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Resumo 
 

 

Objetivos. A hibridização genómica comparativa baseada na tecnologia dos 
microarrays (aCGH) é uma nova técnica, que tem sido apontada como 
alternativa à citogenética convencional na rotina do diagnóstico pré-natal, 
principalmente nas gestações com anomalias ecográficas. Assim, este estudo 
pretende avaliar o impacto do aCGH na rotina do DPN em fetos com anomalias 
ecográficas. Também visa capacitar quais as estratégias que permitem uma 
redução nos resultados com significado clínico incerto ou desconhecido.  
Métodos. O DNA fetal foi extraído a partir da cultura celular de líquido 
amniótico ou vilosidades coriónicas. As 22 amostras foram analisadas por 
aCGH de oligonucleótidos com 60K e a classificação das CNV’s foi feita de 
acordo com a classificação adotada pelo Laboratório de Citogenética e 
Genómica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra para análise 
e interpretação das CNV’s no diagnóstico pós-natal. Por fim, de modo a reduzir 
os resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, foram adotadas 
2 estratégias de seleção de CNV’s.  
Resultados. No total dos casos analisados, em 10,5% (2/19) foram detetadas 
CNV’s patogénicas adicionais ao resultado fornecido pela citogenética 
convencional. Englobando apenas os casos com indicação de anomalias 
ecográficas e resultado citogenético normal, o aCGH detetou CNV’s 
patogénicas em 5,9 % (1/17) dos casos. A percentagem inicial de casos com 
CNV’s de significado clínico incerto ou desconhecido foi de 31,6% (6/19), 
reduzida posteriormente para 15,8% (1/19) quando consideradas apenas as 
CNV’s inferiores as 400 Kb que tivessem associadas às anomalias ecográficas 
encontradas, ou para 10,5% (12/19) quando consideradas apenas as CNV’s 
com o mínimo de 8 sondas consecutivas alteradas.  
Conclusão. Os resultados deste estudo demonstram que o aCGH pode ser 
uma ferramenta valiosa no DPN de casos com indicação de anomalias 
ecográficas, e na caracterização de rearranjos cromossómicos detetados por 
citogenética convencional. Será necessário, no entanto, definir padrões de 
análise e interpretação para a tecnologia de aCGH, pelo que mais estudos 
retrospetivos terão de ser realizados. 
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abstract 

 

Objectives. The comparative genomic hybridization based on microarrays 
technology (aCGH) is a new technique, which has been identified as an 
alternative to conventional cytogenetic in routine prenatal diagnosis, mainly in 
pregnancies with ultrasound abnormalities. Therefore, this study aims to 
assess the impact of aCGH in routine prenatal diagnosis in fetus with 
malformations and to evaluate the strategies to enable a reduction in the 
results of uncertain clinical significance or unknown clinical significance. 
Methods. The fetal DNA was extracted from cell culture of amniotic fluid or 
chorionic villi samples. The 22 samples were analyzed by aCGH 
oligonucleotide 60K and classification and interpretation of CNV's was made 
according to the classification adopted in postnatal diagnosis by the Laboratory 
of Cytogenetic and Genomic Faculty of Medicine, University of Coimbra. Then, 
two strategies were adopted for selection of CNV's described in the literature in 
order to reduce the results of uncertain or unknown clinical significance. 
Results. In all cases analyzed, 10.5% (2/19) were classified as pathogenic 
CNV's, not detectable by conventional cytogenetic. Incorporating only cases 
with ultrasound abnormalities and normal cytogenetic result the aCGH detected 
CNV's pathogenic in 5.9% (1/17) of the cases. The initial percentage of cases 
with CNV's of uncertain or unknown clinical significance was 31.6% (6/19), 
subsequently reduced to 15.8%, when considered only the CNV's with sizes 
lower than 400 Kb that had been associated with sonographic abnormalities 
found, or to 10.5% when only considered the CNV's at least with 8 consecutive 
probes changed. 
Conclusion. Altogether, the results of this study demonstrate that aCGH can 
be a valuable tool in prenatal diagnosis in the cases with ultrasound 
abnormalities indication, and in the characterization of chromosomal 
rearrangements detected by conventional cytogenetic. However, is necessary 
the elaboration of universal guidelines for analysis patterns and interpretation of 
aCGH results, whereby more retrospective studies will be performed. 
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CAPITULO I 

Introdução  



 

2 

 

 Introdução 1.
 

 

O diagnóstico pré-natal (DPN) citogenético envolve a análise de cromossomas fetais 

obtidos através da cultura celular de amostras conseguidas através de exames invasivos, 

nomeadamente a amniocentese, a biópsia de vilosidades coriónicas e a cordocentese. A 

análise citogenética dos cromossomas fetais fornece uma visão de todo o genoma, 

suficiente para detetar aneuploidias e alterações estruturais superiores a 3-10 Mb. 

(Lichtenbelt et al., 2011). Porém, esta técnica não deteta deleções ou duplicações 

submicroscópicas que estão associadas a uma grande percentagem de fenótipos anormais, 

nomeadamente anomalias congénitas, autismo e défice cognitivo sindrómico ou não 

sindrómico (Breman et al., 2012; Evangelidou et al., 2013; Wapner et al., 2012).  

Uma nova tecnologia que tem sido apontada como uma alternativa à citogenética 

convencional, na rotina do DPN é o array-based comparative genomic hybridization 

(aCGH). O aCGH foi desenvolvido para realizar um screening de elevada resolução do 

genoma humano, permitindo a identificação de variações no número de cópias, CNV’s (do 

inglês Copy Number Variation), podendo estas serem inferiores a uma resolução de 100 

Kb (Hillman et al., 2012; Vetro et al., 2012).  

Nos últimos anos, o aCGH foi introduzido como teste de primeira linha na rotina clínica do 

diagnóstico pós-natal, permitindo um aumento na taxa de deteção de anomalias 

cromossómicas. Contudo, a sua prática no DPN é dependente da capacidade de 

interpretação dos resultados e dos custos-benefícios deste teste. Os resultados obtidos por 

aCGH que apresentam maior complexidade ao nível da interpretação são os de significado 

clínico incerto ou desconhecido, nos quais, através da análise do genótipo não se consegue 

definir a patogenicidade do fenótipo resultante (Clancy, 2008; Ahn et al., 2013; Vermeesch 

et al., 2012). 

A citogenética convencional identifica rearranjos cromossómicos entre 2-7% de todas as 

gestações submetidas à amniocentese. No entanto, quando se trata de fetos com anomalias 

ecográficas a percentagem de casos com cariótipo anormal é de 9-35%, dependendo se 

apresentam uma determinada anomalia ou múltiplas anomalias. De facto é de esperar que 

mais rearranjos cromossómicos sejam detetados por aCGH, nos casos em que os fetos 

apresentam anomalias ecográficas, devido ao seu maior poder de resolução (D’Amours et 
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al., 2012; Vetro et al., 2012). 

Vários estudos têm sido realizados de forma a esclarecer o impacto que o aCGH pode ter 

no DPN. Apesar das diferentes conclusões quanto à sua utilização, tem sido descrito para 

todas as indicações clínicas, uma taxa de deteção adicional de 1-3% de alterações 

cromossómicas patogénicas face à citogenética convencional. Na presença de anomalias 

ecográficas, a percentagem de alterações cromossómicas patogénicas, não detetáveis por 

citogenética convencional tem sido reportada com sendo de 6-8%. Devido a este facto, 

tem-se verificado um aumento crescente da utilização do aCGH no DPN, principalmente 

em fetos com anomalias ecográficas (Vetro et al., 2012). Porém, a sua aplicação como teste 

de primeira linha neste tipo de diagnóstico ainda não é consensual, devido às limitações da 

técnica. Assim, mais estudos serão necessários para perceber a aplicabilidade do aCGH no 

DPN para a deteção de desequilíbrios cromossómicos, principalmente em fetos com 

anomalias ecográficas (Fiorentino et al., 2011; Savage et al., 2011; Shaffer et al., 2012a).   

 

 

1.1. Enquadramento Histórico 

 

Foi no fim do século XIX que apareceram as primeiras noções sobre cromossomas, com a 

realização dos primeiros estudos debruçados na mitose. Em 1866, Haeckel propôs que o 

núcleo celular era o principal responsável pela divisão celular (Guerra, 2000). No entanto, 

o primeiro cientista a descrever o processo de divisão celular foi Anton Schneider, em 

1873. Nos anos seguintes, outros investigadores deram contribuições importantes, como 

no caso de Flemming, autor do termo mitose e Roux. Flemming, considerado o fundador 

da citogenética foi o primeiro a observar e a descrever sistematicamente os 

comportamentos dos cromossomas, mostrando que se dividiam longitudinalmente durante 

a mitose. Por sua vez, Roux ao analisar os cromossomas meióticos, verificou que estavam 

relacionados com o mecanismo de hereditariedade (Amabis e Martho, 1998; Guerra 2000). 

Posteriormente, vários trabalhos foram publicados referentes ao número de cromossomas 

presentes na espécie humana. Um dos trabalhos com maior impacto foi o realizado por 

Painter em 1923, onde descreveu que o número de cromossomas no ser humano seria de 

46 ou 48, acabando por concluir erradamente a favor dos 48 cromossomas. Só em 1956, 
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Tijo e Levan identificaram verdadeiramente que o cariótipo humano era composto por 46 

cromossomas (Thompson et al., 1993).  

No final da década de 1950, começaram a aparecer técnicas para o estudo científico dos 

cromossomas humanos, onde se tentava perceber a função dos cromossomas no 

desenvolvimento sexual, bem como o impacto das suas anomalias no desenvolvimento 

físico e mental anormal. O aparecimento destas técnicas permitiu a Lejeune e 

colaboradores (1959), o estudo dos cromossomas a partir de fibroblastos de um paciente 

com síndrome de Down, no qual descobriram a existência de um cromossoma 21 extra. 

Esta foi a primeira vez que foi reportada uma trissomia (Thompson et al., 1993).  

Devido às suas potencialidades, a citogenética convencional foi integrando vários ramos 

da biologia, da bioquímica e da medicina. A sua introdução deu-se pela primeira vez no 

DPN em 1966, quando Steel e Breg demonstraram que a constituição cromossómica podia 

ser estudada através da cultura de células de líquido amniótico (LA). Um ano depois, 

Jacobson e Barter reportaram o primeiro DPN com uma anomalia cromossómica. Nos 

anos seguintes, várias anomalias cromossómicas foram identificadas e novos métodos de 

colheita, como a biópsia de vilosidades coriónicas e a cordocentese, foram introduzidos no 

DPN (Zuffardi et al., 2010). Mas foi no início da década de 1970, com o aparecimento das 

técnicas de bandagem cromossómica, que se tornou possível identificar especificamente 

cada um dos cromossomas, bem como os seus rearranjos estruturais. Esta metodologia 

veio revolucionar a citogenética convencional, bem como o DPN, apesar do seu poder de 

resolução (Hillman et al., 2012).  

Em 1980, surgiu uma técnica de citogenética molecular designada por Fluorescence in situ 

hybridization (FISH), que veio permitir a identificação de alterações cromossómicas 

submicroscópicas. Tal como a citogenética convencional, a FISH também identifica 

alterações cromossómicas numéricas e estruturais, mas possui as vantagens de poder 

oferecer um resultado num período de tempo mais reduzido e de não serem necessárias 

células em metafase. Contudo, utilizando a tecnologia FISH, apenas um número limitado 

de loci no genoma são analisados, recorrendo a sondas específicas para essas regiões 

(Bishop, 2010; Machado et al., 2012). No entanto, no DPN, a FISH passou a ter um papel 

importantíssimo na deteção das aneuploidias mais comuns (13,18,21,X e Y) e das 

síndromes de microduplicação/microdeleção conhecidas, bem como na confirmação dos 

resultados obtidos por citogenética convencional (Hillman et al., 2012). Em 2003, uma 
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outra tecnologia molecular baseada na PCR, o multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MLPA) tornou-se disponível para a deteção das aneuploidias no DPN, 

oferecendo um resultado em 1-2 dias e com um custo mais reduzido do que a FISH. 

