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onde estamos, para onde vamos

Prenatal genetic testing: where we are at, where we are heading to

Este texto tem como objetivo apresentar uma revisao acerca do estado
da arte da citogenética convencional e molecular aplicada ao diagnoéstico pré-natal, discutindo as aplicagdes,
vantagens e desvantagens dos diferentes métodos, em suas bases tedricas e histéricas. Desde 1960, a citogenética
convencional, com a analise microscopica dos cromossomos em divisao, vem sendo utilizada como padréo-
ouro. Entretanto, mesmo adotando essa abordagem, para uma significativa parcela de casos ndo é possivel
estabelecer diagndstico sindromico definitivo em cerca de metade dos pacientes que apresentam cariétipo
normal, na presenca de malformagdes. Para esse grupo, as técnicas moleculares que envolvem estudos em nivel
gendmico poderiam permitir a identificagdo de novos microarranjos cromossémicos possivelmente responsaveis
pelo fendtipo anormal, contribuindo para a caracterizacdo molecular e estabelecimento de um diagnéstico mais
preciso, uma abordagem perinatal mais adequada e um aconselhamento genético mais detalhado. Destaca-se
o advento das técnicas de FISH, SKY, CGH e array CGH como promissoras aliadas, de forma complementar ao
cariotipo convencional.

This paper aims at presenting a review of the state of the art of conventional
and molecular cytogenetics applied to prenatal diagnosis, the applications, pros and cons of different techniques
and their historical and theoretical background. Since 1960, conventional cytogenetics, based on the analysis of
chromosomes has been used as a gold standard. However, for a significant proportion of cases it is not possible
to establish definitive syndromic diagnosis in about half of the patients with normal karyotype in the presence
of malformations. For this group, molecular techniques at the genomic level might allow the identification of
new chromosomal areas potentially responsible for the abnormal phenotype, contributing to the molecular
characterization and establishment of a more accurate diagnosis and the most appropriate perinatal approach,
including a more detailed genetic counseling. The advent of FISH techniques, SKY, CGH and array CGH will be
discussed as promising tools to complement cytogenetic diagnosis based on conventional karyotyping.
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Introducao

Por que fazer investiga¢do genética?

Define-se como malformagao congénita toda anomalia fun-
cional ou estrutural do desenvolvimento do feto decorrente de
fator originado antes do nascimento, seja genético, ambiental
ou desconhecido, mesmo quando sua manifestacio for tardia e
ndo for aparente no recém-nascido' (D). Cerca de 2 a 5% dos
recém-nascidos vivos apresentam pelo menos uma anomalia
congénita identificdvel ao nascimento, variando desde anomalias
discretas até graves defeitos que comprometem a sobrevida. Dados
oriundos de estudos internacionais e do Estudo Colaborativo
Latino-Americano de Malformagdes Congénitas (ECLAMC)
confirmam que a incidéncia na América Latina ndo difere,
significativamente, daquela encontrada em outras regides do
mundo, apesar de ainda existirem sub-registros’.

Desde a introdugdo do exame ultrasonografico na assisténcia
pré-natal, sua aplica¢do tem sofrido profundas transformacdes e
supera em muito a simples verificagio do nimero de fetos, sua
vitalidade e datagdo. Os progressos na tecnologia da ultrasonogra-
fia, a maior experiéncia acumulada pelos servicos especializados
e o maior acesso da populacdo aos servicos de ultrassonografia
tém contribuido para um aumento significativo da detecgio de
fetos com malformagdes. Concomitantemente, o aumento do
acesso a estudos citogenéticos levou a procura do conhecimento
sobre a correlacdo entre achados ultrassonograficos e alteragdes
do cariétipo® (B). A ultrassonografia na identificagio de fetos
portadores de cromossomopatias mostrou-se um método com
alto valor preditivo negativo, o que corresponde dizer que na
auséncia de malformacoes detectadas, a possibilidade de o feto
ter uma anomalia cromossomica é baixa® (B).

