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RESUMO

Objetivo: Comparar os resultados obtidos pela metodologia classica e molecular na anélise
de produtos de concepgdo, além das vantagens e desvantagens de cada método. Métodos:
Andlise retrospectiva ndo randomizada dos resultados obtidos a partir de amostras de produto
de concepgédo submetidas a avaliagao genética, de 2012 a 2017. As anélises foram realizadas
por citogenética classica e/ou andlise cromossomica de microarray ou arrays. Resultados:
Quarenta amostras foram analisadas por citogenética, das quais 10% nao apresentaram crescimento
celular, 50% apresentaram resultados normais, e 40% apresentaram anormalidades. Dos 41 casos
encaminhados para andlise por array, nao foi possivel obter resultados em 7,3%, 39,5% eram
normais, e 60,5% apresentavam alteragdes. Nao houve diferenga estatistica entre os resultados
(p=0,89). A maioria dos resultados anormais foi observada até a nona semana de gestacdo. Uma
perda fetal mais tardia foi observada na 282 semana de gestacdo, com caridtipo 46,XX,del(15)
(q26.2-gter). Os nimeros observados corroboraram a literatura mundial. Conclusae: As técnicas
de citogenética classica e analise por array mostraram resultados compardveis no tipo de alteragao
observada. O array é preferivel a cultura de células em abortos tardios, enquanto a citogenética é
mais capaz de mostrar poliploidias. Ambos tém as mesmas taxas de falha de crescimento quando
o tecido do produto de concepgéo néo é coletado adequadamente.

Descritores: Cari6tipo; Aborto espontaneo; Gravidez; Aneuploidia; Delecéo cromossomica; Duplicagéo
cromossodmica

ABSTRACT

Objective: To compare the results obtained by the classic and molecular methodology in the
analysis of products of conception, the advantages and disadvantages of each method. Methods:
Retrospective non-randomized analysis of results obtained from product of conception samples
submitted to genetic evaluation, from 2012 to 2017. The evaluations were performed using
cytogenetics and/or chromosomal microarray analysis or arrays. Results: Forty samples were
analyzed using classic cytogenetics, of which 10% showed no cell growth, 50% had normal
results and 40% had abnormalities. Of the 41 cases sent for array analysis it was not possible to
obtain results in 7.3%, 39.5% were normal and 60.5% had abnormalities. There was no statistical
difference among the results (p=0.89). Most abnormal results were seen till 9 weeks' gestation.
The later abnormal miscarriage was seen at 28 weeks' gestation, with karyotype 46,XX,del(15)
(q26.2-gter). The results are corroborated by the international literature. Conclusion: Classic
cytogenetics and array techniques showed comparable results on the type of alteration observed.
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Array analysis is preferable to cell culture in delayed abortions,
while cytogenetics is more able to show polyploidies. Both have the
same growth failure rates when product of conception tissue is not
properly collected.

Keywords: Karyotype; Abortion, spontaneous; Pregnancy; Aneuploidy;
Chromosome deletion; Chromosome duplication

INTRODUGAO

O aborto espontaneo ¢ uma das complicagdes mais co-
muns da gravidez, sendo responsavel por significativo
estresse emocional do casal com desejo reprodutivo.
Alguns estudos demonstraram que entre 10% e 15%
das gestacoes clinicamente reconhecidas resultam em
aborto durante o primeiro trimestre da gravidez.-?

Sao varias as causas relacionadas ao aborto, como
idade materna, desequilibrios enddcrinos, fatores au-
toimunes, doencas infecciosas, anomalias de implanta-
¢ao ou uterinas e anomalias cromossOmicas presentes
em um dos membros do casal ou no embriao.®

A andlise citogenética classica mostrou que as causas
mais comuns de aborto no primeiro trimestre sao ano-
malias cromossdmicas, vistas em 50% dos produtos de
concepcao (POC). A maioria dessas anormalidades ¢
numérica (95%), sendo 64% de trissomias, 10% de mo-
nossomias do cromossomo X e os aproximadamente
15% restantes de poliploidias, especialmente triploi-
dias.®» Além das aneuploidias completas, também sao
observadas trissomias € monossomias parciais, metade
delas proveniente de um dos pais com alteracoes balan-
ceadas, como inversoes e translocagoes.*®

A analise citogenética do POC pode esclarecer a
causa do aborto e o risco de recorréncia para o casal.
No entanto, essa andlise depende do sucesso da cultu-
ra de células de tecido fetal e da preparagao de células
metafésicas, que dependem de uma metodologia cito-
genética bem estabelecida em laboratério de rotina.
Além disso, leva entre 2 e 6 semanas para se obter o
resultado. No entanto, independente da padronizacao
do laboratdrio, a literatura mostra que ha um indice de
falha no crescimento celular que varia de 10% a 40%
para POC, resultando em diagndstico incorreto.”)

