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RESUMO: O diagndstico pré-natal (DPN) baseia-se atualmerdteanalise de material
bioldgico fetal colhido diretamente do Utero pamniéas invasivas. Com vista a evitar o risco de
abortamento associado a estas técnicas, tém virsgdo desenvolvidos métodos de DPN néo
invasivos. Em 1997 foi identificada a presenca Al livre na circulagdo das mulheres
gravidas e, desde entdo, as suas aplicacOes @ mifica ndo tém parado de crescer. Neste
trabalho séo descritas as atuais aplicacoes do AdiN livre no DPN, nomeadamente na
determinagdo do sexo e gendtiRD fetais, na detecdo de aneuploidias e patologias
monogénicas. Sao ainda discutidas as perspetidivaenente ao futuro dos atuais métodos de
DPN. Esta é uma area em rapida evolucao e ja ceensdis aplicagbes. No entanto, 0s recursos
técnicos necessarios ao DPN ndo invasivo constituam limitacdo para muitos centros, para
além de haver ainda questdes éticas a resolves datsua aplicagdo universal. Apesar de o
DPN n&o invasivo ser ja uma realidade, ndo é gr&ligue, num futuro préximo, venha a

substituir por completo as técnicas invasivas.

Palavras-chave:diagnostico pré-natal; diagnostico pré-natal m&asivo; ADN fetal livre



ABSTRACT: In the current health programmes, prenatal didggriogolves analysis of fetal

biologic material collected directly from the uterby invasive methods. To eliminate the risk
of miscarriage associated with these invasive phaees, various non-invasive prenatal
diagnosis (NIPD) techniques are being developee. iiesence of cell-free fetal DNA in the
plasma of pregnant women was identified in 1997 imdpplications in clinical practice have
been growing ever since. This work summarizes tireeat clinical applications of cell-free

fetal DNA analysis, namely for fetal sex and RheBustatus determination, detection of fetal
aneuploidies and monogenic diseases. The futuee ablcurrent invasive methods is also
discussed. NIPD is a rapidly expanding area whiokady has several clinical applications.
However, the technical resources needed to perfdlD still limit the activity of many

centers and several ethical problems need to beessltl before its worldwide application.
Although NIPD is already an accepted method fonatal diagnosis it is unlikely that invasive

methods will be totally replaced in the near future

Key-words: non-invasive prenatal diagnosis; prenatal diagnasill-free fetal DNA



LISTA DE ABREVIATURAS

* BVC - bidpsia das vilosidades coridnicas

* CGC - Centro de Genética Clinica

« DPN - diagnostico pré-natal

e IC —intervalo de confianca

* |ISPD - Sociedade Internacional de Diagnostico RN
¢ MeDiP - imunoprecipitacdo de ADN metilado
e MPS —Massively Parallel Sequencing

* NIPD - non-invasive prenatal diagnosis

« PCR -reacdo de polimerase em cadeia

* RhD - Rhesus D

« RMD —digital relative mutation dosage

¢ SNP —single nucleotide polymor phism



INTRODUCAO

As atuais técnicas de diagnostico pré-natal (DRNYakencas genéticas baseiam-se na analise
de material bioldgico fetal colhido diretamente dtero por amniocentese, biopsia das
vilosidades coribnicas (BVC) ou cordocentese. Estesedimentos sdo invasivos e, para o caso
da amniocentese e da BVC, acarretam um risco deaaiento de cerca de 0,5-1% qual
apesar de reduzido, é significativo. A idade médi#s gravidas tem vindo a aumentar
progressivamente nos ultimos anos e constitui &cagdo mais frequente para a realizacdo
destes testes de diagnostico (61,3% dos casos gog#lp por ocasido da Ultima estatistica
publicada — 2008) No entanto, muitas mulheres continuam a optamgor ser submetidas a
estas técnicas por terem medo de perder o filhpetm desconforto fisico e psicologico que
delas resulta Por forma a reduzir estes problemas, ha ja valéamdas que se procuram

desenvolver métodos nao invasivos de DPN.