As causas genéticas, isoladamente ou em conjunto com
causas ambientais, estdo envolvidas em, pelo menos, um ter¢o
das malformacdes congénitas. Dentre as causas genéticas,
as anomalias cromossOmicas numéricas ou estruturais estdo
presentes em cerca de 0,9% de uma amostra nao selecionada
de recém-nascidos’ (C) e em mais de 10% dos natimortos®(C).
A frequéncia geral de anomalias citogenéticas em fetos mal-
formados é de, aproximadamente, 10 a 15%7 (C). Desses,
cerca de 80% sido trissomias dos cromossomos 13, 18 ou 21.
O restante envolve alteracbes numéricas nos cromossomos
sexuais e rearranjos cromossdmicos estruturais® (C). Torna-se
justificdvel, portanto, a conduta de se indicar a andlise cro-
mossdmica de todos 0s natimortos € Neomortos, Com ou sem
fendtipos dismoérficos, e de todos os fetos com malformagdes,
principalmente quando estdo presentes mais de uma anomalia

ou quando hd histéria familiar de malformacdes congénitas.

O diagnéstico pré-natal dos fetos portadores de malformacdes
congénitas e cromossdmicas justifica-se pela possibilidade de
interrupgdo da gestagdo, em alguns casos, e pela programagdo da
assisténcia perinatal. O momento do diagndstico também se mostra
oportuno pela alta incidéncia de 6bito fetal com subsequente
maceragdo fetal, o que poderia dificultar a anélise citogenética
pés-natal, inviabilizando muitas vezes o diagndstico.

Além disso, as implicages do diagndstico genético envolvem
desde a referéncia para especialistas, a intervencdo terapéutica para
sindromes especificas, até o rastreamento de outras malformacdes.
As implica¢des também se estendem no sentido da diminuigdo do
ndmero de procedimentos diagndsticos a que o paciente poderia
ser submetido. Para a familia, o diagndstico pode diminuir a
ansiedade e permitir um adequando aconselhamento de risco e
planejamento para a futura prole.

Entretanto, mesmo adotando essa abordagem, uma signi-
ficativa parcela das anomalias congénitas permanece com etio-
logia desconhecida. Mesmo apds o nascimento, com 0 exame
fisico completo e exames complementares diversos, os centros
especializados em diagndstico em dismorfologia ndo conseguem
estabelecer diagndstico sindromico definitivo em cerca da
metade dos pacientes. Para esse grupo, as técnicas moleculares
que envolvem estudos em nivel gendmico poderiam permitir a
identificacio de novos microarranjos cromossdémicos possivel-
mente responséveis pelo fenétipo anormal, contribuindo para a
caracterizacio molecular e estabelecimento de um diagndstico
mais preciso, uma abordagem perinatal mais adequada e um
aconselhamento genético mais detalhado.

Este texto teve como objetivo apresentar uma revisao dos
testes genéticos disponiveis para o diagnéstico pré-natal, dis-
cutindo as aplica¢des, vantagens e desvantagens dos diferentes
métodos, suas bases tedricas e histéricas, incluindo as novas

técnicas moleculares.

Diagndstico das anomalias cromossomicas

Técnicas atuais

A andlise microscépica dos cromossomos tem sido o padrao-
-ouro para o diagnéstico das anomalias cromossdémicas desde o
desenvolvimento da técnica do bandamento G, no final da década
de 1960. Resumidamente, apés o periodo de crescimento celular,
é realizado o bloqueio das células em metéfase. Nessa fase, como a
duplicacio da molécula de DNA (ADN, em portugués: dcido deso-
xirribonucleico; ou DNA, em inglés: deoxyribonucleic acid) jd aconteceu,
o0s cromossomos exibem duas cromdtides e o centrémero. A andlise
é realizada em, pelo menos, 15-20 células, havendo a indicagdo de

um maior nimero de células para os casos suspeitos de mosaicismo.
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As metdfases sdo documentadas e analisadas manualmente ou com
o auxilio de soffwares de captura e andlise de imagens.

Para o diagndstico pré-natal é comum a obtengéo do cari6tipo
a partir de sangue do corddo umbilical, liquido amniético e
vilosidades coridnicas, dependendo da idade gestacional. No
entanto, teoricamente, é possivel obter o cari6tipo a partir
de qualquer tecido que tenha sua viabilidade preservada
e possa ser submetido ao cultivo celular para obten¢io de
metifases’ (B). O tempo para a obteng¢do dos resultados varia
de acordo com o material estudado, a viabilidade das células
cultivadas, as condigBes técnicas laboratoriais, os reagentes
utilizados e o preparo da amostra, dentre outros fatores. Em
média, esse perfodo é de 7 a 15 dias para cultura de vilo
corial ou de liquido amnidtico, e de 3 a 7 dias para sangue
fetal (Figura 1). A preparacdo direta do vilo corial, sem a
cultura das células, permite a obten¢do de resultados em
até 24 horas, mas a baixa resolu¢do dos cromossomos limita
a sua aplicagdo, impossibilitando, por vezes, a exclusdo de
anomalias estruturais.