Unm fator que interfere no sucesso da cultura de célu-
las do POC € o periodo de tempo decorrido entre o mo-
mento em que ocorreu a perda gestacional e a coleta do
material. Se houver um tempo muito longo entre os dois
eventos, as células presentes nesse tecido podem nao
se dividir mais, impedindo a anélise citogenética. Nesse
ponto, € possivel que crescam células derivadas de teci-
do materno (decidual) em vez de tecido fetal, resultando
em um cariotipo erroneamente normal.®) Além disso, o
método de coleta do POC retido também pode impedir
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a cultura de células, se nao houver coleta de vilosidades
coriOnicas ou se 0 material estiver contaminado por fun-
gos e bactérias da flora feminina do cérvix.

Com o advento de metodologias de analise baseadas
em DNA, como a anélise cromossOmica por microarrays
(CMA - chromosomal microarray analysis) e o sequen-
ciamento de nova geracdo (NGS - new generation
sequencing), surge uma alternativa ao cultivo celular.
Essas técnicas, entretanto, sio mais caras € nem sempre
estdo disponiveis nos paises em desenvolvimento, pois
dependem de equipamentos sofisticados para sua rea-
lizacao. Devem também ser validados quanto a possi-
bilidade de execucdo e vantagens sobre as técnicas
existentes.

OBJETIVO

Comparar os resultados obtidos por anélise citogenética
classica e analise cromossOmica por microarrays dos
produtos da concepcao; observar a frequéncia das alte-
racoes cromossdmicas e correlaciona-las com as idades
e o periodo da perda gestacional e apontar as limitagoes
de cada técnica.

METODOS

Este € um estudo descritivo retrospectivo nao rando-
mizado. Foram obtidas 81 amostras de tecido fetal de
mulheres que tiveram aborto espontaneo de janeiro de
2012 a dezembro de 2017. As amostras de produtos da
concepcao foram enviadas ao laboratdrio de genética,
para esclarecimento da causa do aborto por citogenéti-
ca classica ou CMA. A escolha do teste a ser realizado
nao foi randomizada, mas clinicamente indicada. As
amostras foram enviadas para o laboratério em frasco
estéril contendo meio de cultura (citogenética cldssica)
ou solucdo conservante (CMA) fornecida pelo labora-
torio. Os médicos receberam um folheto de orientagao
sobre o material que deveria ser depositado nos frascos
para analise.

As 40 amostras enviadas para anélise citogenética
classica foram colocadas em uma placa de Petri conten-
do uma gota de meio de cultura celular. As vilosidades
coridnicas foram separadas da decidua materna por
meio de lupa e microdissecadas com auxilio de tripsina
e colagenase. A amostra foi dividida em quatro partes,
que foram colocadas em quatro frascos T25, contendo
dois meios de cultura diferentes (Gibco AmnioMAX e
Chang Medium, Irvine Scientific) mantidos em incu-
badora a 37°C, em atmosfera de diéxido de carbono a
5%. Ap0Os 80% das células atingirem a confluéncia, foi
adicionada colchicina ao meio de cultura celular, e os
frascos foram mantidos na incubadora por 4 horas. As
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células foram tripsinizadas e retiradas do frasco, e foi
realizada a preparagao das células, utilizando solucao
hipotdnica e lavagens sequenciais com metanol:acido
acético (3:1). O preparado de células foi espalhado so-
bre laminas para microscopia, que foram envelhecidas
e coradas para bandas G. Para cada amostra foram sele-
cionadas 20 metafases para inspecao no maior aumento
(1.000x), as quais foram fotografadas e analisadas no
software Ikaros (Metasystems) quanto a presenca de al-
teragdes numéricas e estruturais por meio da realizacao
de um caridtipo.