A descoberta de células fetais em circulagdo na hé@eerca de 30 arfossuscitou grande
interesse, pois aparentemente estas constituinmntimo substrato para andlise da totalidade
do genoma fetal. Contudo, a escassez destas célulagélula fetal por cada 1@élulas
maternas—, a verificacio de que podiam permanecer nalag&a materna durante varios anos
ap6s a gravidégpodendo-se confundir com as de outras gravidezasjomplexidade técnica
em selecionar de forma inequivoca as células faldisultou o desenvolvimento de técnicas
para a sua aplicacdo no DPN. Em 1997, foi confiamadoresenca de ADN fetal livre na
circulacdo materffao que veio revolucionar o futuro do DPN n&o ifvasDesde entdo,
muitos progressos tém sido feitos nesta area évante o ADN fetal livre ja € utilizado como

uma ferramenta no DPN.

Os objetivos deste trabalho séo descrever as apbiacdes do ADN fetal livre no DPN nédo

invasivo e discutir as perspetivas relativamenttuago dos atuais métodos de DPN.



METODOS

Foi feita uma pesquisa na PubMed utilizando asvpadachave fion-invasive prenatal
diagnosis’, “ noninvasive prenatal diagnosis’ e “cell-free fetal DNA”. Apés leitura dos resumos,
pela sua relevancia, foram selecionados 72 artjgdslicados entre Agosto de 1997 e
Novembro de 2011. Foram ainda pesquisadas as distasferéncias dos artigos selecionados.

No total foram analisadas integralmente 101 pubdiea.

ADN FETAL LIVRE E SUA DETECAO NO SANGUE MATERNO

O ADN livre esta presente na circulacdo de todgmasoas. Trata-se de ADN fragmentado que
é libertado para a circulagdo a partir das célglzendo ocorre apoptds@ Em individuos
saudéaveis, a maior parte do ADN livre tem origemmedula 6sséamas a sua quantidade
aumenta em situacdes de lesao tecidular e maiovaieéo celular, como o cancro ou apds um

enfarte do miocardio

Em mulheres gravidas, além dos fragmentos de ADtémma, que tém um tamanho maior que
500 pares de bases, existem em circulacdo nuchaasstom sequéncias de ADN com menos
de 300 pares de bases que pertencem ab'fefo percentagem de ADN fetal em circulagéo na
mée varia entre 5 e 10% da totalidade de ADN 1ivf& sendo mais elevada no primeiro e
terceiro trimestres da graviddzEste ADN fetal livie é muito provavelmente origiio do
trofoblasto e da placenta, pois a sua presencacwagdo materna pode ser detetada desde os
35 dias pos-concecHp isto &, antes do estabelecimento da circulacéternmfetal, assim
como em gestacdes anembrionadagerificou-se ainda que, em casos de patologialatzenta,

como a pré-eclampsia, a quantidade de ADN fetse sta significativamente aumentdda

A concentracdo de ADN fetal livre na circulacdo enaé& decresce rapidamente apos a
dequitadura, apresentando uma semivida de 16 @r@0as® e desaparece na totalidade até as

duas semanas do pés-paft&ste aspeto faz com que este seja um bom subpte 0 DPN



nao invasivo, ao contrario das células fetais qpoem persistir durante anos na circulagédo da

mae.