O nivel de resolucdo de uma técnica citogenética é determi-
nado pelo niimero de bandas cromossdmicas visiveis. Quanto
maior o ndmero de bandas, maior a resolu¢do do exame e maior o
poder de exclusdo de pequenas dele¢des e anomalias estruturais.
Em geral, uma resolugdo de 450-550 bandas é suficiente para a
maioria das andlises clinicas, incluindo o diagndstico pré-natal.
As técnicas convencionais atuais de cariotipagem por coloragio
e bandamento de cromossomos, oriundos de células em divisao
e sob aumento microscépico de 1000 x, sdo capazes de detectar
anomalias cromossdémicas numéricas e estruturais que tenham,
pelo menos, de 5 a 10 milhdes de pares de base de DNA
(5—10 Mb), que corresponde ao poder de resolugdo do método
e contém uma “banda” cromossdmica. Classicamente, os laudos
de cariétipo devem incluir o padrio de bandas verificado naquela
amostra para que seu resultado seja corretamente interpretado.

Em situacGes especiais, pode-se indicar o bandamento de alta
resolucdo, em que sdo analisados os cromossomos durante a profase,
prometafase ou estdgios precoces da placa metafdsica ou, ainda,
cromossomos metafdsicos tratados com reagentes especificos.
Essas técnicas propiciam cromossomos mais estendidos que os
cromossomos observados em metdfase convencional, permitindo
a observacdo de um nimero maior de bandas e a detec¢do de
anomalias menores e que exijam um padrdo de resolugiao melhor
para sua visualiza¢do, como quando hd pequenas bandas ou bandas
claras envolvidas (Figura 2). Dentre as anomalias que podem
exigir um padrio diferenciado de resolugdo, pode-se citar as
dele¢des mais frequentes em 22q (di Georgi), 5Sp (Cri du Chat),
17p (Smith-Magenis) e 15q (Prader-Willi/Angelman).

Embora muito confidvel e ainda considerada o padrdo-ouro
para a investigacdo de anomalias relacionadas aos cromossomos, a
andlise citogenética convencional apresenta algumas limitagdes,
como falhas de cultivo celular e a necessidade de profissional
experiente para a leitura e interpretagdo dos resultados de
forma confidvel. No diagndstico pré-natal, outras limitagSes
importantes estdo relacionadas a baixa qualidade das prepara-
¢Oes cromossdmicas, obtidas em uma parcela significativa das
vezes, e que impossibilita a detec¢do de anomalias estruturais
e microarranjos cromossdémicos menores que 5—10 Mb. Além
disso, a necessidade de cultivo celular de longa duragdo acaba
por impactar significativamente no tempo relativamente longo
para a libera¢@o de resultados.

Nas tdltimas décadas, a citogenética clinica assistiu a um
extraordindrio avanco das técnicas de biologia molecular. A
confluéncia dos enfoques molecular e citogenético — a citoge-
nética molecular — revolucionou as possibilidades e a precisdo
diagnéstica. O sequenciamento do genoma humano tem
contribuido neste sentido, permitindo um rastreamento de
maior resolugao para anomalias cromossomicas. Essas altera¢oes
gendmicas constituem cerca de 15% de todas as mutagoes que
envolvem as doencas monogénicas em humanos'®(C). As limi-
tagoes de resolu¢do do bandamento convencional podem ser, em
grande parte, superadas pelas novas técnicas moleculares, com
aplicagbes clinicas evidentes no diagndstico de microdelegdo,
rearranjos subteloméricos, cromossomos marcadores e derivados,
e rearranjos génicos.

A técnica molecular mais difundida é a hibridizagdo in situ por
fluorescéncia (FISH — Fluorescent In Situ Hybridization). Consiste
na hibridizacdo (liga¢do especifica) de um DNA-molde (sonda) a
seu alvo complementar em um cromossomo ou nicleo interfésico,
avaliando-se a presenca ou auséncia de uma sequéncia especifica
de DNA ou regido cromossdmica. Portanto, a técnica de FISH
é locus-especifica e exige que se conhega a sequéncia de DNA de
interesse para a escolha adequada da sonda a ser utilizada. Em
Medicina Fetal, é empregada para a detecgdo precoce de tris-
somias em células ndo cultivadas, analisando simultaneamente
cinco sondas para os cromossomos envolvidos nas aneuploidias
mais frequentes (13, 18, 21, X e Y) e para a confirmacio de
sindromes de microdele¢des ou microduplicagdes. A grande
vantagem em relagfo as técnicas convencionais € o curto tempo
para obtencdo do resultado, sendo possivel a obtengdo de um
resultado em pelo menos duas horas.