Através desta técnica, também é possível detetar microduplicações e microdeleções nas 

regiões cobertas pelas sondas, mas tal como a FISH, o MPLA é uma técnica direcionada, 

analisando uma ínfima parte do genoma humano em simultâneo (Boormans et al., 2011). 

Apesar do poder de resolução obtido pelas técnicas de FISH e MLPA terem oferecido um 

enorme contributo na deteção de anomalias cromossómicas inferiores a 3 Mb, a 

citogenética convencional continua até à data, a ser o principal teste de DPN, devido ao 

facto de permitir uma análise de todo genoma em simultâneo (Lichtenbelt et al., 2011; 

Hillman et al., 2012). 

No fim do século XX, com o avanço das tecnologias moleculares surge a hibridização 

genómica comparativa (CGH, do inglês Comparative Genomic Hybridization) como uma 

técnica que permitia um screening de todo o genoma para a deteção de CNV’s. Esta foi 

primeiramente desenvolvida para a deteção de CNV’s em tumores sólidos, onde eram 

usadas duas amostras genómicas, a amostra a analisar e a amostra controlo, marcadas com 

diferentes corantes fluorescentes e hibridizadas com os cromossomas em metafase. A 

intensidade de fluorescência emitida pelo DNA em estudo, comparada à emitida pelo 

DNA controlo permitia a identificação de CNV’s. No entanto, tal como na citogenética 

convencional o poder de resolução do CGH era limitado, uma vez que eram utilizadas 

placas em metafase como suporte, não permitindo a deteção de CNV’s inferiores a 5-10 

Mb para a maioria das aplicações clínicas (Theisen, 2008).  

Numa tentativa de ultrapassarem as limitações da CGH, Kallioniemi e colaboradores 

descreveram em 1992, uma nova técnica que combina os princípios da CGH com os 

microarrays. Este método denominado por aCGH, em vez de utilizar cromossomas em 

metafase utilizava um suporte físico com pequenos fragmentos de DNA como alvos de 

análise (Ostroverkhova et al., 2002). Através desta técnica, tornou-se possível uma análise 

com elevada resolução de todo o genoma em simultâneo, permitindo a deteção de 

desequilíbrios genómicos que não seriam detetáveis por citogenética convencional. Desde 

então vários laboratórios tentaram dominar esta tecnologia, mas só nos últimos anos é que 

o aCGH tem sido implementado com sucesso nas diferentes áreas da biologia. Tal 

evolução foi potenciada pela sequenciação do genoma humano e pela otimização das 
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plataformas de microarrays com a introdução e desenvolvimento dos sistemas de 

computação e robótica (Vermeesch et al., 2005; Vetro et al., 2012). Como consequência 

disto, em 2008 o aCGH passou a ser considerado o principal teste no diagnóstico pós-natal 

para a deteção de CNV’s em pacientes com défice cognitivo e/ou anomalias congénitas 

múltiplas, o que permitiu um aumento significativo na deteção de desequilíbrios 

genómicos com impacto fenotípico (Ahn et al., 2013).  

 

 

1.2. Diagnóstico pré-natal  

 

O DPN é um processo de acompanhamento médico destinado ao feto durante a gravidez, 

que permite detetar determinadas anomalias congénitas, caso existam, antes do seu 

nascimento (Júnior, 2002). Neste processo, inicialmente procede-se a uma análise 

ecográfica e à medição dos níveis séricos maternos, que permitem calcular o risco de o feto 

possuir uma anomalia cromossómica. Estes dois exames não invasivos são denominados 

de rastreio combinado do primeiro trimestre, e realiza-se entre as 11 semanas e as 13 

semanas de gestação (Wieacker e Steinhard, 2010). A partir da análise dos dados 

ecográficos é estimada com precisão a idade gestacional, medida a translucência da nuca e 

avaliados outros indicadores de uma cromossomopatia, como por exemplo a ausência dos 

ossos do nariz. No exame bioquímico são quantificados, entre outros marcadores séricos, a 

fração livre da gonadotrofina coriónica humana (free ß-hCG) e a proteína-A do plasma 

associada à gravidez (PAPP-A), presentes no sangue materno (Wieacker e Steinhard, 2010; 

Nicolaides, 2011). O rastreio combinado do primeiro trimestre é atualmente aceite como 

um método eficaz para o rastreio de aneuploidias, nomeadamente a síndrome de Down. No 

entanto, esta avaliação não permite ver se o feto tem realmente uma anomalia 

cromossómica, apenas permite saber o seu grau de risco. Seguidamente, se este for 

considerado significativo, aos progenitores é oferecida a opção de efetuar testes de DPN 

invasivos para a análise citogenética convencional ou outras técnicas moleculares. Estas 

devem ser realizadas após o aconselhamento genético dos progenitores, uma vez que os 

exames invasivos, como a amniocentese ou a biópsia de vilosidades coriónicas, necessários 

para a obtenção de material fetal, estão associados a um risco de aborto (Nicolaides e 

DeFigueiredo 2004; Nicolaides, 2011). Deste modo, o estudo das anomalias 
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cromossómicas só deve ser realizado em grupos com elevado risco de ter uma 

cromossomopatia, sendo estes as gestações com idade materna avançada, anomalias 

ecográficas, sinais ecográficos de alerta, progenitor portador de uma cromossomopatia, 

filho anterior com uma cromossomopatia e marcadores séricos maternos indicativos de 

uma anomalia cromossómica (Wieacker e Steinhard, 2010).  

 

1.2.1. Amniocentese 

 

A amniocentese é geralmente realizada entre as 14 e as 17 semanas de gestação com o 

auxílio ecográfico, e consiste na colheita de 1 ml de LA por semana de gestação, 

(Agnieszka, 2007). O risco de perda fetal situa-se nos 0,5%, o que torna este exame o mais 

fiável e utilizado para a obtenção de material fetal, requerido para a cultura celular 

necessária à citogenética convencional (Gardner e Sutherland, 2004). As células não 

cultivadas de LA podem ser utilizadas diretamente para análise das aneuploidias mais 

comuns, através da FISH ou MLPA (Junior, 2002; Wieacker e Steinhard, 2010).  

 

1.2.2. Biopsia de Vilosidades Coriónicas 

 

A biópsia do trofoblasto ou de vilosidades coriónicas (VC) é geralmente realizada entre as 

11 e as 12 semanas de gestação e tem um risco de perda fetal ente 1,5-2% (Gardner e 

Sutherland, 2004). Esta consiste na recolha de 10-15 mg de vilosidades coriónicas que 

fazem parte da placenta em desenvolvimento. As VC depois de limpas e dissecadas podem 

ser utilizadas diretamente para técnicas moleculares de diagnóstico, ou após cultura, como 

no caso da citogenética convencional. No geral, o período de cultura celular necessário 

para a realização desta última técnica é de 7 a 10 dias (Nicolaides e DeFigueiredo 2004; 

Agnieszka et al., 2007; Wieacker e Steinhard, 2010).  

 

1.2.3. Cordocentese     

 

A cordocentese consiste na recolha de 3-5 ml de sangue fetal a partir do cordão umbilical e 

é realizada entre as 20 e as 23 semanas de gestação. Apresenta um risco de perda fetal de 

5%, comparativamente à amniocentese e à biópsia do trofoblasto (Gardner e Sutherland, 
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2004). Esta é importante, caso seja necessário um estudo das anomalias cromossómicas 

numa fase mais tardia da gravidez, já que a cultura de linfócitos permite obter um resultado 

por citogenética convencional em 72 horas (Júnior, 2002; Wieacker e Steinhard, 2010).  

 

 

1.3. Citogenética convencional 

 

Tradicionalmente, a citogenética refere-se ao estudo microscópico da estrutura e 

comportamento dos cromossomas ao nível celular, de forma a identificar alterações 

genómicas responsáveis por alterações do fenótipo (Ponnuraj, 2011). O objetivo de todas 

as técnicas de citogenética convencional é conseguir analisar na máxima resolução 

possível, todos os cromossomas. Esta análise é baseada na observação do padrão de 

bandas, produzidos por diferentes tipos de coloração dos cromossomas em metafase, de 

forma a produzirem uma visão global do genoma (Hsieh, 2011). Uma banda constitui parte 

de um cromossoma, sendo claramente distinta de seus segmentos adjacentes, surgindo 

mais escuras ou mais claras, dependendo do método de bandagem (Shaffer et al., 2012a). 

As técnicas de citogenética convencional podem ser agrupadas em dois grupos principais: 

as que resultam em um padrão de bandas distribuído ao longo de todo o comprimento do 

cromossoma, tais como as bandas GTG, Q e R, e as que marcam estruturas cromossómicas 

específicas, dando origem a um número restrito de bandas ou estruturas específicas 

marcadas. Este último grupo inclui as bandas CBG e NOR, que não permitem a 

identificação de todos os cromossomas, mas que podem ser utilizadas para a identificação 

de regiões específicas. Por exemplo, a técnica de bandagem CBG é específica para os 

centrómeros e regiões polimórficas. A técnica de bandagem NOR é específica para os 

braços curtos dos cromossomas acrocêntricos com produção ativa de rRNA (Bickmore, 

2001; Gardner e Sutherland, 2004).  

Praticamente todas as técnicas de bandagem cromossómica dependem do bloqueio da 

mitose em pro-metafase ou metafase. Isto geralmente consegue-se por tratamento das 

células com inibidores da tubulina, tais como a colchicina ou colcemida, que atuam na 

despolimerização do fuso mitótico, não permitindo a migração dos cromossomas para os 

polos (Bickmore, 2001; Clouston, 2001).  
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Após a coloração para induzir os padrões de bandas, as preparações com as metafases são 

examinadas com o auxílio de um microscópio ótico de luz com óleo de imersão (ampliação 

de 1000x). Atualmente, a captura e armazenamento das células em metafase é feita por um 

sistema de imagem computorizado, facilitando a análise dos cromossomas e a construção 

do chamando cariótipo ou cariograma (figura 1), que constitui um dos procedimentos mais 

importantes da citogenética convencional. O cariograma é a representação fotográfica de 

todos os cromossomas presentes numa metafase, dispostos de uma forma organizada, com 

os respetivos pares de homólogos emparelhados e com os centrómeros alinhados. A 

identificação dos cromossomas é feita com base no seu tamanho, posição do centrómero e 

padrão de bandas ao longo dos seus braços. O estudo citogenético é dependente do número 

de metafases analisadas para a deteção de anomalias cromossómicas e requer mão-de-obra 

qualificada e experiente (Khmelinskii, 2007; Ponnuraj, 2011).  

 

1.3.1. Bandas GTG 

 

A maioria dos laboratórios de citogenética utiliza a bandagem GTG (figura 1) como 

técnica principal, na análise de anomalias cromossómicas e só posteriormente recorre a 

outras técnicas de coloração ou mesmo moleculares, como meios de diagnósticos 

complementares (Benn e Tantravahi, 2001). Na bandagem GTG, os cromossomas são 

submetidos a um tratamento com uma enzima, normalmente a tripsina, que altera a 

estrutura das proteínas, seguida por uma coloração com uma solução de Giemsa, que tem 

na sua constituição azul metileno e eosina. Este tratamento vai permitir a marcação escura 

e clara das regiões cromossómicas heterocromáticas e eucromáticas (Schereck e Distèche, 

1994; Bickmore, 2001; Ponnuraj, 2011).  

 

1.3.2. Bandas C 

 

A banda C ou CBG permite destacar as regiões dos cromossomas que apresentam DNA 

altamente repetitivo, como as regiões dos centrómeros e outras regiões cromossómicas 

constituídas por heterocromatina constitutiva, como por exemplo o braço longo do 

cromossoma Y (Wang, 2002). Esta técnica de coloração recorre a tratamentos sucessivos 
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com soluções ácidas, alcalinas e salinas, seguida da coloração com Giemsa (Schreck e 

Distèche, 1994; Benn e Tantravahi, 2001). 