As 41 amostras enviadas para andlise por CMA
foram encaminhadas a um laboratério de referéncia,
onde foram processadas para extracao de DNA e arrays
de polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP - single-
nucleotide polymorphism). Todos os casos de CMA
foram avaliados com o CytoSNP-12 Beadchip (Illumina,
Califérnia, Estados Unidos). Foram considerados
desvios da normalidade envolvendo mais de 200kb
para ganhos, mais de 50kb para perdas e mais de 10kb
para perda de heterozigosidade, além do contetido do
gene (especificamente genes sensiveis a dosagem com
associacdo de doenca explicita), com sobreposicdo a
uma regido critica e citogeneticamente relevante de
delecao/duplicacao. Junto com a amostra POC, uma
amostra de SmL de sangue materno também foi cole-
tada em um tubo contendo EDTA, para excluir a
contaminacao materna e determinar a origem parental
da anomalia cromossOmica, se presente.

Seis casos encaminhados para citogenética classica
e sete casos para CMA, cujo material enviado foi
abundante, tiveram parte da vilosidade congelada
em solucao de dimetilsulfoxido a 10%. Essas amostras
foram reavaliadas pela metodologia de array em outro
laboratdrio de pesquisa (Laboratoério de Investigacao
Meédica do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo — USP), para
confirmar os resultados anteriores e avaliar a repro-
dutibilidade e a viabilidade das amostras congeladas.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando SPSS para
Windows 11.0 (Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).
O teste do x? foi usado para comparar as frequéncias
de aneuploidia entre os grupos. Valor de p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Etica

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Faculdade de Medicina do ABC, Centro
Universitario FMABC (CAAE: 64418417.5.0000.0082),
protocolo 1.976.135, e todos os pacientes assinaram o
consentimento de pesquisa.

RESULTADOS

Quarenta casos foram analisados por citogenética clas-
sica, em cultura de longa duracdo. Em quatro casos
(10%), nao foi possivel obter resultados por falha na
cultura de células. Dos 36 casos com crescimento celu-
lar, nos quais foi realizado o cariétipo, 20 (55,5%) tive-
ram resultado normal (46,XX ou 46,XY) e 16 tiveram
resultado anormal (44,5%). Em um caso, foram obser-
vadas células 46,XX e 46,XY, possivelmente devido a
contaminagao com células maternas. Esse caso foi con-
siderado masculino normal.

Em trés casos (7,32%) dos 41 analisados por CMA,
nao foi possivel de se obterem resultados por DNA
insuficiente ou por presenca exclusiva de células ma-
ternas. Das 38 amostras avaliadas, 15 tiveram resulta-
do normal (46,XX ou 46,XY) (39,5%) e 23 anormal
(60,5%), conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1. Descricdo comparativa da citogenética classica e resultados da anélise
cromossomica por microarrays

Citogenética CMA

Resultados n (%) n (%) x2(2d.f) Valordep
Monossomia 4(10,0) 2(49) 2,102 0,35
Trissomia 6(15,0) 18(43,9)

Reorganizagdo estrutural 2(5,0) 1(2,4)

Poliploidia 4(10,0) 2(4,9)

Sem resultado 4(10,0) 3(7.3)

Normal 20 (50,0) 15(36.6)

CMA: anélise cromossomica por microarrays

Considerando os casos de citogenética cléssica rea-
valiados por CMA, quatro mantiveram os resultados
anteriores, um caso de falha de crescimento apresentou
resultado 46,XY, e um caso com resultado citogenético
nao foi amplificado no array. Considerando os resulta-
dos de CMA, seis mantiveram os resultados anteriores
e uma triploidia resultou em falha de amplificacao.