Virias outras técnicas surgiram baseadas no método de
FISH original. Usando sondas fluorescentes cromossomo-
especificas e hibridiza¢do de um “coquetel” de 24 sondas,

gerado a partir da combinagdo de cinco fluorocromos, as
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Coleta O BVC & AMNIOCENTESE @ CORDOCENTESE
Material Vilo corial Amnidcitos Sangue fetal
Tempo para ) . ;
resultado 7 a 15 dias 7 a 15 dias 3a7dias

BVC: biopsia de vilo corial; IG: idade gestacional

Figura 1 - Estudo do cariotipo fetal.
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A: cariotipo com padrao de bandas convencional, para anélise de rotina (resolucao de 450-550 pb); B: cariétipo com padrao de bandas com resolucdo aumentada, acima de 550 pb

Figura 2 - Imagem digitalizada, anélise por software, dos cromossomos de uma célula feminina normal (46,XX) em dois diferentes
padrées de bandas.
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técnicas de FISH multicolor (M-FISH) e cariétipo espectral
(Spectral Karyoryping — SKY) identificam cada cromossomo
pela emissdo especifica de pixels através de um programa de
computador, com a visualiza¢gdo de todos os cromossomos
em um unico experimento. Cada cromossomo assume uma
“assinatura” espectral, possibilitando a identifica¢do de
rearranjos complexos que envolvem mais de dois cromos-
somos, bem como a origem e o conteddo de cromossomos
marcadores, com uma resolugdo de 1-5 Mb para o M-FISH"'
(B) e 1-2 Mb para o SKY'*(B).

A abordagem da citogenética convencional associada
as técnicas moleculares no estudo das dismorfologias tem
permitido uma maior correla¢do entre gendtipo e fenétipo,
com o diagnéstico de um ndmero crescente de “sindromes
de microarranjos” ou “instabilidade genémica”. Esse termo
“instabilidade gendmica” tem sido amplamente utilizado para
descrever um fend6meno que resulta no acimulo de multiplas
modifica¢des, que levam a conversio de um genoma de uma
célula normal a um genoma instdvel’® (B). Esses rearranjos
cromossdmicos ndo balanceados respondem por 1 a 2% das
anormalidades em amostras pré-natais, e podem levar a sérias
consequéncias fenotipicas'* (B). A maior limitacdo das técnicas
moleculares descritas até aqui é que essas técnicas ndo detectam

essas “instabilidades gendmicas”.
Introduzindo novas técnicas

Estudo gendmico e microarranjos

O desenvolvimento da tecnologia de microarranjos no inicio
da década de 1990, na Universidade de Stanford!", baseou-se
fortemente em seis principais disciplinas: Biologia, Quimica,
Fisica, Engenharia, Matematica e Ciéncia da Computagdo. A alta
complexidade tecnoldgica envolvida, combinando a experiéncia
de tantas disciplinas diferentes, permitiu uma visdo quantitativa
e sistemdtica do sistema bioldgico. Essa ciéncia nova e revolu-
ciondria usa matrizes de vidro microscépicas (microarranjos)
para andlise quantitativa de genes (ou parte deles) e produtos
de genes. Tem a sua raiz em avangos entre a descoberta do DNA
em 1950 e do Projeto Genoma Humano, em 1990.

A hibridizacdio gendmica comparativa (comparative genomic
hybridization — CGH) foi pioneira e desenvolvida como método
de rastreamento gendmico na tentativa de se identificar dese-
quilibrios no nimero de cépias do DNA, ou seja, as instabili-
dades gendmicas. A técnica de CGH consiste na hibridiza¢do
competitiva de DNA teste e DNA normal, marcados com

fluorocromos diferentes'® (B). Originalmente, utilizavam-se
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A: representacédo grafica dos cromossomos da célula (ideograma), evidenciando uma completa
duplicacao do cromossomo 13, pela técnica de array CGH; B: grafico do cromossomo

13, mostrando duplicacao de todas as regides estudadas, pela técnica de array CGH; C:
representacdo digitalizada dos 3 pares do cromossomo 13 pela técnica de SKY

Figura 3 - Formas de apresentacdo de um resultado de array
CGH e SKY de uma célula com trissomia do cromossomo 13.
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metéfases normais fixadas em ldmina e foi conhecida como CGH
metafdsico, cromossdémico ou convencional.