 

 

Figura 1. Cariograma humano normal com cromossomas de alta resolução de um 

individuo do sexo masculino, 46, XY, obtido com bandagem GTG (Imagem cedida pelo 

LCG-FMUC).  

 

1.3.3. Bandas NOR 

 

Os braços curtos dos cromossomas acrocêntricos são corados com nitrato de prata nas suas 

regiões satélites, mais precisamente, nas regiões organizadoras do nucléolo. A coloração 

com este composto permite detetar os genes de DNA ribossomal 18S e 16S presentes, 

sendo útil para o estudos de certos polimorfismos presentes nessas regiões. A bandagem 

NOR também pode ser útil para a identificação de satélites presentes em cromossomas não 
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acrocêntricos que resultam de rearranjos cromossómicos (Shaffer et al., 2009; Ponnuraj, 

2011). 

 

 

1.4. Array-based comparative genomic hybridization (aCGH) 

 

O aCGH permite o estudo de todo o genoma humano em simultâneo com elevada 

resolução, a partir da análise de fragmentos de DNA genómico, que cobrem as regiões 

cromossómicas de interesse, fixados numa plataforma (Allemeersch, et al., 2009).   

 

1.4.1. Aplicação do aCGH 

 

Para a realização do aCGH (figura 2), iguais quantidades de DNA marcado, referentes à 

amostra em estudo e à amostra controlo são co-hibridizadas numa plataforma 

(microarray), geralmente uma lâmina de vidro, contendo fixado os fragmentos de DNA 

genómico, designados por sondas de DNA.  

No aCGH, a marcação do DNA da amostra em estudo e da amostra controlo é feita com 

fluorocromos diferentes, Cyanine 5 (Cy5) Cyanine 3 (Cy3), respetivamente. Terminada a 

hibridização competitiva entre ambas as amostras de DNA, o microarray é lido por um 

scanner, onde é medida a intensidade de fluorescência, para cada sonda de DNA de Cy5 

(532 nm) e Cy3 (635 nm). Por fim, para que se proceda à interpretação dos resultados, a 

intensidade de fluorescência emitida é avaliada e quantificada por um software específico 

para a análise do número de cópias (Zuffardi et al., 2010; Brady e Vermeesch, 2012). 

O software fornece-nos um rácio sob a forma de logaritmo (log), onde a diferença entre a 

intensidade de fluorescência emitida pelo DNA em estudo e pelo DNA controlo, para cada 

locus, é proporcional à diferença no número de cópias da amostra de DNA 

comparativamente ao controlo. Deste modo, se a intensidade de fluorescência de Cy5 e 

Cy3 forem iguais para um determinado locus, esse local do genoma em estudo é 

considerado como sendo normal. Caso se verifique uma maior quantidade de fluorescência 

emitida por Cy5 em relação a Cy3, isto significa que a amostra em estudo apresenta um 

ganho de material genómico, numa determinada região, relativamente ao controlo. O 
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inverso corresponde a uma perda de material genómico por parte da amostra em estudo 

para uma dada região (Allemeersch et al., 2009). 

 

 

 

Uma conceção alternativa é um design em loop no qual três amostras de DNA são 

comparadas umas com as outras através de três hibridizações: a amostra 1 contra a 

Scanning  

Análise dos 

resultados  

DNA em 

estudo – Cy5 

DNA        

controlo – Cy3 

Hibridização  

Figura 2. Diagrama representativo do processo de aCGH.  O DNA em estudo e o DNA 

controlo são marcados diferencialmente com Cy5 e Cy3, respetivamente. Estas duas 

amostras são hibridizadas competitivamente numa lâmina de microarray, contendo as 

sondas de DNA. Após a hibridização, a lâmina de microarray foi submetida a um 

varrimento onde ocorre a medição das intensidades de fluorescência para cada sonda. 

De seguida procede-se a análise das CNV’s através de um software que avalia e 

quantifica a intensidade de fluorescência emitida. 
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amostra 2, a amostra 2 contra a amostra 3 e a amostra 3 contra a amostra 1 (figura 3). Com 

este design é possível analisar 3 amostras sem necessidade de uma amostra de referência 

normal. Além disso, o DNA de cada uma das amostras é analisado duas vezes em apenas 3 

microarrays. Esta é a maior vantagem desta estratégia, pois permite na mesma aplicação 

confirmar um resultado, já que, a mesma amostra de DNA é comparada com duas 

amostras de DNA diferentes. Por exemplo, a existência de uma duplicação no DNA da 

amostra 1 resulta num rácio log positivo da hibridização entre a amostra 1 e 2. Por sua vez, 

um rácio log negativo será esperado da hibridização entre a amostra 3 e 1. Na hibridização 

entre a amostra 2 e 3 o rácio log será nulo. Contudo, para a elaboração dos loops é 

necessário ter em consideração as indicações clínicas de cada um dos pacientes para que 

não se proceda à hibridização de amostras com indicações semelhantes no mesmo 

microarray. Tal procedimento evita que desequilíbrios cromossómicos associados às 

indicações clínicas possam não ser detetados por estarem presentes em ambas as amostras 

(Allemeersch et al., 2009; Brady e Vermeesch, 2012). 

 

 

 

Figura 3. Design em loop. Representação esquemática de três amostras em estudo com 

uma amostra controlo normal e um design em loop no qual as três amostras em estudo são 

comparadas entre si. Neste último, as amostras em estudo são hibridizadas duas-a-duas 

pelo que a mesma amostra é analisada duas vezes em três microarrays, permitindo a 

confirmação dos resultados obtidos (Adaptado de Allemeersch et al., 2009). 
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O poder de resolução obtido pelo aCGH depende do número de sondas de DNA, do seu 

tamanho e da distância presente entre elas. As sondas de DNA usadas nas plataformas do 

aCGH podem ser obtidas a partir de oligonucleótidos sintéticos (25-85 pb) ou de 

fragmentos DNA genómico humano clonados em bactérias (BAC- Bacterial Artificial 

Chromosome) de 80-200 Kb (Bejjani e Natowicz, 2010; Shaffer e Van den Veyver, 2012). 

Um outro tipo de microarrays de oligonucleótidos, direcionados para análise de SNP’s 

permitem a deteção de consanguinidade e dissomia uniparental (Schaaf et al.,2011). 

 

1.4.2. Classificação das CNV’s 

 

O aCGH, também conhecido por cariótipo molecular, foi desenvolvido para a deteção de 

desequilíbrios genómicos através da análise de CNV’s. As CNV’s são alterações 

estruturais resultantes de segmentos de DNA iguais ou superiores a 1 Kb, que apresentam 

um número de copias variável quando comparado com um genoma de referência (Clancy, 

2008; Hillman et al., 2012).  

As CNV’s são uma componente de diversidade genómica tão importante quanto os 

polimorfismos de um único nucleótido (SNP – do inglês single nucleotide polymorphism), 

e segundo Redon e colaboradores (2006) estão presentes em aproximadamente 12% do 

genoma humano. Perante esta densidade, a classificação destas variantes pode ser um 

desafio no diagnóstico clínico. As CNV’s podem abranger centenas de genes, incluindo 

genes associados a doenças, nos quais podem ser responsáveis por alterações nas suas 

funções. No entanto, a maioria das CNV’s não estão associadas a doenças e são abundantes 

em indivíduos saudáveis (Lee et al., 2007; Clancy, 2008).  

Na maioria dos laboratórios que usam o aCGH no diagnóstico clínico classificam as 

CNV’s em diferentes grupos, consoante o impacto que estas possam ter no fenótipo. Nesta 

classificação destacam-se três categorias principais: CNV’s benignas, CNV’s patogénicas e 

CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido. As CNV’s são consideradas 

benignas quando não provocam uma alteração patogénica associada com o fenótipo. Por 

sua vez, estas são definidas como patogénicas sempre que são responsáveis por um 

fenótipo anormal. Por último, quando se desconhece ou não se consegue definir o impacto 

destas no fenótipo, as CNV’s são classificadas como sendo de significado clínico incerto 

ou desconhecido. Outras categorias subjacentes a estes grupos podem ser variáveis, 
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dependendo da estratégia utilizada para a análise de CNV’s, já que esta é dependente de 

diversos parâmetros: o seu tamanho, conteúdo genético e hereditariedade. Além disso, a 

interpretação de CNV’s está dependente das indicações clínicas e do estudo dos 

progenitores. No caso do DPN, os dados obtidos a partir da ecografia serão fundamentais 

para a análise do aCGH, caso apresentem anomalias fetais ou sinais ecográficos de alerta 

(Vermeesch et al., 2012; Hillman et al., 2012). 

 

1.4.3. Vantagens e desvantagens do aCGH face à citogenética 

convencional 

 

A capacidade de deteção do aCGH e da citogenética convencional para os diferentes tipos 

de anomalias cromossómicas difere como descrito resumidamente na tabela 1. A maior 

vantagem do aCGH é a capacidade de oferecer uma análise em simultâneo de todo o 

genoma, com uma resolução nunca antes conseguida, proporcionando uma deteção de 

ganhos e perdas de material genético com uma resolução ~100x superior à resolução obtida 

por citogenética convencional (Scott et al., 2013). Esta análise de alta resolução, além de 

proporcionar um aumento significativo na deteção de desequilíbrios cromossómicos, 

permite uma caracterização mais precisa desses desequilíbrios, proporcionando uma 

melhor previsão do fenótipo ou da gravidade da doença. Uma caracterização precisa de um 

desequilíbrio vai permitir a comparação de fenótipos entre pacientes portadores de 

alterações sobreponíveis, podendo-se estabelecer uma correlação do fenótipo com os genes 

da região envolvida. Outra grande vantagem é que o DNA para a realização do aCGH pode 

ser extraído diretamente das amostras, sem necessidade de cultura e processamento celular, 

permitindo assim uma resposta num tempo relativamente mais curto e evitando artefactos 

de cultura (Zuffardi et al., 2010). 

Apesar da capacidade de análise do aCGH, este não deteta determinadas alterações 

cromossómicas que são detetáveis por citogenética convencional. Alterações 

cromossómicas equilibradas não são detetadas por aCGH. Tais rearranjos equilibrados, 

como translocações, inversões e inserções, de novo podem perturbar a função de um gene e 

gerar uma doença fenotípica sem perdas ou ganhos de material genético nos pontos de 

quebra. Porém, estudos revelam que 40% das alterações cromossómicas aparentemente 

equilibradas, quando identificadas por citogenética convencional, não são realmente 
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equilibradas. Nestes casos, o aCGH é fundamental para detetar perdas ou ganhos de 

material genético e esclarecer o tipo de alteração cromossómica presente (Fiorentino et al., 

2011; Hillman et al., 2012). Além disso, a probabilidade de um rearranjo equilibrado 

perturbar a função de um gene é de aproximadamente 0,0001% (Fiorentino et al., 2011). 

Tem-se verificado curiosamente e com alguma frequência a presença de ganhos ou perdas 

cromossómicas não envolvendo os pontos de quebra, em pacientes que possuem rearranjos 

equilibrados (Hillman et al., 2012). Juntamente com os rearranjos equilibrados, alterações 

de poliploidia não são detetáveis por aCGH, sendo a exceção o uso de microarrays de 

SNP’s (Brady e Vermeesch, 2012).  

 

Tabela 1. Capacidade de deteção do aCGH e da citogenética convencional nos diferentes 

tipos de anomalias cromossómicas. 

Anomalias cromossómicas aCGH Citogenética convencional 

Aneuploidias ✓ ✓ 

Poliploidias  (−)
1
 ✓ 

Rearranjos equilibrados                      − (✓)
2
 

Rearranjos 

desequilibrados 
✓ (✓)

2
 

Mosaicismos (✓)
3
 (✓)

4
 

✓ - apropriado para a deteção desse tipo de anomalias cromossómicas; −, não deteta esse 

tipo de anomalias cromossómicas; 1 - indica que pode ser capaz de detetar triploidias 69, 

XYY; 2 - indica que só deteta rearranjos cromossómicos superiores a 3-10 Mb; 3 - indica 

que não consegue detetar mosaicismos inferiores a uma expressão de 10%; 4 - indica que a 

deteção de mosaicismos está dependente do número de células analisadas. 