A distincdo entre os fragmentos livres de ADN fetainaterno constituiu o primeiro grande
desafio para o desenvolvimento de técnicas de D&Nimvasivo. Como metade do gendtipo
fetal € de origem materna, as primeiras aplicag@es\DN fetal livre no DPN néo invasivo
limitaram-se apenas a identificacdo de genes dasatpie pudessem estar presentes no feto,
mas nunca na mae, tal como sequéncias do cromossomao geneRHD fetal em gravidas
Rhesus D (RhD) negativas. Nestes casos, a presi@scgenes em questdo confirma a sua
origem fetal. No entanto, a ndo identificacdo dasmos ndo exclui com seguranca a sua
presenca no genoma fetal, podendo apenas signifieaa amostra analisada ndo contém ADN
fetal. Por forma a evitar os resultados falsos tivmamforam desenvolvidos controlos internos
para confirmar a presenca de ADN fetal nas amosas isso podem ser aproveitadas as
diferencas epigenéticas entre genes placentaresaternns, em especial a metilagdo
diferenciat®. Por exemplo, a regido promotora do gene supressporal RASSF1A esta
hipermetilada no tecido placentario (de onde sgir@io ADN fetal livre) e hipometilada nas
células sanguineas matertia® RASSF1A metilado é por isso um marcador universal do ADN
fetal® e a sua presenca na amostra de sangue maternalisaraindica com seguranca a

presenca de ADN fetal livre.

Mais recentemente, o desenvolvimento das técnieazamtagem molecular recorrendo a
equipamentos de sequenciacdo massiva passou dipanalisar quantitativamente a totalidade
do ADN livre em circulacdo, abrindo portas ao DFA imvasivo das mais variadas patologias

monogeénicas e aneuploidias.



PRINCIPAIS APLICACOES

1. Determinacdo do Sexo Fetal

A determinacdo por DPN nao invasivo do sexo fatdlepfazer-se a partir da sétima semana de
gestaca® por pesquisa de sequéncias especificas do cromas¥ono plasma materno —
geralmente os gen&RY e DYS14%%. A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) em tesgiar

a técnica mais eficaz e fiavel para amplificar esfene®. A detecéo das sequéncias de ADN
do cromossoma Y no plasma materno indica a presigan feto masculino e a sua auséncia

implica a presenca de um feto feminino.

A determinacdo do sexo fetal por DPN ndo invasi&oéjaplicada por rotina em muitos
centro’, com bons resultados: sensibilidade de 95.4%rgal@ de confianca [IC] a 95%,

94.7%-96.1%) e especificidade de 98.6% (IC a 958/4,%9-99.0%63".

Um estudo realizado em Inglatéfrdemonstrou que, para a determinacdo do sexo dieahdo
comparados com o0s atuais métodos invasivos, asstdst DPN n&o invasivo ndo acarretam
custos adicionais, apresentando ainda a vantager@alexpor muitas mulheres aos riscos dos

primeiros.

A determinacado ecografica do sexo fetal tambémén@oasiva, mas esta técnica s permite ter
preciséo a partir das 12 semanas de gestagaufio é eficaz quando os genitais externos s&o

ambiguos.

A identificacdo precoce do sexo fetal € importartedoencas ligadas ao cromossoma X e na
hiperplasia suprarrenal congénita. Nas doencaddgjao cromossoma X, como a hemofilia e a
distrofia muscular de Duchenne, a identificacdoude feto do sexo feminino elimina a
necessidade de a mulher ser submetida desnecessa@gaa um teste de diagndstico invasivo.
Nos casos de hiperplasia suprarrenal congénitalmanatracdo de dexametasona antes das

nove semanas as maes portadoras de um feto femimmpede a virilizacdo fetal. A



determinac@o do sexo genético é também essendallquas ecografias pré-natais mostram

genitais externos ambiguos.

2. Determinacado do Geno6tipdRHD fetal

A PCR em tempo real também pode ser utilizada gaalificar sequéncias do geReID em
gravidas RhD negativas, ja faz parte da praticdaceliem muitos centros, atinge sensibilidades
de 94%-99,5% e especificidades de 99,5%-9%,8%o0de ser realizado com seguranca a partir
do segundo trimestre de gestdé&a A presenca de porcdes deste gene em circulacadiaa
RhD negativa indica que o feto € RhD positivo eguadestar em risco de doenca hemolitica
fetal, caso a mée tenha sido previamente sensitiéizSe o feto for RhD negativo, ndo séo
necessarios mais testes ou precaucoes especHimasn reportados alguns falsos positivos
devido a presenca de pseudogenes amplificados sequ&ncias RhD sem que se verificasse a
producdo da proteina, especialmente em mulheliearads. Os atuais protocolos de PCR ja tém
em conta esta possibilidade e a regido do genomaspondente ao pseudogene ndo é

amplificadd®.