A técnica de CGH metafdsico teve sua principal aplicabilidade
na drea de genética do cancer'’ (B). Outras aplicagdes clinicas
como em dismorfologias, disttrbios mentais e de aprendizagem
também foram testadas, evidenciando um aumento no diagndstico
de dele¢des ou duplicacdes ndo identificadas pelo bandamento
G'81(B). Para o diagnéstico pré-natal, a técnica foi validada
estudando-se retrospectivamente fetos sabidamente portadores

de aneuploidias totais ou parciais®*

(C), mostrando-se equi-
valente as técnicas citogenéticas de alta resolu¢do, porém com
a vantagem de ndo necessitar de cultivo celular. Sua utilidade
como ferramenta complementar ao cariétipo convencional tam-
bém j4 foi testada no diagnéstico pré-natal** (C). Entretanto,
o delineamento de bandas e regides especificas na técnica de
CGH convencional é limitado pela resolu¢do dos cromossomos
metafdsicos e estima-se que seja de 3—10 Mb'®?*® (C), e nela
encontra-se sua maior limitacdo.

Mantendo o mesmo principio de comparagdo entre DNA teste
(amostra) e DNA normal (referéncia) e acoplando-se a tecnologia
de microarranjos (microarrays ou arrays)*® (C), desenvolveu-se uma
nova técnica de andlise gendmica comparativa, agora baseada em
microarranjos, conhecida como arrzy CGH. Basicamente, a técnica
utiliza vdrios fragmentos pré-selecionados de DNA anexados, de
forma Jocus-especifica em uma supertficie de vidro (ldmina de mi-
croscopia). O DNA anexado pode ser fragmentos de DNA clonados
a partir de bactérias (BAC — Bacterial Artificial Chromosomes) ou de
P1 (PAC — P1 Artificial Chromosomes)”’ (C), cDNA* (C), oligonu-
cleotideos sintéticos?” (C) ou fragmentos de PCR* (C).

O tipo de DNA utilizado e a quantidade de regides pesquisadas
variam entre protocolos distintos ou plataformas disponiveis. A
escolha das regides incluidas na pesquisa define sua classificagio em
dois tipos: 0 array CGH representativo do genoma inteiro e o dire-
cionado para regides especificas, geralmente envolvidas em arranjos
cromossdmicos jd descritos. A resolucdo obtida pelos diferentes tipos
de array CGH depende do nimero e da dimensao de clones pesqui-
sados e da distancia entre clones consecutivos. Os arrays construidos,
a partir de BAC clones, tém a resolu¢do de 50150 kb e os arrays de
oligonucleotideos podem chegar de 25-85 pb de resolugzo.

Tecnicamente, quantidades idénticas de DNA teste e DNA de
referéncia sio marcadas com fluorocromos, e apés serem co-hibridizadas,
a diferenca das intensidades emitidas para cada regido pesquisada é
aferida. Quando a intensidade de fluorescéncia é menor na amostra
testada em relacdo 4 amostra de referéncia, infere-se que hd perda
genbmica na respectiva regido (“delecdo” ou “perda”) e, na situagio

contraria, infere-se ganho gendmico (“duplicagdo” ou “ganho”).

A técnica de array CGH oferece importantes vantagens sobre
os demais métodos de diagndstico citogenético. Primeiramente,
por ndo ser necessdria a obten¢ao de metdfases e por permitir a
andlise do DNA extraido de diferentes tipos de tecidos, até mesmo
de tecidos incluidos em parafina. Outras vantagens incluem a
capacidade de investigar milhares de regides cromossdmicas em
uma Unica andlise, em um curto periodo de tempo e com alta
resolugdo, superando as limitagGes do caridtipo convencional e do
CGH metafdsico. A Figura 3 mostra um exemplo de resultado
de uma analise de array CGH.

Sua limitagdo inerente aos principios da técnica encontra-se no
fato de ndo ser capaz de identificar anomalias cromossdmicas que
ndo levam a alteragdo do ndmero total de c6pias de um segmento
de DNA dentro do genoma, como as translocagdes balanceadas e
inversdes. Também, a normalizacdo da intensidade de fluorescéncia
duplicada gerada nas euploidias dificulta sua identifica¢do. A técnica
também encontra emprego limitado em casos de mosaicismos.
Essa tltima limitagdo vem sendo superada com o aumento na
experiéncia da interpretacdo dos resultados® (C).