 

Por último, o aCGH não deteta mosaicismos de baixa expressão, isto é, quando um 

organismo apresenta dois ou mais tipos celulares, com material genético diferente, e se um 

destes está em baixa percentagem (<10%) no organismo, esta tecnologia não o consegue 

detetar. Porém, ao nível da citogenética convencional, a deteção de mosaicismos está 

dependente do número de células analisadas, pelo que podem não ser detetados se também 

possuírem um baixo nível de expressão (Fiorentino et al., 2011; Evangelidou et al., 2013).  
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1.5. aCGH no diagnóstico pré-natal 

 

A análise de CNV’s através do aCGH apresenta vantagens significativas sobre a 

citogenética convencional e rapidamente se tornou o principal teste de rotina no 

diagnóstico pós-natal para recém-nascidos com características dismórficas, défice 

cognitivo e alterações do espectro autista. Esta técnica proporcionou um ganho de deteção 

significativo entre 15-20% de alterações cromossómicas que não seriam detetáveis por 

citogenética convencional (Vestergaard et al., 2013). Em casos de morte fetal, o aCGH 

também tem revelado informações adicionais clinicamente relevantes (Savage et al., 2011).  

A utilização do aCGH como principal teste para a deteção de desequilíbrios 

cromossómicos no DPN ainda não é consensual, apesar de já ter demonstrado uma maior 

deteção de alterações cromossómicas, comparativamente à citogenética convencional, 

principalmente em casos com anomalias ecográficas. Tal falta de consenso deve-se à pouca 

experiência na utilização do aCGH para a deteção de CNV’s no DPN, à não existência de 

padrões de análise, bem como à dificuldade de interpretação das CNV’s com significado 

clínico incerto ou desconhecido. Outro fator que também põe em causa a sua utilização, 

como principal teste de rotina no DPN, é a não deteção do pequeno grupo de alterações 

cromossómicas (rearranjos cromossómicos equilibrados e poliploidias) que seriam 

detetadas caso a citogenética convencional fosse o teste de primeira linha. Por último, o 

elevado custo da análise por aCGH também é limitante quanto à sua implementação, e em 

muito casos, além do feto, os progenitores terão de ser igualmente sujeitos a esta análise 

(Cavalli et al., 2012; Novelli et al., 2011; Shaffer et al., 2012; Vetro et al., 2012).  

Como se verifica na citogenética convencional, o poder de deteção de desequilíbrios 

cromossómicos também aumenta substancialmente (6-8%), quando englobados apenas os 

casos com anomalias ecográficas fetais, tornando-o principal grupo de interesse para a 

implementação do aCGH no DPN (Vetro et al., 2012). Porém, mesmo neste grupo de 

pacientes, a aplicação desta técnica como teste de primeira linha é discutível, devido à 

pragmática dos resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, nomeadamente 

os que resultam de CNV’s que podem ser associadas a patogenicidade, mas que não 

justificam as anomalias fetais encontradas ou que estão associadas a défice cognitivo. Esta 

complexidade em decidir quais as CNV’s que devem ou não ser reportadas põe em causa a 

aplicação do aCGH, isto porque tais resultados, além de aumentarem a ansiedade dos pais, 
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podem resultar na tomada de decisões precipitadas (Fiorentino et al., 2011; Savage et al., 

2011; Vetro et al., 2012).  

Vários estudos retrospetivos têm sido realizados de forma a perceber qual o papel que 

aCGH pode ter no DPN. Nestes estudos têm sido abordados quais as vantagens e 

desvantagens que o aCGH pode trazer para o DPN, que tipos de plataformas devem ser 

utilizadas e quais os parâmetros a ter em consideração para a análise e interpretação dos 

resultados. Recentemente, de forma a evitar situações em que a utilização do aCGH possa 

dificultar o diagnóstico, várias instituições internacionais têm publicado recomendações, 

com base na sua experiência e revisão literária, quanto à sua utilização no pré-natal. 

(Cavalli et al., 2012; Batista et al., 2012; Machado et al., 2012). 

 

1.5.1. Tipos e plataformas de microarrays 

 

As plataformas de microarrays a utilizar no DPN devem ter um design de forma a reduzir 

os resultados com significado clínico incerto ou desconhecido. Este parâmetro tem sido 

abordado com base na experiência e resultados obtidos por tecnologias de microarrays no 

pós-natal, bem como nos estudos retrospetivos para a sua implementação no DPN (Savage 

et al., 2012).  

Atualmente, as duas tecnologias de microarrays mais utilizadas para a deteção de CNV’s 

no diagnóstico são os arrays de SNP’s e os de oligonucleótidos. A principal diferença 

entre eles é que no aCGH de oligonucleótidos ocorre uma hibridização competitiva entre o 

DNA em estudo e o DNA controlo, enquanto que, o array de SNP’s apenas requer o DNA 

em estudo e este é comparado com um conjunto de dados controlo, ou seja, apenas uma 

amostra é hibridizada na lâmina de microarray. Geralmente, as plataformas para o aCGH 

de oligonucleótidos apresentam uma deteção no número de cópias superior à do array de 

SNP’s, mas em contrapartida este último é capaz de detetar a maior parte dos casos de 

dissomia uniparental e tem uma sensibilidade maior na deteção de mosaicismos de baixa 

expressão. No entanto, as plataformas de aCGH de oligonucleótidos têm sido as mais 

indicadas para o DPN, uma vez que permitem uma cobertura mais uniforme de todo o 

genoma (Breman et al. 2012; Srebniak et al., 2012).  

Tem-se assistido nos últimos anos a uma substituição de microarrays de baixa resolução 

por microarrays com uma maior resolução para a deteção e análise de CNV’s. Atualmente, 
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os fabricantes de plataformas para o aCGH têm disponíveis diversos formatos com 

diferentes gamas de alta resolução para a cobertura do genoma humano. Estas diferem no 

número de sondas, no seu tamanho e no intervalo entre elas existindo, hoje em dia, 

plataformas de aCGH constituídas por um milhão de sondas. No DPN, a escolha de uma 

plataforma capaz de detetar a maioria das CNV’s patogénicas, detetando o mínimo de 

CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido é essencial (Hillman et al., 2012). 

As plataformas de aCGH podem ser portanto, categorizadas em dois tipos: aCGH 

representativos de todo o genoma (do inglês whole-genome array) e direcionados (do 

inglês targeted array) para detetar principalmente CNV’s associadas a distúrbios clínicos 

conhecidos. No primeiro tipo, as plataformas de aCGH são desenhadas de modo a que as 

sondas ofereçam uma cobertura uniforme ao longo de todo o genoma, o que lhes permite 

obter uma resolução global superior. O segundo tipo de aCGH tem uma maior densidade 

de sondas em regiões do genoma associadas a síndromes descritos, nomeadamente de 

microdeleção e microduplicação ou regiões contendo genes conhecidos por estarem 

associados a doenças. O contrário acontece nas regiões do genoma contendo sequências 

polimórficas, repetitivas e menos suscetíveis a terem CNV’s clinicamente significativas 

(Breman et al., 2012). Utilizando plataformas de aCGH direcionadas, a percentagem de 

CNV’s de difícil interpretação vai ser menor, o que é recomendável em DPN. Porém, ao 

utilizar este tipo de plataformas, CNV’s patogénicas poderão não ser detetadas. Além 

disso, o conhecimento acerca de CNV’s é cada vez maior e novas síndromes de 

microdeleção e microduplicação relevantes estão continuamente a ser descritas, pelo que, 

seria necessário uma atualização frequente das plataformas de aCGH direcionadas. Esta 

estratégia não seria rentável e também, com base na experiência do diagnóstico pós-natal, 

sabe-se que uma grande percentagem dos desequilíbrios crípticos causadores de doenças 

não é recorrente e encontram-se fora das regiões cobertas pelos aCGH’s direcionados. 

Estes fatores têm suportado o uso de aCGH’s representativos de todo o genoma no DPN, já 

que, permitem uma abordagem mais eficiente e com menor risco de CNV’s patogénicas 

não serem detetadas. Para além disso, estudos recentes argumentam que a utilização deste 

tipo de aCGH aumenta a deteção de CNV’s patogénicas sem aumentar substancialmente a 

deteção de CNV’s com significado incerto ou desconhecido (Zuffardi et al., 2010; Vetro et 

al., 2012). 
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Tem havido um enorme debate sobre qual o limiar de resolução representativo de todo o 

genoma ideal para as plataformas de aCGH no DPN, isto porque, uma maior resolução tem 

a vantagem de um maior número de CNV’s patogénicas poderem ser detetadas mas como 

consequência, o número de CNV’s com significado incerto ou desconhecido também 

aumenta substancialmente. Assim, uma boa relação entre estas duas categorias de CNV’s é 

necessária para a validade dos resultados e eficácia clínica. No diagnóstico pós-natal, a 

cobertura mínima recomendada ao longo de todo genoma é de 200 Kb, apesar de CNV’s 

com menor tamanho poderem ser detetadas, uma vez que, mesmo os aCGH’s 

representativos de todo o genoma possuem uma maior densidade de sondas nas regiões 

associadas às síndromes de microdeleção e microduplicação conhecidas. No entanto, 

qualquer desequilíbrio inferior a esta resolução só pode ser devidamente interpretado se 

existir informação disponível acerca dos genes envolvidos. A utilização de um limiar de 

resolução representativo de todo o genoma inferior a 200 Kb aumenta expressivamente os 

resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, pelo que não é aconselhável 

no DPN (Hillman et al., 2011; Schaaf et al., 2011; Vermeesch et al., 2012). A maior parte 

das CNV’s patogénicas conhecidas tem um tamanho igual ao superior a 400 Kb, sendo 

este, o limiar de resolução representativo de todo o genoma aconselhado por alguns autores 

no DPN, sendo que a percentagem de resultados com significado clínico incerto ou 

desconhecido não é significativa, o que é fundamental principalmente em casos que o 

fenótipo é desconhecido ou não justifica as anomalias ecográficas encontradas (Zuffardi et 

al., 2010; Hillman et al., 2012; Brady e Vermeesch, 2012; Rooryck et al., 2013). No 

entanto, alguns autores consideram que as CNV’s inferiores a 400 Kb, que justifiquem as 

anomalias fetais encontradas devem ser consideradas (Scott et al., 2013). Porém, este tipo 

de interpretação torna difícil a obtenção de padrões de análise para o aCGH. Perante isto, 

existem autores defendendo que o uso de aCGH’s com o mesmo limiar de resolução para o 

pós-natal e pré-natal seria a estratégia mais rentável. Estes suportam a sua opinião com o 

contributo que a experiência obtida no diagnóstico pós-natal poderia oferecer no processo 

de interpretação dos resultados do DPN, e também pelo facto de existir uma menor 

probabilidade de uma CNV’s patogénica não ser detetada. Estes também consideram que 

os técnicos de análise de aCGH devem estar familiarizados com a plataforma de aCGH 

utilizada e conhecer os seus pontos fortes e fracos. Esta experiencia é tanto maior, quanto 

maior for o número de casos analisados pela mesma plataforma de aCGH, portanto, na 
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maioria do laboratórios significa ter em consideração as amostras do diagnóstico pós-natal. 

Além disso, o processo de interpretação de resultados será mais fácil se o laboratório 

dispuser de um conjunto de dados de controlo interno analisados pela mesma plataforma 

de aCGH (Vetro et al., 2012; Ahn et al., 2013). 