Os métodos de DPN invasivo sdo eficazes na detagdindo genotipRHD fetal. No entanto,
podem aumentar a sensibilizacdo da mae para o RiB@adao risco de hemorragia feto-

matern&.

A administracdo sistematica da imunoglobulina Bnt& todas as gravidas RhD negativas
quando o progenitor masculino € RhD positivo veiminuir significativamente a taxa de
isoimunizacdo e a doenca hemolitica. Foi estimag® mp populacdo caucasiana, 40% das
mulheres RhD negativas recebem esta profilaxiaedessariamente E conveniente que a
imunoglobulina anti-D seja administrada criteriosate, ndo sé pelo seu custo, mas também
porque é proveniente do sangue de dadores e pardsstitui uma possivel fonte de infec8es

A determinacdo do gendtipeHD fetal por DPN ndo invasivo apresenta-se, nestéertm

vantajosa.



3. Aneuploidias

O risco de aneuploidias, em especial da trissothi& 2 maior indicacdo para DPN e representa
um maior desafio para o DPN néo invasivo. Neste®<a@ necessario quantificar o ADN
proveniente de um cromossoma especifico. Na pratigessivel identificasingle nucleotide
polymorphisms (SNPs) originarios do cromossoma em causa e aalautazao entre os alelos
maternos e paternos, o que permite determinar e@ruige cromossomas fetais presefités
Contudo, isto s6 é valido em fetos heterozigétipasa os polimorfismos a analisar e exige a
separacdo entre ADN fetal livre e ADN materno f%ré& o que é dificil, dada a baixa

percentagem de ADN fetal livre.

Em casos de trissomias fetais, a quantidade tetAN livre (materno e fetal) proveniente do
cromossoma em excesso serd maior do que em situagfwais. Tendo em conta que o ADN
fetal livre constitui cerca de 10% de todo o ADMé"" *? se se analisarem 100 genomas no
ADN livre proveniente de uma gravidez eupléide,eariaremos 200 copias do cromossoma
21, 20 das quais de origem fétalNo caso de um feto com trissomia 21, a mesmasanal
revelaria a existéncia de 210 cépias do cromosg@imaendo 30 de origem fetalAs técnicas

de quantificacdo molecular mais comummente utiizachdo tém capacidade de discriminar
este pequeno aumento (cerca de 5%) de sinal doossmma em excesSpA Massively
Parallel Sequencing (MPS) é uma tecnologia que sequencia milhdes déculas de ADN de
cada vez e identifica a origem cromossOémica de ceda delas, permitindo determinar a
proporcdo de moléculas originarias de cada cromusS0A anélise da totalidade do ADN
livre em gravidas (materno e fetal) por MPS é cajmrdetetar as pequenas alteragfes de sinal
de um cromossoma em caso de aneupfSidista técnica ultrapassa os problemas descritos

anteriormente e tem vindo a tornar-se progressikgemmaais rapida e baraia

Em 2011 surgiram quatro estudfo¥ que validaram a MPS para a identificagéo de tmis@1
num grande numero de gravidas de alto risco (sgladas ap6s métodos classicos de rastreio

de aneuploidias) — sensibilidade e especificidad@%o (IC a 95%, 98.2%-99.8%h)
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Em Outubro de 2011, passou a estar disponivel st@a t&io invasivo para detecao pré-natal de
trissomia 21 — ver http://www.sequenomcmm.com/.uBdg a Sociedade Internacional de
Diagnostico Pré-natal (ISPD), este teste ndo podiaaer considerado totalmente diagndstico,
sendo classificado como um teste de rastreio adangae necessita de confirmag&o por um
teste invasiv®d. Ainda assim, a oferta do teste por MPS as grawiaalto risco para trissomia
21 pode reduzir em 98% o nimero de procedimentddRi¢ invasivo realizadd5e reduzir
consideravelmente os gastos pelo sistema de ¥afdea uma aplicacdo generalizada destes

testes sdo ainda necessarios mais estudos em gligritde baixo risco.