O aumento na cobertura das regides genbémicas nas plataformas
de array CGH representativo do genoma inteiro é responsavel
por uma taxa adicional de 5% na detec¢do de microarranjos
cromossdmicos em comparacio as plataformas de array CGH
direcionado para regides especificas (target arrays)’® (B). Entre-
tanto, a0 mesmo tempo em que as andlises de alta resolugdo sdo
capazes de identificar anomalias patoldgicas, elas incorrem na
problemdtica da identificagdo de ganhos e perdas gendmicas em
regides com significado clinico desconhecido. Uma adequada
discriminagdo entre as variacdes inofensivas e as verdadeiras
aberragdes € essencial para um aconselhamento adequado.

As varia¢es do nimero de cOpias — copy number variantion (CNVs)
podem ser de dificil avaliagdo e interpretacdo. A variedade meto-
dolégica usada na geragdo das informagdes que formam os bancos
de dados de pesquisa de CN'Vs disponiveis eletronicamente torna
dificil discernir a exata extensdo de cada provdavel CNV encontrada.
Essa falta de uniformidade metodoldgica pode confundir a correta
interpretacdo de um achado cromossdmico anormal presente em
um individuo “fenotipicamente” anormal, mas sobreposta total ou
parcialmente a uma regido com CVN descrita. Outro problema é o
achado de um ganho em uma regido onde estd descrita uma delegiao
como CNV e vice-versa. Nessas situacdes, ndo hd como inferir que
o rearranjo também seja um achado benigno.

A identificagdo de CN'Vs também pode variar de acordo com
a plataforma de a#rray CGH empregada. Um estudo recente,
testando os mesmos 20 pacientes, mostrou que o niimero encon-

trado de CNVs, utilizando-se a técnica de array CGH contendo

92

FEMINA | Marco/Abril 2012 | vol 40 | n° 2



BAC clones, foi maior quando comparado com os encontrados
quando se aplicou array CGH de oligonucleotideos® (C). Essa
discrepancia pode ser explicada pelo fato de que os clones gerados
de bactérias (BAC) sdo fragmentos maiores que as sondas de
oligonucleotideos, com a consequente sobreposicdo de regides.
Além disso, os BAC clones podem englobar regides de DNA
repetitivo, sabidamente associadas as CNVs.

Com o aumento da experiéncia clinica com essa técnica
diagnéstica e com o desenvolvimento dos bancos de dados de
CNVs, tanto para individuos afetados quanto para ndo afetados,
espera-se alcangar uma reducdo dos achados de CNVs de sig-
nificado clinico indeterminado, tornando os arrzys de genoma

inteiro mais util na prdtica clinica.

Array CGH no diagnostico pré-natal

O uso da técnica de array CGH na Medicina Materno
Fetal tem sido recentemente testado. Os primeiros estudos
observaram um aumento na taxa de detec¢do de alteracoes
cromossdmicas ndo identificadas pela técnica convencional
de 10 a 16% em tecidos fetais congelados e material de
aborto®™* (C). Apés os estudos iniciais retrospectivos que
introduziram a validagdo da técnica de array CGH para
diagnostico pré-natal, comegaram a surgir os primeiros
estudos prospectivos. No primeiro estudo prospectivo em
diagnéstico pré-natal foi encontrada uma taxa de deteccio
de anormalidades cromossémicas de 43% dos 98 fetos es-
tudados®®(B). Estudos subsequentes encontraram diferentes
taxas de detec¢do (Tabela 1). Essas diferentes taxas refletem
a heterogenicidade dos trabalhos. Isso porque, apesar de as
técnicas de array CGH terem um principio tedrico e molecular
comum, os estudos publicados apresentam diferentes meto-
dologias na sele¢do de fetos, desenho do estudo, plataformas
de array CGH, andlises de bioinformdtica, e interpretagdo dos
resultados, fazendo com que a comparagio entre os diversos

trabalhos ndo seja totalmente isenta de erros.

E interessante notar que a presenca de uma delecio ou du-
plicacdo por si s6 ndo significa necessariamente que a alteracdo
gendmica € causa do fendtipo observado. Nio se pode também
assegurar que um determinado desequilibrio no nimero de
c6pias é patogénico com base apenas na sua associacio com
uma determinada malformacio fetal identificada por ecografia.
No entanto, o feto que apresenta uma anomalia estrutural
significativa tem, @ priori, um alto risco de ter anormalidade
genética e, como € verdadeiro para qualquer teste, é mais pro-
vivel que o desequilibrio no ndmero de c6pias encontrado seja
um verdadeiro-positivo.