 

1.5.2. Estudos de microarrays no DPN 

 

Os primeiros estudos quanto à aplicação das tecnologias de microarrays no DPN foram 

realizados em 2006. Nestes estudos foram utilizadas as diversas plataformas de 

microarrays disponíveis (arrays de SNP´s e aCGH´s de BAC e Oligonucleótidos). Através 

destas plataformas foram analisadas amostras de DPN para qualquer tipo de indicação 

clínica (ex.: idade materna avançada, anomalias ecográficas, sinais ecográficos de alerta, 

rastreio bioquímico positivo, ansiedade dos pais, etc.) ou apenas quando possuem a 

indicação de anomalias ecográficas (Lichtenbelt et al., 2011). Até meados de 2009, a 

experiência na utilização do aCGH no DPN era minoritária e os resultados obtidos eram 

bastante limitantes. Tal facto deveu-se à discrepância resultante da utilização de diferentes 

tecnologias de microarrays, da desigualdade de critérios na sua aplicação, da evolução que 

sofreram nesse período de tempo e do número relativamente pequeno de gestações que 

foram analisadas em cada um dos estudos. Além disso, também houve uma variação de 

critérios considerável no que diz respeito à identificação e classificação das CNV’s 

(benignas, patogénicas e com significado clínico incerto ou desconhecido). No entanto, 

através da análise de oito estudos publicados neste período, no qual abordavam a aplicação 

dos microarrays no DPN, Hillman e colaboradores (2011) concluíram que aCGH detetou 

3,6% de CNV’s clinicamente significativas nos casos em que o cariótipo era normal. 

Quando os casos apresentavam a indicação de anomalias ecográficas, esta percentagem 

aumentou para 5,2%. Contudo, estes resultados incluíam as CNV’s com significado clínico 

incerto ou desconhecido. Nesta análise foram englobados 751 casos de DPN para todas as 

indicações clínicas, dos quais 409 possuíam a indicação de anomalias ecográficas (Hillman 

et al., 2011). Posteriormente, outros estudos foram publicados (Tabela 2) e demostraram 

uma percentagem de 0-8,3% na deteção de CNV´s patogénicas por aCGH adicionais à 

citogenética convencional para todo o tipo de indicações clínicas. Englobados apenas os 

casos com indicação de anomalias ecográficas, esta percentagem variou entre 0-20%. Em 
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ambos os casos, a taxa de deteção de CNV’s patogénicas variou consideravelmente, 

obtendo valores elevados em alguns destes estudos, reflexo de uma seleção de casos de 

DPN, em detrimento de uma análise prospetiva aleatória. Na sequência destes estudos, a 

percentagem de CNV’s com significado clínico incerto também variou consideravelmente, 

estabelecendo-se entre 0-12,2% (Evangelidou et al., 2010; Maya et al., 2010; D’Amours et 

al., 2011; Fiorentino et al., 2011; Leung et al., 2011; Park et al., 2011; Filges et al., 2012; 

Lee et al., 2012; Shaffer et al., 2012a; Shaffer et al., 2012b; Wapner et al., 2012; 

Evangelidou et al., 2013; Scott et al., 2013; Vestergaard et al., 2013). 

No estudo realizado por Maya e colaboradores (2010), a taxa de deteção CNV’s 

patogénicas por aCGH foi de 1,1% em 254 casos de DPN com resultado citogenético 

normal. Quando englobou apenas os casos com anomalias ecográficas, a percentagem 

aumentou para 2%, não resultando num aumento significativo, apesar de englobar 

unicamente casos com indicação de anomalias ecográficas e curiosamente, o grupo de 

casos analisados devido a ansiedade dos pais apresentou uma taxa superior de 2,2%, que 

não seria esperada, já que, este grupo é o que apresenta menor probabilidade de possuir 

uma cromossomopatia. Isto levou os autores a concluírem que este teste pode ser 

extensível a todos os casos de DPN, independentemente das indicações clínicas, mesmo 

sendo menos propícios a possuírem alterações cromossómicas. Neste estudo não foi 

reportado nenhum caso com CNV’s de significado clínico incerto ou desconhecido (Maya 

et al., 2010). Um outro estudo publicado por Evangelidou e colaboradores, nesse mesmo 

ano, apresentou uma maior capacidade na deteção de CNV’s patogénicas por aCGH, 

adicionais à citogenética convencional. Nele foram analisados 25 casos de DPN em que, 

15 tinham a indicação de anomalias ecográficas associadas com um cariótipo normal e 10 

apresentavam rearranjos cromossómicos aparentemente equilibrados, detetados por 

citogenética convencional, com ou sem indicação de anomalias ecográficas. No geral, a 

taxa de deteção de CNV’s patogénicas pelo aCGH adicionais à citogenética convencional 

foi de 8% e excluídos os casos com cariótipo anormal a taxa de deteção foi 13,3%. No 

mesmo estudo, a percentagem de CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido 

foi de 4%, referente a um caso com um rearranjo cromossómico aparente equilibrado, que 

foi submetido a aCGH. Através desta técnica verificou-se que, o rearranjo não era 

verdadeiramente equilibrado e que apresentava uma perda de material genético ao nível 

dos pontos de quebra. No entanto, os autores não conseguiram estabelecer o grau de 
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patogenicidade desta alteração ao nível do fenótipo. Perante isto, estes realçaram a facto de 

o aCGH, em conjunto com a citogenética convencional, permitir um diagnóstico preciso 

dos rearranjos cromossómicos mas, para tal, será necessário uma maior experiência na 

interpretação dos resultados obtidos por aCGH, de modo a evitar que este tipo de 

resultados dificultem o DPN (Evangelidou et al., 2010).  

Até à data, o estudo que apresentou maior percentagem de CNV’s com significado clínico 

incerto ou desconhecido, detetadas por aCGH foi o realizado por D’Amours e 

colaboradores (2011), no qual foram analisados 49 casos com indicação de anomalias 

ecográficas. A percentagem de CNV’s com significado clínico incerto foi de 12,2 %. No 

seguimento deste estudo, a taxa de deteção de CNV’s patogénicas, não detetáveis por 

citogenética convencional, foi de 8,2%, sustentando a importância do aCGH. No entanto, a 

elevada percentagem de resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, obtida 

neste estudo, coloca em causa a sua implementação no DPN. Contudo, este resultado foi 

em grande parte devido à indisponibilidade das amostras parentais, levando os autores a 

concluírem que, para a interpretação dos resultados com significado clínico no DPN é 

crucial a análise dos progenitores (D’Amours et al., 2011). Um estudo, que também obteve 

uma elevada percentagem inicial de CNV’s com significado clínico incerto ou 

desconhecido, foi o realizado por Evangelidou e colaboradores (2013). Inicialmente, esta 

percentagem de resultados foi de 15,6%, sendo posteriormente reduzida para 4,6%. Tal 

redução deveu-se a análise dos progenitores, de tal maneira que, apenas os casos, nos quais 

esta análise ainda não tinha sido realizada, é que não foi possível classificar as CNV’s 

como benignas ou patogénicas. Perante isto, Vetro e colaboradores consideram que a 

recolha de uma amostra de sangue de ambos os progenitores deve ser um pré-requisito 

obrigatório para a realização do aCGH no DPN. Evangelidou e colaboradores obtiveram 

resultados nos 64 casos analisados por aCGH, dos quais 53 apresentavam anomalias 

ecográficas associadas a um cariótipo normal e 11 possuíam um cariótipo anormal, 

podendo ou não estar associado a anomalias ecográficas. Neste, a taxa de deteção de 

CNV’s patogénicas adicionais à citogenética convencional foi de 4,7%, e estas apenas 

foram detetadas em casos com anomalias ecográficas e cariótipo normal (Vetro et al., 

2012; Evangelidou et al., 2013). 

Um estudo particular foi o realizado por Leung e colaboradores (2011), no qual, foram 

analisados por aCGH 48 casos de DPN com aumento da translucência nucal (TN> 3,5 
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mm) e cariótipo normal. Alguns casos apresentavam outro tipo de indicações, em especial, 

10 apresentavam anomalias fetais. Para todos os casos analisados, o aCGH detetou 8,3% 

de CNV’s patogénicas não detetadas por citogenética convencional. Dos casos que 

apresentavam CNV’s patogénicas, 2 continham anomalias fetais para além da 

translucência da nuca aumentada, o que equivale a 20%, quando considerados os casos 

contendo estas duas indicações. Neste estudo, somente 2% das CNV’s foram classificadas 

como sendo de significado incerto ou desconhecido (Leung et al., 2011).  

Um estudo que apresentou resultados peculiares foi o realizado por Filges e colaboradores 

(2012), no qual analisou por aCGH, 100 casos de DPN . Deste, faziam parte 49 casos com 

indicação de anomalias ecográficas. Neste estudo, não conseguiram demonstrar um poder 

de deteção superior por parte do aCGH comparativamente à citogenética convencional, já 

que, esta técnica apenas detetou 2% de CNV’s com significado clínico incerto ou 

desconhecido, nos casos com resultado citogenético normal. No entanto, com base em 

outros estudos, os autores não colocaram de parte a aplicação do aCGH no DPN, mas pode 

vir a criar dificuldades devido às diversas abordagens que têm sido feitas, não existido 

ainda uma padronização, como acontece na análise por citogenética convencional (Filges 

et al., 2012).  

Todos os estudos referidos até ao momento eram limitados em termos de número de 

amostras. O primeiro estudo que englobou um número significativo de amostras foi 

realizado por Fiorentino e colaboradores (2011), no qual analisaram 1030 casos de DPN, 

por ambas as técnicas, para as diversas indicações clínicas. No total, através do aCGH 

detetaram 3,3% de CNV’s patogénicas, das quais 0,9% não seriam detetáveis por 

citogenética convencional. Esta taxa foi relativa a 7 CNV’s abaixo do limite de resolução 

da citogenética convencional e a 2 CNV’s superiores a 10 Mb, mas não detetáveis devido à 

baixa qualidade do cariótipo obtido. A deteção de CNV’s patogénicas por aCGH 

apresentou valores substancialmente mais elevados nos casos que apresentavam anomalias 

ecográficas e cariótipo normal, passando de 0,9% para 7,6%. Resultados semelhantes 

foram obtidos por Lee e colaboradores (2012), na análise de 3171 casos de DPN por ambas 

as técnicas com uma percentagem mínima de 0,16% de CNV’s com significado clínico 

incerto ou desconhecido. Neste estudo, a taxa de deteção adicional do aCGH face à 

citogenética convencional foi de 1,1% para todas as indicações clínicas e 8,2% para os 

fetos com anomalias ecográficas. Deste modo, os autores responsáveis por cada um dos 
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estudos consideraram o aCGH uma ferramenta valiosa na análise deste último grupo de 

pacientes (Fiorentino et al., 2011; Lee et al., 2012). Todavia, as limitações desta técnica 

também foram visíveis no estudo de Fiorentino e colaboradores, já que não conseguiu 

detetar 1 mosaicismo de baixa expressão (0,1%) e 7 rearranjos equilibrados (0,7%) 

reportados por citogenética convencional. Apesar de uma percentagem idêntica de 

alterações cromossómicas não detetáveis por ambas as técnicas, os autores consideram que 

os resultados obtidos pelo aCGH são mais significantes, uma vez que, em termos clínicos a 

probabilidade de um rearranjo equilibrado causar um fenótipo patogénico é praticamente 

nula (Fiorentino et al., 2011). Wapner e colaboradores (2012) na análise de 4282 casos de 

DPN também não conseguiram detetar 40 rearranjos equilibrados (0,9%) e 17 triploidias 

(0,4%), sucedendo a uma falha na deteção de alterações cromossómicas por aCGH idêntica 

à do estudo anterior. Na análise dos 3822 casos em que não foi detetada qualquer anomalia 

por citogenética convencional, o aCGH detetou 0,9% de CNV’s patogénicas para as 

diversas indicações clínicas. Inicialmente, a taxa de CNV’s com significado clínico incerto 

ou desconhecido foi de 3,4%, mas com o acréscimo de informação relativa às CNV’s e a 

experiência adquirida, esta taxa baixou para 1,5%. Relativamente ao grupo de casos com 

indicação de anomalias ecográficas e cariótipo normal, o aCGH detetou 6% de CNV’s com 

significado clínico, das quais 2,8% foram definidas, à priori, como patogénicas. Os 

restantes 3,2% foram classificados como potenciais patogénicas, uma vez que, numa 

primeira fase foram definidas como CNV’s com significado clínico incerto ou 

desconhecido (Wapner et al., 2012). 