As duas aneuploidias mais frequentes depois dsomnig 21 sdo as trissomias 18 e 13. No
entanto, foi constatado que, através da MPS, eildifiedir a quantidade de sequéncias
provenientes de cromossomas com contetdo muitaddesu muito reduzido de GC, como € o
caso dos cromossomas 18 €°1% Por isso, para estas duas aneuploidias é airmess@io

desenvolver protocolos fiavéis® %

Um grupo obteve resultados encorajadores recorrandma técnica de enriquecimento em
ADN fetal livre através da identificagdo de regidésrencialmente hipermetiladas no ADN do
cromossoma 21 fetal em comparacdo com o matercarreedo a imunoprecipitacdo de ADN
metilado (MeDiPy" *® Utilizando a MeDiP em combinacdo com a quantificapor PCR em
tempo real, foi possivel identificar corretamemecasos de trissomia 21 e 26 casos normais em
40 gestacdes entre as 11 e as 14 semanas, ob@tdade sensibilidade e especificididas
técnicas da MeDiP e da PCR em tempo real sdo, @migio, acessiveis a maioria dos
laboratérios, sendo significativamente menos didjpsas do que a MPS e poderéo vir a ser
utilizadas no DPN n&o invasivo de outras aneupsigiara além da trissomia2INo entanto,

sdo necessarios estudos em grande escala anteodagao desta estratégia na pratica clinica.
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4. Doencas Monogénicas

Inimeras doencas causadas por mutacfes num Umecafgtam cerca de 3,6 em cada 1000
nados vivo$. Atualmente, o rastreio das doencas monogénicas coauns faz parte dos

planos de satde das gravidas. As familias comrisistie doencas monogénicas raras é
oferecida a analise da porcao relevante do genetaa dpds colheita de material fetal por

métodos invasivos.

O DPN néo invasivo de doengas autossomicas dorasénatnsmitidas pelo pai € simples, pois,
quando os alelos mutantes ndo estdo presentesnoongematerno, s6 serdo detetados na
circulagdo materna se o feto os tiver herdadd Do mesmo modo, a auséncia dos alelos
paternos mutantes em circulagdo na mée exclui &r@usmisséo ao fets*. Estas estratégias
ndo séo eficazes na dete¢cdo de mutagbes autossaitenantes herdadas da mae, nem na
detecdo de homozigotia para mutacdes autossOn@cassivas para as quais 0s progenitores

sao heterozigoticos.

Para ultrapassar as limitagfes referidas, parassem que a mae é heterozigética para uma
determinada mutacéo, foi desenvolvida uma tecr@lqge nao requer a separac¢do entre ADN
materno e fetal livres, denominadaital relative mutation dosage (RMD)** > Esta técnica
consiste na adicao de duas sondas — uma corresperzdmutacdo e outra a sequéncia normal —
ao plasma materno e a sua analise por PCR digitglle permite comparar a quantidade
relativa de sequéncias mutantes e ndo-mutantesadanammostra. Se o feto for heterozigoético
como a mae, é de esperar um equilibrio entre astiqades de alelo mutante e ndo mutante.
Por outro lado, um excesso de representacao doralghnte indica a sua presenca no gendtipo
fetal (feto homozig6tico para a mutacdo). De foram@loga, a sub-representacdo do alelo

mutante sugere a presencga de um feto homozig@ieogalelo ndo mutante.

A conjugacéo da técnica RMD com as técnicas ddiftbagdo de sequéncias paternas permite

conhecer o genotipo fetal em qualquer situacéosilpiitando o DPN ndo invasivo de um

12



grande numero de doencas monogénicdéo entanto, sdo necessarios estudos de grandes

séries para que se possa proceder a sua validacéo.