A aberragdo cromossOmica mais frequentemen-
te encontrada foi a trissomia, envolvendo os cromos-
somos 22 e 16 (11,1% e 4,9%, respectivamente). Nao
observamos anormalidades envolvendo cromossomos
maiores (Grupos A e B). As frequéncias detalhadas das
aberracOes cromossOmicas estao disponiveis na tabela 2.
As mudangas estruturais observadas foram todas as de-
lecoes: 46,XX,del(6)(p23), 46,XX,del(12)(p13-pter) e
46,XX,del(15)(q26.2-qter)(pat). Na comparacdo esta-
tistica, ndo foi encontrada diferenca significativa entre
os resultados da CMA e os resultados citogenéticos,
agrupados em categorias ou individualmente.
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Tabela 2. Distribuigéo dos resultados obtidos por citogenética classica e anélise
cromossomica por microarrays dos produtos da concepgéo

Peertterts Cltogem:ltl((i/ao)classwa '(I:I:GAI’-}
Normal 20(50,0) 15(36,6)
Inconclusivo 4(10,0) 3(7.3)
Trissomias
Trissomia 9 0 2(49)
Trissomia 13 0 1(2,4)
Trissomia 14 0 1(2,4)
Trissomia 15* 2(5,0) 1(2,4)
Trissomia 16 1(2,5) 3(7.3)
Trissomia 17 1(2.,5) 0
Trissomia 18 0 1(2,4)
Trissomia 21 0 1(2.4)
Trissomia 22 2(5,0) 7(17.1)
Trissomia 9 & monossomia X 0 1(2,4)
Monossomias
Monosomia X* 3(7.5) 2(48)
Monossomia 21 1(2,5) 0
Poliploidia* 4(10,0) 2(49)
Aberragéo estrutural 2(5,0) 1(2,4)
Total 40 41

* Universal ou em apresentacéo em mosaico.
CMA: andlise cromossomica por microarrays.

A idade materna no momento da perda da gravidez
também foi avaliada. A tabela 3 mostra a correlacio en-
tre a idade materna e o periodo de perda gestacional
em semanas.

Tabela 3. Correlagao entre idade, semana de perda de gravidez e resultados
encontrados pela anélise citogenética classica e andlise de microarrays
cromossomicos

Idade/perda gestacional n (%)" Resultados

Até 35 anos 32(38,3)  Normal  Anormal Inconclusivo
Até 5 semanas 0 0 0 0
6-9 semanas 21(25,9) 9 11 1
10-12 semanas 5(6.2) 4 1 0
13-19 semanas 2(24) 2 0 0
Mais de 20 semanas 0 0 0 0
Sem informacéo |G 4(49) 1 2 1

Mais de 35 anos 36(44,4)  Normal  Anormal  Inconclusivo
Até 5 semanas 1(1.2) 1 0 0
6-9 semanas 27(333) 7 17 3
10-12 semanas 1(1,2) 0 1 0
13-19 semanas 1(1,2) 0 1 0
Mais de 20 semanas 1(1,2) 0 0 1
Sem informagéo |G 5(6,2) 3 2 0

Sem informagdes de idade materma 13 (16) Normal ~ Anormal  Inconclusivo
Até 5 semanas 0 0 0 0
6-9 semanas 5(6,2) 3 1 1
10-12 semanas 1(1.2) 1 0 0
13-19 semanas 0 0 0 0
Mais de 20 semanas 2(24) 1 1 0
Sem informacéo IG 5(6,2) 4 1 0

Total 81(100) 36 38 7

* Em comparagao com o total.
|G: idade gestacional.
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Um grafico foi construido para auxiliar na tomada
de decisao de médicos e pacientes (Figura 1).
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Figura 1. Quadro de tomada de decisao considerando a anélise do produto da
concepgéo

Awvaliar causas
nao genéticas

DISCUSSAO

O aborto espontineo € a principal complicacao da
gravidez e um evento estressante para o casal. Saber
a causa do aborto espontaneo auxilia no processo de
restabelecimento do casal, afastando eventuais culpas e
permitindo que planejem seu futuro reprodutivo.

Ja se sabe que de 45% a 70% dos abortos espon-
taneos precoces sao decorrentes de anormalidades
cromossOmicas no embrido decorrentes de eventos
maternos ndo disjuncionais.®!? Devido ao seu grande
impacto na formacao fetal, a frequéncia de aberragoes
cromossOmicas diminui durante a gravidez.'» Em nossa
amostra, observamos que a maioria dos abortos espon-
tdneos ocorreu da sexta a nona semana gestacional,
concentrando 66,6% das perdas gestacionais; 50,6%
deles tinham aberracdes cromossomicas.