A aplicabilidade clinica da técnica de array CGH no
diagndstico pré-natal, até o momento, parece bem estabe-
lecida para o refinamento do diagnéstico em casos suspeitos
ou com diagndstico inconclusivo de mudangas estruturais
cromossdmicas. Na literatura recente, foi encontrado um
nimero crescente de publicacdes que reforcam essa apli-
cabilidade clinica pré-natal®’*® (C). Outras situag¢des, por
exemplo, incluem o estudo de transloca¢des supostamente
equilibradas por cariétipo convencional, mas que revela-
ram padrdo de desequilibrio no array CGH* (C), e para o
dimensionamento e a localiza¢do exata das anormalidades
cromossémicas estruturais.

Fetos com o defeito congénito especifico também parecem
beneficiar-se com a técnica de CGH, como demonstrado para a
caracterizacio molecular dos fetos com holoprosencefalia® (C)
e hérnia diafragmitica congénita® (C). O array CGH nesses
casos poderia contribuir para o conhecimento da caracteri-
zac¢do da instabilidade gendmica submicroscépica presente
na anomalia congénita em questdo, indicando altera¢des em
regides cromossdmicas recorrentes em fetos com 0 mesmo
fenétipo. Dessa forma, poderia identificar alguns clones e
regides cromossdmicas de interesse clinico para avalia¢do
molecular mais detalhada para aquele fenétipo. Pesquisas

adicionais e confirmagdo sdo necessdrias para melhor esta-

Tabela 1 - NUmero de fetos com alteracdes do nimero de cépias e variagdes do numero de cépias em recentes estudos com array

CGH em amostras pré-natais

Estudo n
Le Caignec et al.® 49
Sahoo et al.* 98
Shaffer et al.*® 151*
Kleeman et al.*’ 50
Vialard et al.*® 37**
Van den Veyver et al.* 300
Machado et al.*® 48

Fetos com alteragdes
do niimero de copias

Fetos com variagoes
do nimero de copias

8 (16%) NL

42 (43%) 30 (71%)

15(10%) 12 (80%)
4 (8%) 3 (75%)
4 (10%) NL

58 (19%) 40 (69%)

45 (94%) 39 (87%)

NL: ndo listado; n: nimero de fetos incluidos.
*Considerando apenas as amostras pré-natais
**Considerando apenas os fetos com cariétipo normal
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belecer o papel dos genes dessas regides cromossdmicas na
patogénese de cada defeito congénito especifico

Um problema a ser superado é a identificagio de CNVs,
que pode complicar muito a interpretac¢do dos resultados das
técnicas de array CGH. Essa questdo é particularmente critica
para o diagnéstico pré-natal, onde o resultado “normal” ou néo
define a abordagem perinatal. Uma discrimina¢io adequada
entre as variacOes inofensivas e as aberragdes reais € essencial
para o aconselhamento adequado.

Considerando o exposto e com base na recomendacio pu-
blicada pelo American College of Obstetrics and Gynecology, em
20092 (D), a utilidade do #rrzy CGH como uma ferramenta
de primeira linha na detec¢do de anormalidades cromossdomicas
em todas as amostras de amniocentese ou biépsia do vilo corial
é ainda desconhecido, e portanto, o array CGH nio pode subs-
tituir a citogenética cldssica no diagndstico pré-natal. A taxa
de detec¢do adicional de anormalidades cromossdmicas usando
array CGH, em comparag¢do com cariétipo convencional para
andlise cromossdmica fetal de rotina, aguarda mais estudos, de
base populacional (Quadro 1).

Um grupo internacional de especialistas na drea de array
CGH, The International Standard Cytogenomic Array (ISCA)
Consortium, realizou dois workshops internacionais e efetuou uma
revisdo de literatura de 33 estudos, incluindo 21.698 pacientes
testados por microarray. Eles forneceram um relatério baseado
em evidéncias de testes de citogenética clinica comparando
array CGH e cariétipo com bandamento G convencional,

em rela¢do as vantagens técnicas e limitagdes, rendimento

Quadro 1 - Recomendacdes do Colégio Americano de
Ginecologistas e Obstetras (American Society of Obstetrics and
Gynecologists) para array CGH em diagnéstico pré-natal*? (D)

0 cariétipo convencional permanece como principal ferramenta para o
diagnéstico citogenético pré-natal.