O estudo que processou maior número de amostras com indicação de anomalias 

ecográficas foi publicado pela Shaffer e colaboradores (2012), no qual 2858 amostras das 

5003 analisadas continham esta indicação. Excluindo os casos com cariótipo anormal 

anteriormente conhecido, morte fetal e progenitores com um rearranjo cromossómico, o 

aCGH detetou 5,3% de CNV’s patogénicas para as diversas indicações clínicas. Nos casos 

com indicação de anomalias ecográficas e morte fetal, a taxa de deteção foi de 6,5% e 

8,2%, respetivamente. Outro aspeto importante foi o facto de haver um aumento da taxa de 

deteção de 6,5% para 7,6% no grupo de casos com indicação de anomalias ecográficas, se 

apenas consideramos os casos analisados por aCGH de oligonucleótidos. A percentagem 

de CNV’s com significado clínico incerto obtida pelo aCGH foi de 4,2%, mas reduzida a 

0,39% se apenas as CNV’s de novo forem consideradas. No total, 71% dos desequilíbrios 
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identificados foram inferiores a 10 Mb, pelo que a maior parte não deve ser identificada 

por citogenética convencional. Quando o cariótipo normal foi previamente conhecido, o 

aCGH detetou CNV’s patogénicas em 5.5% dos casos. Quando englobados apenas os que 

apresentavam fetos com anomalias ecográficas, esta percentagem foi 6,2%, sendo 

semelhante à obtida por Wapner e colaboradores. Posto isto, os autores consideraram que o 

aCGH dever ser utilizado como teste de primeira linha no DPN, nomeadamente em fetos 

com anomalias ecográficas, já que o objetivo dos exames invasivos é detetarem alterações 

cromossómicas que possam ter impacto patogénico no fenótipo (Shaffer et al., 2012a; 

Shaffer et al., 2012b). 

Scott e colaboradores (2013) relataram o primeiro estudo retrospetivo onde o aCGH e o 

ensaio quantitativo multiplex fluorescente da reação em cadeia da polimerase (qf-PCR) 

foram utilizados como testes de primeira linha no DPN, sem recorrer à citogenética 

convencional. Neste estudo foram detetadas CNV’s em 14,9% dos 1049 casos analisados, 

incluindo 14 casos com mosaicismo detetados por aCGH e 7 triploidias detetadas por qf-

PCR, pelo que não eram detetáveis por aCGH. Dos restantes casos, 3,1% das CNV’s não 

eram detetáveis por citogenética convencional, das quais 1,2% foram consideradas 

patogénicas. A percentagem de CNV’s com significado clínico incerto situou-se nos 0,3%. 

Dos casos que apresentaram CNV’s patogénicas não detetáveis por citogenética 

convencional, 3 apresentaram anomalias ecográficas, o que equivale a 4,8% quando 

considerados apenas os que continham esta indicação. Posto isto, os autores consideraram 

que o aCGH, com o auxílio da tecnologia qf-PCR se mostrou eficaz como teste de primeira 

linha no DPN. Em adição, eles também salientaram o facto de a maioria das anomalias 

cromossómicas, detetáveis através da citogenética convencional, serem detetadas por qf-

PCR que é relativamente mais barato. Por outro lado, o aCGH detetou uma porção 

pequena, mas importante de anomalias adicionais semelhante à obtida por Maya, 

Fiorentino, Lee, Wapner e respetivos colaboradores (Scott et al., 2013).  

Apesar da enorme importância dos estudos como um grande número de amostras de DPN, 

estudos com um número mais reduzido de análises por aCGH continuam a ser publicados e 

a contribuir para a avaliação desta técnica. Exemplo disso é o estudo publicado por 

Vestergaard e colaboradores (2013), onde foram analisados 89 casos com anomalias 

ecográficas por aCGH. Neste grupo foram englobados 5 casos que apresentavam um 

aumento isolado da translucência de nuca superior a 5 mm ou em associação com outras 
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anomalias ecográficas. Através do aCGH foram detetadas CNV’s patogénicas em 12% dos 

casos, sendo uma taxa considerável, explicada pelo facto de todos os casos analisados 

terem sido selecionados numa terceira fase, após o rastreio do 1º e 2º trimestre de gravidez. 

Em 2,2% dos casos o aCGH detetou CNV’s com significado clínico incerto ou 

desconhecido. Embora seja um número pequeno, os autores consideram que este pode ser 

justificável pelo facto de ter sido utilizada uma plataforma de aCGH de oligonucleótidos 

(180K), representativa de todo o genoma. Neste estudo, apenas 50 casos foram sujeitos à 

análise por citogenética convencional. Com base neste grupo, foi possível verificar um 

ganho adicional de 14% de CNV’s patogénicas por parte do aCGH, fundamentando a 

mais-valia que esta técnica pode trazer ao DPN em fetos com malformações ecográficas 

(Vestergaard et al., 2013).   
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Tabela 2. Taxa de deteção de CNV’s clinicamente significativas não detetáveis por citogenética convencional para todo o 

tipo de indicações clínicas e por indicação de anomalias ecográficas.   

Autor 
Número 

de casos 

Plataformas 

de 

microarrays 

CNV’s 

patogénicas 

apenas detetaveis 

por aCGH (%) 

CNV’s com 

significado clínico 

incerto (%) 

CNV’s patogénicas 

apenas detetáveis por 

aCGH com indicação 

de AE [%(n/t)] 

Maya et al. (2010)
a
 254 BAC 1,1 0 2 (2/102) 

Evangelidou et al. (2010) 25 BAC  8 4 13,3 (2/15) 

D’Amours et al. (2011)
b
 49 BAC e Olig. ─ 12,2 8,2 (4/49) 

Leung et al. (2011)
c
 48 Olig. 8,3 2 20 (2/10) 

Fiorentino et al. (2011) 1030 BAC 0,9 0 7.6 (5/66) 

Lee et al. (2012) 3171 BAC e Olig. 1,1 0,16 8,2 (16/194) 

Shaffer et al. (2012ab)
a
 2533 BAC e Olig. 5,5 4,2 6,2 (128/2052) 

Filges et al. (2012) 100 Olig. 0 2 0 (0/49) 

Wapner et al. (2012)
a
 3822 Olig. e SNP's 0,9 1,5 6 (45/755) 

Evangelidou et al. (2013) 64 Olig. 4,7 4,6 NR 

Vestergaard et al. (2013)
ab

 50 Olig. ─ 2 14 (7/50) 

Scott et al. (2013) 1049 Olig. 1,2 0,3 4,8 (3/62) 

AE - Anomalias ecográficas; NR - Resultado não reportado no estudo; a - Foram excluídos os casos com resultados 

tendenciosos, cariótipo anormal anteriormente conhecido e sem análise por citogenética convencional; b - O estudo 

apenas englobou casos com indicação de anomalias ecográficas; c - Todos os casos apresentavam a translucência da nuca 

aumentada (TN> percentil 95); n - Número de casos com CNV’s patogénicas; t - Total de casos presentes no estudo com 

indicação de anomalias ecográficas.   
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1.5.3. Recomendações na utilização do aCGH   

 

Um consórcio especialista na área do aCGH, International Standard Cytogenomic 

Array (ISCA) realizou uma revisão literária, envolvendo 33 estudos, incluindo a análise 

de 21698 pacientes por diversas plataformas de microarrays. Neste estudo foram 

comparados os resultados obtidos por aCGH e citogenética convencional, avaliadas as 

vantagens, limitações e rendimento de cada uma das técnicas. Eles confirmaram as 

competências do aCGH como teste de primeira linha no diagnóstico pós-natal, em casos 

com défice cognitivo, espectro autista e múltiplas anomalias congénitas. Contudo, o 

consórcio ISCA considera que o conhecimento atual ainda não permite a recomendação 

desta técnica para o DPN e que a citogenética convencional deve continuar a ser 

considerada o teste de primeira linha neste tipo de diagnóstico (Miller et al., 2010). 

O Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas recomenda igualmente a utilização 

do aCGH na rotina do diagnóstico pós-natal, mas tal orientação não é valida para o 

DPN, uma vez que considera que a citogenética convencional deve permanecer como 

teste principal. No entanto, esta instituição reconhece que o aCGH pode ser 

especialmente útil em fetos com anomalias ecográficas e resultado citogenético normal. 

Tal facto leva à aceitação da sua aplicação como teste adicional neste grupo de 

pacientes em conjunto com um bom aconselhamento genético, antes e depois do teste, 

de modo a esclarecer os progenitores sobre as vantagens e limitações da sua utilização 

(Savage et al., 2011).  

A Sociedade Italiana de Genética Humana com base na sua experiência também não 

recomenda o uso do aCGH como substituto da citogenética convencional, e que 

atualmente, apenas deve ser aplicado como um teste de segunda linha no DPN. 

Considera que esta técnica apenas deve ser proposta para o diagnóstico de gestações 

com determinadas indicações clínicas, tais como, a presença de fetos com anomalias 

ecográficas, rearranjos cromossómicos de novo aparentemente equilibrados, detetados 

por citogenética convencional, de forma a investigar uma possível perda de material 

genómico e em marcadores cromossómicos supernumerários de modo a caracterizar a 

sua origem e conteúdo genético (Novelli et al., 2011). 

Na Holanda, o DPN é apenas realizado em centros médicos universitários. Eles 

submetem o aCGH a casos onde são encontradas anomalias ecográficas ou quando 

pedida a sua realização, após excluída a presença de triploidias e das aneuploidias mais 
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comuns por qf-PCR. Para esta análise, consideram como pré-requisitos obrigatórios, o 

aconselhamento genético pré-teste e a colheita de sangue de ambos os progenitores. No 

entanto, ainda não existem diretrizes nacionais para a sua utilização no DPN (Vetro et 

al., 2012).  

A posição destas instituições deve-se principalmente à incerteza que existe nos 

resultados obtidos por aCGH e nas implicações que estes possam trazer ao DPN. A 

ausência de padrões de análise também contribui para esta posição. Estas Instituições 

consideram provável que no futuro o aCGH possa substituir a citogenética convencional 

como teste de primeira linha no DPN, nomeadamente nos casos com indicação de 

anomalias ecográficas. Para que tal aconteça, consideram que questões relativas ao tipo 

de plataformas de microarrays a utilizar no DPN, bem como, qual o limite mínimo de 

resolução a ter em consideração terão de continuar a ser debatidas e mais estudos serão 

necessários de modo a reduzir, ao máximo, as CNV’s com significado clínico incerto ou 

desconhecido (Machado et al., 2012; Vetro et al., 2012).  

 

1.5.4. Análise e interpretação dos resultados de aCGH 

 

A análise dos resultados é normalmente efetuada com a ajuda de softwares específicos. 

A maioria deles fornece ferramentas de modo a facilitar a interpretação e 

armazenamento dos resultados obtidos, bem como fornecer uma ligação às bases de 

dados disponíveis. Um aspeto importantíssimo na análise e interpretação do aCGH é 

que os resultados podem ser influenciados pelos critérios de análise definidos pelo 

laboratório (Brady e Vermeesch, 2012). Por exemplo, Vestergaard e colaboradores 

(2013), no seu estudo consideraram CNV’s com três ou mais sondas consecutivas 

alteradas, mantendo o mesmo processo de análise para as amostras de pré- e pós-natal. 

Por sua vez, na análise do aCGH, Rooryck e colaboradores (2013) apenas consideraram 

CNV’s com o mínimo de 8 sondas consecutivas alteradas para as amostras de DPN. 

Deste modo, a análise de determinados desequilíbrios genómicos por esta técnica vai 

depender da estratégia definida por cada laboratório. Isto deve-se à dificuldade de 

interpretação dos resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, que são o 

maior desafio no DPN (Rooryck et al., 2013; Vestergaard et al., 2013).  