DPN NAO INVASIVO EM PORTUGAL

Em 2009, foram realizados em Portugal 10515 exanvasivos de DPN, dos quais resultaram

31 abortamentos de fetos potencialmente saudaveis

De acordo com os dados apresentados na Reunidd(itesos da Associacdo Portuguesa de
Diagnostico Pré-Natal, a 3 de dezembro de 2011i€8asS: Diagnostico pré-natal ndo invasivo
em Portugal — que futuro?), existem em Portugal ¢ghtros privados de genética — GDPN —
Genética Médica e Diagnostico Pré-Natal, CGC — ©e@Genética Clinica e Grupo Joaquim

Chaves — com alguma experiéncia em DPN néo invésiseado no estudo do ADN fetal livre,

sobretudo na determinacdo do sexo fetal. A gerg#ipando invasiva dBHD fetal pode ser

realizada no Hospital de Sao Jodo — Porto e nogitdsda Universidade de Coimbra.

Os laboratérios acima referidos pretendem dar coigtade aos métodos de DPN n&o invasivo
e esperam em breve poder vir a diagnosticar deafoi@o invasiva outras patologias. O Servico
de Genética da Faculdade de Medicina de Coimbrat¢eno plano iniciar também o DPN néo
invasivo e o Departamento de Genética da Faculdad#edicina da Universidade do Porto

tem projetos de investigacdo em curso nesta area.

QUESTOES ETICAS

E inquestionavel que o DPN n&o invasivo podera pierondiagnostico precoce, seguro e célere
de muitas das doencas genéfita8ontudo, antes da implementacdo generalizadesitsites,
€ necessario considerar que 0 acesso ao genontalefedata questbes éticas relevantes,

nomeadamente possiveis aplicacbes ndo médicas.
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O DPN néo invasivo para determinacdo do sexo fatasta disponivel em varios centros.
Existem raz6es médicas que justificam a determopg@coce do sexo fetal. No entanto, pelas
mais diversas razfes pessoais, sociais e cultunais¢casal pode querer escolher o sexo do
filho*" *® levando-o a abortar caso o resultado do testiiagmostico ndo seja o desejado. Na
China, por exemplo, em 2005, o nimero de rapazesmenos de 20 anos excedia em 25
milhdes o nimero de rapariaEm Portugal, a interrupcéo voluntaria da graviélgermitida
até as 10 semanas e o DPN néo invasivo para detey@a do sexo fetal pode ser realizado

depois das sete, criando-se assim uma janela deupjglade para a selecéo do sexo fetal.

Embora ainda ndo seja possivel, é de prever queNorido invasivo venha a permitir antecipar
se um feto tera determinada caracteristica fisicpredisposi¢cdo para algumas doengas, como
Diabetes Mellitus ou canclb Estas possiveis aplicacdes levantam questdesoqagrotecio

dos dados obtidos, & propriedade da informacaguem podera ter acesso &&f4

Um inquérito realizado a profissionais de saldeddsm da Obstetricia acerca do DPN néo
invasivo revelou que o nivel de conhecimentos acdic ADN fetal livre era baixo e que a
atitude perante a possibilidade de os métodos d¢ i@ invasivo virem a ser implementados

era de incerteZa

Um outro grupo realizou um questionario a gravidaerca da possibilidade de serem
submetidas a técnicas de DPN nao inva$iveoncluindo que a maior parte das mulheres
apresentava interesse nestes procedimentos sabned¢lal maior seguranga para o feto, mas

cerca de 25% ndao tinham qualquer opinido sobrena.te

A semelhanca do que se passa com o DPN invasiadgupr casal que pretenda esta nova
forma de DPN deverd ser informado do interessengagdes das técnicas disponiveis, em

sessdes de aconselhamento genético e deveraigermbeu consentimento informddo

z

Por tudo isto, € necesséario que antes da introdgeéeralizada do DPN néo invasivo, 0s
profissionais de saude e o publico em geral sejamiddmente esclarecidos acerca destes

procedimentos e quais as suas implicagBes, nodeedg obter um consenso quanto as

14



indicacBes que realmente justificam o DPN nao imgas normas que regulamentem a sua

aplicacao.