A técnica de array CGH direcionado para regices especificas (“target”),

em conjunto com o aconselhamento genético, pode ser oferecida como

uma ferramenta adicional em casos de fetos com malformacées e cariétipo
convencional normal, bem como para casos de fetos com malformagdes que
evoluirem para 6bito na impossibilidade de obtencéo de material para estudo
citogenético convencional.

Os casais que optarem pela realizacdo do array CGH direcionado para regices
especificas (“target”) devem receber aconselhamento genético pré- e pds-teste.
Acompanhamento genético é necessario para a interpretacdo dos resultados do
array CGH. Os casais devem estar cientes de que a técnica de array CGH ndo
permite a identificacdo de todas as patologias genéticas e que os seus resultados
podem ser de dificil interpretacdo.

A técnica de array CGH direcionado para regices especificas (“target”) pode ser
(til como ferramenta de rastreamento; entretanto, estudos subsequentes sao
necessarios para uma completa determinacdo de sua utilidade e limitagdes.

diagnéstico para vérios tipos de aberragdes cromossémicas,
e as questdes que afetam a interpretagdo do teste. Eles con-
clufram que as evidéncias disponiveis apoiam fortemente o
uso do array CGH no lugar do cariétipo convencional como
teste de primeira linha para o diagndstico em pacientes com
atraso no desenvolvimento/deficiéncia mental, transtornos do
espectro do autismo ou anomalias congénitas multiplas. No
entanto, o consércio ISCA reconhece que a evidéncia atual ndo
é suficiente para permitir recomendacdes para o diagndstico
pré-natal, e que, os métodos de citogenética tradicional, tais
como o cariétipo por bandamento G e a hibridizacio FISH
ainda devem ser considerados como métodos diagndsticos

padrio para o diagnéstico pré-natal®® (A).

Conclusoes e desafios atuais

E reconhecido que @rrzy CGH pode detectar alteracdes sub-
microscopicas que podem ndo ser detectadas na andlise cromos-
sdmica de rotina, especialmente em amostras de pré-natal, onde a
resolucdo da banda pode ser comprometida. No entanto, o papel
exato do array CGH no fluxograma de diagnéstico pré-natal ndo
foi estabelecido. Estudos multicéntricos sio necessdrios para uma
comparagio direta do desempenho da técnica de arrzy CGH para
andlise citogenética convencional em um ambiente pré-natal.
Até o momento, no hd evidéncias de que ela possa substituir a
andlise do cariétipo convencional, entretanto pode complementar
e expandir os métodos atuais para se obter um diagndstico pré-
-natal mais preciso e uma melhor caracterizagdo das sindromes.

A disponibilidade de diferentes plataformas de array CGH
para a investiga¢do cromossdmica fetal, incluindo as matrizes
de oligonucleotideos, trouxe outro desafio sobre o teste gené-
tico ideal para diagnéstico pré-natal. Até o momento, o array
de oligonucleotideos ndo se provou ser benéfico em relagdo aos
protocolos com BAC para o diagnéstico pré-natal* (C). Novos
estudos sdo necessdrios para um consenso sobre a plataforma
ideal de @rray CGH para uso clinico no diagndstico pré-natal.
E desejavel que, no futuro, chips personalizados com marcadores
em regides descobertas ou suspeitas possam ser projetados para
o diagnéstico pré-natal.

Além disso, estudos adicionais sdo necessdrios para validar a
aplica¢do clinica de array CGH para diferentes situa¢des clinicas
de diagnéstico pré-natal, como a idade materna avangada, o
rastreio bioquimico alterado, marcadores ultrassonogrificos de
primeiro e segundo trimestres e em situacdes de ansiedade da
familia na presenca de rastreamentos bioquimico e ultrassono-

graficos normais® (C).
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Outro desafio a superar €é a concep¢do de uma estratégia
uniforme e eficaz para a interpretagdo dos resultados envolvendo
as CNVs. O tempo e o esfor¢o necessdrios para distinguir os
achados patogénicos dos benignos aumentam na medida em que
a resolucdo dos arrays CGH também aumenta, mas os resultados
ndo interpretdveis podem ocorrer em todas as plataformas de

array CGH disponiveis.
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Apesar de os desafios ainda a serem vencidos, é evidente
que a hibridiza¢do gendmica comparativa baseada em micro-
arranjos vem afirmando-se como uma ferramenta valiosa na
identificagdo e caracterizagdo molecular das anomalias cromos-
sOmicas em fetos com defeitos congénitos, abrindo um novo
capitulo na interface histérica entre a Citogenética Clinica e

a Medicina Fetal.
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