Informações importantes para a interpretação de CNV’s são fornecidas pelas várias 

bases de dados públicas que coletam indivíduos saudáveis, como Database of Genomic 
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Variants (DGV) ou indivíduos com anomalias congénitas múltiplas e/ou problemas de 

desenvolvimento, tais como, a base de dados do ISCA, a European Cytogeneticists 

Association Register of Unbalanced Chromosome Aberrations (ECARUCA) e a 

Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl 

Resources (DECIPHER).O constante aumento de informação nas bases de dados vai ser 

fundamental para uma melhor correlação entre uma determinada CNV e uma possível 

condição fenotípica. Neste processo, a caracterização detalhada do fenótipo do 

probando por parte dos clínicos é fundamental para a utilização destas bases de dados. 

Obviamente, isto torna-se difícil no DPN, onde o fenótipo é limitado ao que é visível 

através da ecografia, e mesmo quando uma anomalia está presente, esta pode não estar 

correlacionada com a CNV detetada, comprometendo ainda mais a sua interpretação. 

No entanto, as bases de dados públicas, juntamente com o estudo dos pais, têm sido as 

principais ferramentas para a distinção entre CNV’s benignas ou com significância 

clínica (Zuffardi et al., 2011; Vetro et al., 2012). 

 

1.5.4.1. CNV’s benignas 

A distinção entre CNV’s benignas comuns, que não estão envolvidas em alterações do 

fenótipo, e CNV’s raras com potencial patogénico são o primeiro passo para a sua 

interpretação. Uma vez que, 12% do genoma humano é coberto por este tipo de 

polimorfismos, torna-se necessário identificar as que estão presentes em indivíduos 

comuns saudáveis. Para este processo pode recorrer-se a bases de dados como a DGV, 

mas tendo sempre em consideração que estas foram criadas, principalmente, para fins de 

investigação. Além disso, os dados apresentados na DGV não são sujeitos a uma 

seleção pelos editores, já que, os únicos requisitos são que estes sejam publicados como 

artigo científico e que as CNV’s sejam oriundas de uma amostra de um individuo 

normal. Em alguns estudos contributivos, não é feita qualquer distinção entre ganhos e 

perdas, pelo que, estas CNV’s deverão ser excluídas para a análise. Também devem ser 

tomadas precauções quando se usa tal base de dados para determinar o significado 

clínico de uma CNV, nomeadamente quando está listada em apenas um único 

individuo, podendo ser uma variante rara, mas os falsos positivos podem não ter sido 

excluídos. Além disso, fenótipos subtis podem não ter sido registados no grupo controlo 

e consequentemente, variantes raras listadas na DGV podem contribuir para esse 
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fenótipo. Outro aspeto importante é o tamanho das CNV’s registadas nestas bases de 

dados, que são mais propícios a erros, quando detetados por plataformas aCGH mais 

antigas ou com uma resolução inferior. Tal facto pode por em causa a comparação de 

CNV’s, uma vez que, também devem ser considerados o seu tamanho e a percentagem 

sobreponível com as CNV’s presentes no probando, bem como os genes envolvidos. 

Por fim, este processo de eliminação de CNV’s sem impacto fenotípico deve ser feito de 

forma prudente, acautelando que informação importante possa não ser facilmente 

ignorada (Gijsbers et al., 2011; Vermeesch et al., 2012).  

 

1.5.4.2 CNV’s patogénicas  

As CNV’s que sobrepõem regiões críticas no genoma (como as teloméricas ou contendo 

genes associados a doença) ou aliadas a síndromes são consideradas prováveis 

patogénicas na natureza. No entanto, para fins de diagnóstico, estas devem incluir a 

região crítica da síndrome e, se conhecidos, os genes causadores da doença. Porém, as 

CNV’s detetadas em outras regiões genómicas também têm potencial para serem 

patogénicas, não podendo ser facilmente descartadas. Com o aumento da resolução do 

aCGH, novas síndromes têm sido descritas, mas em contrapartida, este processo de 

comprovação da patogenicidade de uma dada CNV tem-se tornado mais complexo. Em 

determinados casos, as CNV’s apresentam uma variabilidade fenotípica distinta, o que 

ainda dificulta mais a sua interpretação. As bases de dados que coletam CNV’s 

patogénicas e o respetivo significado clínico (DECIPHER, ISCA, ECARUCA) são 

fundamentais para a caracterização das mesmas, posteriormente detetadas em outros 

pacientes, uma vez que, permitem a sobreposição dos respetivos desequilíbrios 

genómicos. Esta comparação, juntamente com a determinação do tamanho das CNV’s 

contribuem para a identificação dos genes responsáveis pelas diferentes características 

fenotípicas de uma dada síndrome. Outro passo importante, para a interpretação de 

CNV’s patogénicas é a análise dos progenitores, que irá permitir determinar se estas são 

herdadas ou de novo (Gijsbers et al., 2011; Vetro et al., 2012).  

 

1.5.4.3 CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido 

Quando não é possível classificar uma CNV como patogénica ou benigna, deve ser 

classificada como uma variante de significado clínico incerto ou desconhecido. No 
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entanto, antes desta classificação, se possível, deve-se efetuar o estudo dos pais, de 

modo a verificar a herança das mesmas. Em concordância, estudos populacionais 

indicam que 99% das CNV’s herdadas são benignas, e que na sua grande maioria são 

inferiores a 500 Kb (Gijsbers et al., 2011; Vermeesch et al., 2012). No entanto, o facto 

de uma CNV ser herdada de uma pessoa aparentemente normal, não significa que esta 

seja propriamente benigna, uma vez que a CNV pode possuir um gene sujeito a 

fenómenos de imprinting, em que um dos alelos é metilado, resultando num fenótipo 

patogénico quando apenas herdado do pai e não da mãe, ou vice-versa. A variabilidade 

fenotípica também pode ser explicada por fenómenos de haploinsuficiência, em que um 

gene normal quando não se encontra numa dosagem suficiente, pode provocar um 

fenótipo patogénico. Por fim, a própria CNV é um fator de risco, que promove uma 

doença num determinado contexto genómico apesar de desconhecido, ou seja, está 

associada a um determinado nível de patogenicidade, mas exibe penetrância incompleta 

(Beaudet e Belmont, 2008; Schaaf et al., 2011; Vetro et al., 2012). Posto isto, o estado 

de herança das CNV’s não deve ser o único critério para classificar uma CNV’s como 

benigna ou patogénica, sendo que, uma apreciação caso-a-caso será sempre necessária. 

A avaliação irá sempre depender da região envolvida e das suas características, tendo 

sempre em conta que, pode ser difícil ou mesmo impossível identificar uma ligação 

entre a alteração encontrada e o fenótipo do feto (Vetro et al., 2012).  

 

1.5.6. Aconselhamento genético 

 

A análise por microarrays pode tornar-se o teste de DPN mais sensível disponível 

atualmente. A sua utilização neste tipo de diagnóstico ainda não é consensual, 

principalmente, devido aos resultados com significado clínico incerto ou desconhecido 

que, para além de aumentar a ansiedade dos pais, podem levar a decisões precipitadas, 

culminando, por vezes, na interrupção médica da gravidez. Assim, um dos aspetos mais 

difíceis de gerir com a introdução do aCGH no DPN é o aconselhamento genético dos 

progenitores, devido à carga emocional que este processo possa vir a atingir. Deste 

modo, antes de ser feito qualquer passo para a realização do aCGH, é primordial 

proceder-se a um aconselhamento, devido à natureza deste teste e à informação que este 

pode fornecer (Srebniak et al., 2011; McGillivray et al., 2012). O aconselhamento deve 

ser feito por especialistas, que devem explicar tudo de uma forma clara e sem orientar a 
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tomada de decisão dos futuros pais. Para ser realizado corretamente é necessário terem 

acesso à história médica da gravidez, que deve incluir as anomalias ecográficas, caso 

existam, bem como a história médica de ambos os progenitores e a história familiar de 

três gerações (Vetro et al., 2012). Esta informação poderá revelar uma ou mais doenças 

genéticas na família e obviamente, serão cruciais na interpretação dos resultados. Neste 

tipo de consultas devem ser abordadas todas as vantagens e desvantagens do aCGH, os 

diferentes tipos de resultados possíveis e qual o significado clínico que estes podem ter. 

Assim, deve ser explicado aos futuros pais que as CNV’s detetadas podem ou não 

justificar as anomalias ecográficas encontradas, podendo ser herdadas ou de novo e os 

seus impactos patogénicos podem ser incertos ou desconhecidos. Da mesma forma, 

deve ser esclarecido o porquê da recolha de amostras de DNA de ambos os pais, e que 

estas são processadas de acordo com o seu consentimento, no que diz respeito à 

informação que pretendem. Também devem ser informados acerca do tempo de espera 

para a obtenção de resultados a partir do aCGH. Esclarecidas todas as dúvidas, o 

consentimento para a realização do aCGH deve ser obtido (Vetro et al., 2012; 

Evangelidou et al., 2013).  

O aconselhamento genético após o teste deve ser orientado de forma a diminuir ao 

máximo, o stress procedido dos resultados obtidos. Nesse aspeto, os mais difíceis de 

gerir são os resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, daí a 

importância de informar previamente os futuros pais da possibilidade de obter estas 

conclusões. Entretanto, ainda não existem orientações padrão sobre a forma como deve 

ser conduzido o aconselhamento genético após os resultados do aCGH. Contudo, nos 

estudos retrospetivos sobre a aplicação desta técnica no DPN, este processo tem sido 

gerido com sucesso e os casais têm compreendido em que circunstâncias estes testes são 

realizados, e quando chamados a decidir estão conscientes das suas limitações 

(Evangelidou et al., 2013; Rooryck et al., 2013; Vestergaard et al., 2013). 

 

1.5.7. Comunicação entre o laboratório e o clínico 

 

Face à complexidade dos resultados gerados por aCGH, é extremamente importante 

existir uma cooperação entre o laboratório e a clínica, de forma a equacionarmos sobre a 

informação a dar no relatório, nomeadamente sobre a possibilidade de relatar dados não 
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solicitados, como risco para doenças de gravidade conhecida ou imprevisível para o feto 

ou progenitores (Savage et al., 2011).  

A clínica deve ter noção das técnicas disponíveis no laboratório, e qual a estratégia 

definida por este, em termos de sequência de utilização, de forma a discutir o seu 

aproveitamento no DPN. Também é importante que o laboratório informe a clínica 

sobre a relação entre as CNV’s patogénicas detetadas e as anomalias fetais encontradas 

na ecografica. Para tal, uma descrição pormenorizada das anomalias fetais deve 

acompanhar a amostra na sua chegada ao laboratório. A clínica deve comunicar 

qualquer informação adicional recolhida, mesmo após terem enviado a amostra e as 

respetivas indicações para o laboratório. Esta cooperação irá permitir uma melhor 

interpretação dos resultados do aCGH no DPN e consequentemente, a sua comunicação 

num período de tempo mais reduzido, contribuindo assim para a diminuição da 

ansiedade dos pais. Além disso, também permitirá que o aconselhamento genético dos 

mesmos seja feito de uma forma mais eficiente e clara, devido a troca e discussão de 

informações entre os dois prestadores de serviços (Savage et al., 2011; McGillivray et 

al, 2012; Vetro et al., 2012). 
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CAPITULO II 

Objetivos do trabalho 
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 Objetivos do trabalho 2.
 

 

O aCGH tem sido apontado como uma alternativa à citogenética convencional na rotina 

do DPN, nomeadamente em casos com anomalias ecográficas. Assim, o principal 

objetivo deste trabalho é avaliar a viabilidade desta tecnologia como teste de rotina no 

DPN, em fetos com anomalias ecográficas. Este procedimento consistirá na relação dos 

resultados obtidos por aCGH, com os resultados obtidos pela citogenética convencional 

e com a literatura disponível. 

Os estudos retrospetivos publicados acerca da aplicabilidade do aCGH no DPN têm 

apresentado diferentes estratégias quanto à sua análise e interpretação dos seus 

resultados. Deste modo, este trabalho também visa este ponto de forma a reduzir os 

resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, sem perder informação 

genómica clinicamente relevante. Além da capacidade de interpretação dos resultados, a 

aplicação do aCGH acarreta custos elevados, pelo que, o último objetivo será avaliar a 

sua relação custo-benefício no DPN.  
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CAPITULO III 

Materiais e Métodos 
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 Materiais e Métodos  3.
 