CONCLUSAO

Desde a descoberta do ADN fetal livre em circulag@aonde, a &rea do DPN n&o invasivo nao
parou de crescer e tém surgido inimeras aplicagfeas. O DPN néo invasivo ja € uma
realidade, pois para a determinacdo do sexo fedal genotipoRHD fetal € considerada ma
pratica ndo oferecer esta possibilidade as graviRigativamente a trissomia 21, os testes estao
j& a disposicdo no mercado e, por agora, constissdretudo uma segunda linha de rastreio. E
de prever que, com a sua aplicacdo em grande ggealez a ser confirmada a sua fiabilidade,
0 que, a par da provavel reducdo dos custos ddpamgeintos necessarios, ird seguramente
contribuir para a sua instituicdo como testes dgrdistico. Para as patologias monogénicas, o
DPN ndéo invasivo permite ja a identificacdo seglaa mutacdes de origem paterna, embora a

detecdo das restantes mutacdes ainda careca dizcéali

A questdo que se impde é se o DPN néo invasivaavadbstituir totalmente os atuais métodos
invasivos. Quando comparados, o DPN nao invasivigetresultados sobreponiveis aos do
DPN invasivo, apresentando as vantagens de ser segio e poder ser realizado mais
precocemente. Apesar de 0S recursos técnicos aeossserem capazes de obter resultados
cada vez mais rapido e o seu preco estar a dimséigrainda estes os pontos que limitam a sua

aplicabilidade.

O numero de amniocenteses e BVC podera vir a dimsignificativamente, mas néo é de
esperar que, num futuro préximo, se venham a alpandmr completo as técnicas invasivas.
Embora seja uma area em rapida evolugdo, a vesdgde, em face dos conhecimentos atuais,
s6 o sexo fetal, 0 gendétifRHD fetal e a trissomia 21 podem ser diagnosticadosaanfianca

de forma ndo invasiva.
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acordo com a lista da National Library of Medicine, disponivel em
ftp://nlmpubs.nim.nih.gov/online/journals/ljiweb.pdf.

Exemplo de artigos publicados em revistas:

Grant JM. The whole duty of obstetricians. BJOG 1997;104:387-92.

Exemplo de Capitulos de livros::

Goldenberg RL, Nelson KG. Cerebral Palsy. In: Maternal-Fetal Medicine (4t
Edition). Creasy RK, Resnik R (eds). WB Saunders;1999:1194-214.

11. Os quadros sdo submetidos em formato digital, separadamente do
texto principal. Devem ser numerados sequencialmente em
numeracdo romana (I, I, 111, IV etc.) e ndo apresentar linhas verticais
internas; as Unicas linhas horizontais a incluir sdo na margem
superior e inferior do quadro e apés os titulos das colunas. Os dados
contidos nos quadros e nas legendas devem ser concisos e ndo devem
duplicar a informacéo do texto. As legendas dos quadros devem ser
submetidas nos mesmos ficheiros dos quadros.

12. As figuras devem ser numeradas sequencialmente na ordem que
aparecem no texto, usando numeracdo arabica (1, 2, 3, etc.) e
submetidas em formato digital, em ficheiros separados do texto
principal e dos quadros. Podem ser submetidas figuras a preto e
branco ou a cores. As legendas das figuras devem ser submetidas
dentro do texto principal, numa pagina separada, ap6s as referéncias.

13. Ap6s aceitagcdo de um artigo, mas antes da sua publicacédo, os
autores deverao enviar por email a revista o Formulario de Garantia
dos Autores, disponivel em www.aogp.com.pt/authors form.pdf,
assinado por todos.

CARTAS AO EDITOR

1. As cartas ao Editor referem-se em principio a artigos publicados
nos ultimos dois ndmeros da revista, mas poderdo ocasionalmente
também ser publicadas cartas sobre outros temas de especial
interesse. Se for considerado relevante o Editor Chefe solicitara uma
resposta dos autores do artigo original.