A distribuicao dos diversos tipos de anormalidades,
levando em consideragao aneuploidias, poliploidias e
anormalidades estruturais, foi de 72,5%, 15% e 7,5%,
respectivamente. O tipo de aneuploidia mais frequen-
te na amostra foi a trissomia, observada em 70% dos
casos anormais, 22% deles envolvendo 0 cromossomo
22. Uma metanalise de 19.920 casos de aborto espon-
tdneo mostrou que a trissomia corresponde a 59% das
anormalidades, a monossomia X a 15%, e a triploidia
a 15%. As trissomias mais observadas por eles foram
as que envolviam os cromossomos 16 (32,1%), 7 e 22
(10,7% cada).(® Além disso, uma nova pesquisa avaliou
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1.920 POC e encontrou incidéncia de 57,2% de resulta-
dos anormais. A alteracao mais frequente envolveu a
trissomia do cromossomo 16, correspondendo a 12%
dos casos anormais, seguida pelas trissomias dos cro-
mossomos 21 e 22.¢

Dentre as aberragoes estruturais, observou-se aneu-
ploidia parcial em um aborto tardio, ocorrido na 282 se-
mana de gestacdo. Essa variante tinha origem paterna e
correspondia a uma delecao parcial do braco longo do
cromossomo 15 [46,XX,del(15)(q26.2-qter)]. A delecao
parcial do cromossomo 6 [(46,XX,del(6)(p23)] resultou
em um aborto na sétima semana de gestacdo e, para a
alteracao do cromossomo 12 [46,XX,del(12)(p13-pter)],
nao temos informacoes sobre a idade gestacional. As
trés alteracoes foram grandes e poderiam ter sido visua-
lizadas por ambos os métodos. A frequéncia de altera-
coes estruturais € geralmente menor do que a de outras
aberragoes, conforme observado no presente estudo
(4%) e na literatura médica. Uma revisao de 13 estudos
e 7.012 casos observou frequéncia de 6% de rearranjos
estruturais em abortos espontaneos.®

Nao houve diferenca no indice de sucesso entre as
técnicas utilizadas: em quatro casos de citogenética,
houve falha no crescimento celular, ao passo que trés
casos foram inconclusivos por CMA devido a amostra
de DNA insuficiente para andlise ou a presenga exclusi-
va de células maternas. A falha foi observada em 8,6%
da analise. O indice de falha da cultura de células para
andlise do caridtipo verificada neste estudo (10%) € li-
geiramente diferente da taxa de 12% a 21% descrita na
literatura.>!¥

Treze casos selecionados aleatoriamente foram rea-
valiados por CMA em outro laboratdrio de pesquisa. Em
um caso de citogenética clédssica, anteriormente incon-
clusiva, foi possivel obter resultado (46,XY). Por outro
lado, um caso com resultado citogenético nao foi ampli-
ficado no array. Talvez o material fosse insuficiente ou
nao tenha sido extraido corretamente. Em relagdo as
amostras de CMA, uma triploidia resultou em falha de
amplificacao no segundo estudo. O nivel de concordancia
observado foi de 66,6% e 85,7%, respectivamente.

Em relagido a idade gestacional, os resultados nao
fornecem evidéncias de uma associacao significativa da
idade com a monossomia ou poliploidia do cromossomo
sexual, mas demonstram um efeito do aumento da idade
na frequéncia das trissomias. Hassold et al.,”> e muitos
outros pesquisadores que os sucederam ja tinham de-
monstrado a associacdo entre a idade materna e trisso-
mias. Franasiak et al.,'” em um grande estudo genético
de pré-implantacio de embrides, observaram aumento
de monossomias em pacientes com menos de 26 anos e
aumento de trissomias em mulheres com mais de 34 anos.

