda que
contém uma molécula fluorescente (fluoréforo) e outra de apagamento
intramolecular (quelante = quencher) e pares de primers®. A sonda contém
sequéncia-alvo entre os primers que vao analisar o plasma materno em duas
regides genbmicas, uma regido comum para ambos os sexos (beta-globina) e
outra especifica da regido do cromossomo Y (DYS-14). >0

A regido beta-globina tem como funcéo de controlar a amplificacdo e
descartar a possibilidade de obter um resultado falso-negativo devido a
inibidores do PCR, ja na regido DYS-14 a amplificagdo ocorre em uma regido
com 147 pares de base quando o sexo fetal € masculino. >°*°

Quando se trata de sexo fetal feminino a regido beta-globina é
amplificada e nada é detectado a regido especifica do sexo masculino o PCR
em tempo real, por este motivo € excluido a possibilidade do sexo fetal ser
masculino, portanto sexo fetal é feminino. O diagnéstico do sexo fetal
masculino obrigatoriamente as duas regibes mostram amplificacdo de
DNA.5;9;10

Quando se trata de gravidez gemelar (gémeos), se gémeos idénticos
chamados de univitelinos o resultado sera valido para ambos os fetos e para
gémeos fraternos (presenca de duas placentas) garante que pelo menos um
dos fetos possui DNA masculino. Tratando-se de resultado ausente de
sequéncia gene masculino, sera sexo feminino ambos os fetos sdo do mesmo
sexo.

Para maior eficacia este processo é realizado novamente antes que o
resultado seja liberado para garantir seguranca no resultado obtido onde na

segunda duplicata o resultado da primeira seja repetido. **



CONSIDERACOES FINAIS

A determinacdo do sexo fetal € uma técnica recente que promete
determinar precocemente o sexo fetal de forma néo invasiva, antes mesmo que
o sistema reprodutor seja desenvolvido, trazendo beneficios ao corpo clinico e
satisfazer as necessidades das maes ja que desejam realizar exames que nao
tragam risco para o bebé, sendo considerada uma grande vantagem.

A técnica é nao invasiva e de facil aplicacdo. A no Brasil esta técnica é
apenas utilizada para determinar o sexo fetal, entretanto a estudos que a partir
desta técnica é possivel detectar cromossopatias relacionadas ao cromossomo
X e trissomias possibilitando o tratamento ainda quando o feto esta em
desenvolvimento. Ha relatos que esta técnica nos paises da Europa esta
disponivel a populacéo através da saude publica e ndo é utilizada apenas para
descobrir 0o sexo fetal e sim para pesquisar cromossopatias citadas
anteriormente entre outras patologias e quando é descoberta, o feto pode ser
tratado ainda no seu processo de desenvolvimento no Utero materno.

E técnica inovadora que garante sua especificidade a partir de oito
semanas de gestacdo, pois sabe-se que a partir desta idade gestacional ha
expressao de genes que vao determinar o desenvolvimento do sistema genital
masculino e, além de sua especificidade esta técnica pode trazer diversos

beneficios.
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