2. As cartas ao Editor e as respostas dos autores ndo devem exceder
750 palavras nem 5 referéncias.

PREPARATION OF THE MANUSCRIPT, TABLES AND FIGURES

1. Uploaded files containing the main manuscript, tables and figures
must not contain any reference to the authors or to the institution(s)
where research was conducted.

2. All texts should be submitted double spaced, using an 11-point
Times New Roman font.

3. The structure and maximum dimensions (excluding references) of
the main manuscript vary according to the type of article:

ORIGINAL STUDY - separate sections with headings: Introdution, Methods,
Results and Discussion; limit of 3000 words.

REVIEW ARTICLE - free structure; limit of 5000 words.
OPINION ARTICLE - free structure; limit of 1500 words.

CASE REPORT - separate sections with headings: Introduction, Case Report
and Discussion; limit of 1500 words.

4. All research involving human subjects or animals should contain a
statement in the text regarding the existance of prior approval by an
appropriate Ethics Committee. With human subjects it is also
necessary to include a statement concerning the request of informed
consent from participants.

5. Abbreviations should be used sparingly and written in full extent
at first usage, both in the article’s abstract and in the full body of the
text.

6. Drugs should always be referred to by their generic names, except
when the trade name is of particlular relevance. In this case they
should be accompanied by the symbol®.

7. Technical equipments, chemical or pharmaceutical products cited
in the text should be followed in brackets by the name of the
manufacterer, city and country where they are commercialised.

8. At the end of the main text, authors may include the
aknowlegments that they would like published in the article.

9. References should be numbered consecutively in the order that
they are first mentioned in the text, tables or figure legends, using
arabic numbers in superscript; i.e 123. Papers accepted for publication
but not yet published may be cited in the reference list in the usual
format, using the journal name followed by the words in press.
Personal communications, abstracts published in congress
proceedings, web pages, and articles submitted for publication but
still under evaluation may not be cited as references.

e ORIGINAL STUDY - maximum of 50 references.
e REVIEW ARTICLE - maximum of 125 references.
e OPINION ARTICLE - maximum of 20 references.
e CASE REPORT - maximum of 20 references.

10. The reference list should follow the guidelines of the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
www.icmje.org/Zicmje.pdf. Journal titles should be abbreviated
according to the National Library of Medicine list, available at
ftp://nlmpubs.nim.nih.gov/online/journals/ljiweb.pdf.

Example of articles published in scientific journals:

Grant JM. The whole duty of obstetricians. BJOG 1997;104:387-92.

Example of Book chapters::

Goldenberg RL, Nelson KG. Cerebral Palsy. In: Maternal-Fetal Medicine (4t
Edition). Creasy RK, Resnik R (eds). WB Saunders;1999:1194-214.

11. Tables are to be submitted in digital format, separately from the
main manuscript. They should be numbered sequentially with roman
numerals (1, II, lll, IV etc.) and must not display internal vertical lines;
the only horizontal lines that should appear are above and below the
table, and following the column headings. Data contained in the
tables should be concise and must not duplicate the information given
in the text. Table legends should be submitted in the same files as
the tables.

12. Figures should be numbered sequentially in the order that they
appear in the text, using arabic numerals (1, 2, 3, etc.) and submitted
in digital format, in separate files from those of the main manuscript
and tables. Both black-and-white and colour figures may be
submitted. Figure legends should be submitted within the main
manuscript file, on a separate page, following the references.

13. After acceptance of an article, but before its publication, the
authors must send to the journal by email the Authors’ Guarantee
Form, available at www.aogp.com.pt/authors form.pdf, signed by
all.

LETTERS TO THE EDITOR

1. Letters to the Editor usually refer to articles published in the last
two issues of the journal, but those addressing other themes of special
interest may ocasionally be published. If considered relevant, the
Editor-in-Chief will ask for a reply from the authors of the original
article.

2. Letters to the Editor and replies from the authors should not
exceed 750 words nor 5 references.