Observamos aqui que, dentre as trissomias diagnos-
ticadas, 73,9% ocorreram em mulheres com mais de
35 anos. A associacido das trissomias com a idade ma-
terna é um problema crescente, visto que, atualmente,
no Brasil a média de idade em que as mulheres tém o
primeiro filho ¢ de 31 anos, aumentando cronologica-
mente nas Regides Sul e Sudeste do pais (com maior
acesso a educacdo) e se elevando proporcionalmente ao
aumento do nivel sociocultural.®”

Em contrapartida, os resultados do abortamento
em mulheres até 35 anos mostraram 48,3% com cario-
tipo normal, sugerindo causas de aborto diferentes das
aneuploidias. Alguns estudos sugerem que o aborto
sem alteracao do cariétipo pode ser decorrente de ou-
tras causas (enddcrinas, imunoldgicas, anatdmicas etc).('®
Mutacoes génicas e mosaicismo também foram implica-
das como causas das perdas gestacionais.®

Ainda considerando a idade materna, observamos
que 53,7% dos abortos ocorreram em mulheres com
mais de 35 anos. Entre as amostras analisadas dessas
mulheres, 66,7% apresentaram resultados anormais.
Vale ressaltar, entretanto, que 17% das solicitagoes de
exames nao informavam a idade da mae, e a mediana
(p-25; p.75) das idades das pacientes analisadas foi de
36 (32; 39) anos.

O caridtipo convencional ainda é considerado o
padrao-ouro dos testes de POC, pois tem vantagens im-
portantes sobre as técnicas moleculares, incluindo a de-
teccao de tetraploidia balanceada (duas copias da mae
e duas copias do pai) e as translocacoes Robertsonianas.
No entanto, na citogenética classica, a analise se limita
a um tempo de cultura celular que varia entre 7 e 10
dias.” O periodo de analise das laminas ainda deve ser
adicionado a esse tempo, disponibilizando o resultado
ao casal entre 15 dias e 1 més, ao passo que, na anélise
por citogenética molecular, o resultado pode ser obtido
a partir de 2 dias apds o envio das amostras ao labora-
torio de analises, dependendo da rotina do exame. Por
outro lado, no Brasil, o custo dos procedimentos é bas-
tante diferente, e o custo da CMA ¢é quase quatro vezes
o cobrado para uma investigacao citogenética cléssica,
além de que poucos laboratérios no pais realizam tal
procedimento. Esses fatores devem ser levados em con-
sideragao ao discutir com o casal o tipo de analise que
deseja realizar.

Considerando as vantagens das técnicas, a CMA
permite a identificacdo de pequenas delecoes e du-
plicacoes e dissomia uniparental, mas nao é capaz de
detectar rearranjos cromossOmicos balanceados ou po-
liploidia balanceada. No geral, a poliploidia € responsa-
vel por cerca de 2% a 10% de todos os abortos esponta-
neos,” sendo facilmente identificavel pela citogenética
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classica. Em nossa amostra, foi vista em 7,4% dos casos.
O procedimento de CMA permite a detecgao de conta-
minagao por DNA materno (desde que seja feita a ana-
lise do sangue materno), nao necessita de cultura de cé-
lulas e oferece a possibilidade de avaliagao de material
parafinado. A exclusdo da origem materna é de grande
importancia na analise dos resultados, sabendo-se que
entre 29% e 58% dos resultados 46,XX, encontrados
pela analise molecular sdo de origem materna,>’%% o
que pode resultar em conclusoes erradas sobre a analise
do produto do aborto. Outra vantagem da CMA por
SNPs ¢ a possibilidade de identificar a origem parental
da aneuploidia, informagao que provou ser valiosa no
aconselhamento reprodutivo do casal.)

Lathi et al., realizaram a analise simultanea de 30
amostras por analise citogenética classica e por array
SNP.®) Observaram discordancia em quatro resulta-
dos (87%): o primeiro referindo-se a analise de uma
amostra tetraploide e o segundo para determinar uma
anormalidade derivada de transloca¢do Robertsoniana.
Em uma terceira amostra, a citogenética classica de-
monstrou trissomia do cromossomo 22, ¢ a analise de
CMA identificou apenas células de origem materna. Na
quarta amostra, o resultado 46,X,+22 foi observado no
cariotipo, ao passo que o array SNP relatou 47,XX, +22.

Em uma metanalise de estudos que comparavam a
CMA e a citogenética classica, concluiu-se que houve
concordancia entre o array e a determinacdo do cari-
otipo em 86,0% dos casos. O array detectou 13% de
anomalias cromossOmicas além da citogenética classica.
Por outro lado, a citogenética detectou 3% de anorma-
lidades adicionais em relagao ao array.®?

Sahoo et al., avaliaram 8.118 amostras de POC,
tecidos frescos, fixados em formalina e embebidos em
parafina usando o array SNP (81,6%) e o array de hi-
bridizacdo gendmica comparativa (CGH) (18,4%). Foi
bem-sucedida a anélise de 7.396 amostras (91,1%), com
92,4% de tecido fresco e 86,4% fixados em formalina e
embebidos em parafina. Foram identificadas anorma-
lidades clinicamente significativas em 53,7% das amos-
tras, 94% das quais consideradas como a causa da perda
gestacional.®®

Shah et al., analisaram 60 amostras simultaneamente
por citogenética, array SNP e array de CGH. Encontra-
ram indice geral de discordancia de 33% nos resultados,
devido a contaminagao de células maternas, rearranjos
cromossOmicos balanceados, poliploidia e mosaicismo
placentario (detectado em 18% de todas as amostras).
Ocorreu falha de crescimento em quatro amostras en-
viadas para citogenética, das quais trés eram cromosso-
micamente anormais por teste molecular.?
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Independente do método escolhido, sabemos que,
sem avaliacdo cromossOmica, 80% das perdas gesta-
cionais recorrentes permanecem sem esclarecimento
etioldgico. Destas, 62% teriam anormalidades cro-
mossOmicas, ao passo que os 18% restantes permane-
ceriam inconclusivas ap6s o caridtipo cldssico.® Além
disso, Ouyang et al., demonstraram que a chance de
encontrar alteragoes cromossdmicas no POC depen-
de da idade gestacional, sendo mais frequente na fase
embrionaria do que na fetal. Também foram mais fre-
quentes em gestagdes embrionarias do que em gestacoes
nao embrionarias.®®

Segawa et al.,*” realizaram um importante estudo
citogenético de 1.030 POC gerados ap6s a transferéncia
de embrides em pacientes submetidas a procedimentos
de fertilizagao in vitro. Observaram que 80,6% eram
aneuploides, incluindo 1% poliploide e 1,1% de cario-
tipos em mosaico. A poliploidia e os caridtipos normais
foram significativamente mais frequentes em gestagoes
sem batimento cardiaco fetal. Também observaram
2,4% de anormalidades estruturais, corroborando nos-
sos resultados de aborto espontaneo.

Considerando a idade gestacional dos POC avalia-
dos no presente estudo, 89,4% ocorreram durante o pri-
meiro trimestre gestacional. Das oito pacientes com
idade gestacional igual ou superior a 12 semanas, ape-
nas duas (25%) apresentaram alteracoes genéticas
(uma detectada pela citogenética e outra detectada
pela CMA), e uma nao apresentou crescimento celular.

Reconhecemos como limitacdes de nosso estudo o
fato de que poucas amostras foram submetidas a ambos
os testes. Embora nido possamos comparar os resulta-
dos diretamente, ndo observamos frequéncia diferen-
te de aneuploidias entre os grupos ou resultados que
seriam observados por apenas um método. Mesmo os
rearranjos estruturais poderiam ter sido detectados por
ambas as metodologias. Além disso, apenas a citoge-
nética cléssica indicou a presenca de mosaicismo, mas
as técnicas moleculares atuais permitem essa deteccao,
desde que em propor¢ao maior que 15%.

Assim, considerando os dados citados, sugere-se
que os POC sejam avaliados primeiramente pela cito-
genética classica, considerada padrdao-ouro na analise
de POC, preservando (tecidos congelados ou fixados
em formalina e embebidos em parafina), quando pos-
sivel, parte do material genético para posterior analise
molecular nos casos com resultados 46,XX, resulta-
dos normais com clinica incompativel ou com falha de
cultura celular, principalmente em mulheres com mais
de 35 anos.



Andlise genética dos produtos de concepgao

CONCLUSAO

Nao houve diferenga nos resultados da andlise cro-
mossdmica por microarrays e da citogenética classica
quanto a frequéncia das aberragoes cromossdmicas ob-
servadas. Foram encontrados resultados inconclusivos
em proporg¢ao semelhante em ambas as técnicas. Foram
observados resultados anormais com maior frequéncia
até a nona semana de gestagdo e em mulheres com 35
anos ou mais.
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