 

3.1. Material biológico  

 

As 22 amostras fetais incluídas neste estudo foram recebidas pelo Laboratório de 

Citogenética e Genómica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra entre 

Maio de 2010 e Abril de 2013 para a realização do DPN por citogenética convencional. 

Estas foram selecionadas para análise por aCGH pelo Serviço de Genética do Hospital 

Pediátrico de Coimbra. Das amostras fetais analisadas, 20 continham indicação de 

anomalias ecográficas associadas a um resultado normal por citogenética convencional. 

As restantes 2 amostras fetais continham a indicação da translucência da nuca 

aumentada e obtiveram, respetivamente, um resultado normal e um resultado anormal 

com a presença de um rearranjo cromossómico aparentemente equilibrado por 

citogenética convencional. 

 

Tabela 3. Sistema envolvido em cada uma das anomalias fetais observadas nas 

ecografias relativas às 22 amostras de DPN. 

Anomalias congénitas Número de casos 

Anomalias fetais isoladas 

Sistema nervoso central (SNC) 5 

Sistema cardíaco 4 

Sistema esquelético 2 

Sistema renal 1 

Sistema muscular 1 

Múltiplas anomalias fetais   

SNC e sistema cardíaco   2  

Sistema esquelético e sistema muscular 2 

SNC e sistema esquelético 1 

SNC, Sistema cardíaco e sistema esquelético 1 

SNC, sistema cardíaco, sistema esquelético e sistema muscular 1 

Sinais ecográficos de Alerta 

Translucência da nuca aumentada (TN>99) 2 
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3.2. Cultura celular 

 

O estabelecimento de cultura celular com sucesso é um processo crucial para a obtenção 

de resultados por citogenética convencional, bem como para obtenção de DNA a partir 

de células para outras análises. Até as amostras de líquido amniótico (LA) ou 

vilosidades coriónicas (VC) serem processadas para a realização da cultura celular, estas 

devem ser mantidas à temperatura ambiente, uma vez que a sua exposição a 

temperaturas baixas ou elevadas pode comprometer o crescimento celular.  

Tanto as culturas de LA como as de VC realizam-se através de dois procedimentos 

distintos, ambos usam meios de cultura diferentes e processados por técnicos 

especializados diferentes, seguindo as normas de qualidade internacionalmente 

implementadas.  

A extração de DNA para a realização do aCGH foi efetuada a partir da cultura celular 

de LA e VC, inicialmente usada para a obtenção de células em metafase necessárias 

para o estudo por citogenética convencional.  

 

3.2.1. Cultura de amniócitos  

 

A cultura de amniócitos foi realizada segundo o protocolo adaptado e otimizado pelo 

Laboratório de Citogenética e Genómica da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Coimbra. De uma forma resumida, os amniócitos foram cultivados em 5 ml de meio 

completo Ham’s F10 (Gibco Invitrogen, Carlsbad, Califonia), suplementado com 15% 

de soro fetal bovino (Gibco Invitrogen, Carlsbad, Califonia), 1% de L-glutamina 200 

mM (Gibco Invitrogen, Carlsbad, Califonia), 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco 

Invitrogen, Carlsbad, Califonia) e 2 ml de AmnioMAX-II (Gibco Invitrogen, Carlsbad, 

Califonia), e em 5 ml de meio AmnioMAX-II (Gibco Invitrogen, Carlsbad, Califonia). 

Após a sementeira, ambas as culturas celulares são incubadas a 37ºC numa atmosfera 

com 5% de CO2, sendo posteriormente avaliado diariamente o seu crescimento celular 

após os primeiros 5 dias de cultura (Miron, 2001) 
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3.2.2. Cultura de vilosidades coriónicas  

 

A cultura de VC foi realizada segundo o protocolo adaptado e otimizado pelo 

Laboratório de Citogenética e Genómica da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Coimbra. De um modo geral, inicialmente procede-se a uma separação das VC do 

tecido materno aderente e a sua lavagem com PBS1x (Phosphate Buffered Saline). 

Posteriormente, a cultura de VC é feita em 5 ml de meio completo Ham’s F10 (Gibco 

Invitrogen, Carlsbad, Califonia), suplementado com 20% de Soro Bovino Fetal (Gibco 

Invitrogen, Carlsbad, Califonia), 1% de L-glutamina 200 mM (Gibco Invitrogen, 

Carlsbad, Califonia), 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco Invitrogen, Carlsbad, 

Califonia) e 2 ml de AmnioMAX-II (Gibco Invitrogen, Carlsbad, Califonia), e em 5 ml 

de meio AmnioMAX-II (Gibco Invitrogen, Carlsbad, Califonia). Seguidamente, ambas 

as culturas celulares são incubadas a 37ºC numa atmosfera com 5% de CO2, sendo o 

crescimento celular avaliado após o terceiro dia de cultura (Jackson et al., 2001).  

 

 

3.3. Extração e quantificação das amostras de DNA 

 

Para a realização do aCGH é necessário obter uma quantidade mínima de DNA 

genómico puro, de ótima qualidade com uma concentração de 40 ng/µl.  

No processo de extração de DNA, a partir da cultura celular de amniócitos ou VC, 

recorremos a um kit comercial, ‘High Pure PCR Template Preparation Kit’ (Version 

20, Roche Diagnosis GmbH, Mannheim, Germany), de acordo com as instruções do 

fabricante. De um modo geral, este procedimento consiste, numa fase inicial, na 

digestão química da amostra por ação da proteinase K, na presença do tampão de 

ligação, seguindo-se a recuperação dos ácidos nucleicos por precipitação com a adição 

de isopropanol. Através de um sistema de colunas de sílica, são removidos os inibidores 

dos ácidos nucleicos, procedendo-se posteriormente a sucessivas lavagens com tampão 

de lavagem. Por fim, o DNA foi eluído num tampão de eluição. 

Para a quantificação do DNA procedeu-se à leitura da densidade ótica ou absorbância 

no comprimento de onda de 260 nm, utilizando um espectrofotómetro, o NanoDrop 

1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA). A densidade ótica de 260 nm (DO260) 
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corresponde ao pico de absorção de radiação ultravioleta (UVs) dos ácidos nucleicos. O 

NanoDrop 1000 quantifica o DNA de cadeia dupla de acordo com a lei de Lambert-

Beer, em que a concentração de DNA vai ser proporcional à densidade ótica e ao 

coeficiente de extinção (que para o DNA de cadeia dupla é 50 ng.cm/µl), e 

inversamente proporcional à coluna criada no espectrofotómetro, sendo neste caso de 1 

cm. O NanoDrop 1000 quantificou as amostras de DNA usando somente 1,5 μl de 

amostra, sem recorrer a diluições, sendo os resultados da concentração, bem como o 

grau de pureza fornecidos imediatamente. Também se procedeu a medição da densidade 

ótica a 280 nm (DO280) e a 230 nm (DO230), que correspondem ao pico de absorção 

de UVs das proteínas e dos contaminantes orgânicos, respetivamente. As razões de 

leitura realizada entre 260/280 nm (DO260/DO280) e 260/230 nm (DO260/DO230) 

fornecem o grau de pureza do DNA. Normalmente, as amostras DNA consideram-se 

puras quando possuem quocientes de DO260/DO280 entre 1,8 e 2,0 e valores de 

DO260/DO230 maiores que 2,0. 

 

 

3.4. Array-based comparative genomic hybridization (aCGH) 

 

O aCGH foi realizado utilizando um  Agilent human genome micoarray 8x60K (Agilent 

technologies Inc., Santa Clara, USA), representativo de todo o genoma, composto por 

sondas de oligonucleótidos com 60 mer. Esta plataforma de aCGH contém 60000 

sondas de oligonucleótidos complementares a sequências genómicas codificantes e não 

codificantes de todo o genoma. Para esta plataforma de aCGH é necessária uma 

quantidade de DNA genómico entre 200 ng a 500 ng para um volume final de 13 µl. 

Sempre que necessário perfez-se o volume final com água nuclease-free (Promega 

corporation, Wisconsin, USA). 

A técnica de aCGH foi realizada conforme as instruções do fabricante: Oligonucleotide 

Array-based CGH for Genome DNA Analysis protocol (Version 7.2, Agilent 

technologies Inc., Santa Clara, USA). O procedimento desta tecnologia está subdivido, 

numa fase inicial, em três etapas principais, que consistem na marcação fluorescente, 

hibridização e scanning das amostras de DNA. Seguidamente, as imagens obtidas pelo 

scanner são processadas e sujeitas a uma avaliação, que engloba diversos parâmetros de 
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qualidade, de forma a verificar se podem prosseguir para análise e interpretação dos 

resultados. 

 

3.4.1. Marcação, hibridização e scanning  

 

3.4.1.1. Marcação do DNA genómico com fluorocromos  

 

Os corantes fluorescentes utilizados na marcação do DNA genómico no aCGH foram 

Cy5 (Vermelho) para a amostra em estudo e Cy3 (Verde) para a amostra controlo. A 

marcação foi feita recorrendo a um kit comercial, ‘Agilent Genomic DNA Enzymatic 

Labeling Kit’ (Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA). Através deste kit, os 

fluorocromos Cy são incorporados nas moléculas de DNA através de uma reação 

enzimática usando primers aleatórios e a polimerase Exo-Klenow. Resumidamente, as 

amostras em estudo foram marcadas com fluorocromos Cy5-dUTP (1 mM) e as 

amostras controlo com fluorocromos Cy3-dUTP (1 mM). A marcação foi feita com a 

adição de uma mistura de marcação ao DNA genómico que, para além do respetivos 

fluorocromos, continha água nuclease-free (Promega corporation, Wisconsin, USA), 

Buffer5x, dNTP10x e enzima Exo-Klenow (Agilent technologies Inc., Santa Clara, 

USA), seguida da incubação das amostras. O passo seguinte consistiu numa purificação 

do DNA genómico marcado utilizando filtros Amicon 30KDa (Milipore, Massachusetts, 

USA) e TE1x (pH 8,0) (Promega corporation, Wisconsin, USA). No final desta 

operação procedeu-se a uma liofilização das amostras através do SpeedVac, para a 

obtenção de um volume de 9,5 µl de DNA genómico marcado. Seguidamente, as 

amostras de DNA genómico marcado foram sujeitas a uma quantificação no NanoDrop 

1000, através do qual foram avaliadas as suas concentrações, a incorporação dos 

fluorocromos e o grau de marcação da atividade especifica. Por fim, procedeu-se à 

combinação das duplas caso-controlo, obtendo-se um volume final 16 µl. 

 

3.4.1.2 Hibridização  

 

Inicialmente, na preparação das amostras para a hibridização, ao tubo contendo a dupla 

de DNA genómico caso-controlo marcados com Cy5 e Cy3, respetivamente, foi 
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adicionada uma mistura de hibridização constituída por Cot-1 DNA (1mg/ml) (Gibco 

Invitrogen, Carlsbad, Califonia), Agilent 10x Blocking Agent e Agilent 2x Hi-RPM 

buffer (Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA). Posteriormente, cada mistura 

contendo o DNA em estudo e o DNA controlo foram colocadas na respetiva área do 

Agilent human genome micoarray 8x60K. A hibridização ocorreu durante 24 horas a 

65ºC no forno de hibridização (Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA) com uma 

rotação de 20 rpm. Decorrida a hibridização, procedeu-se a lavagem das lâminas com 

Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 1 e 2, durante 5 minutos à temperatura 

ambiente e durante 5 minutos a 37ºC, respetivamente.  

 

3.4.1.3 Scanning e processamento das imagens obtidas 

 

O scanning das lâminas foi realizado com o scanner de microarrays de DNA G2565ca 

(Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA). Posteriormente, as imagens obtidas 

foram processadas através do software feature extraction v10.7 (Agilent technologies 

Inc., Santa Clara, USA). Este software permitiu converter os valores de intensidade de 

sinal associados com os pixels individuais da imagem de aCGH digitalizada em 

intensidades de sinal processadas para cada sonda, tendo em conta o background 

fluorescente, bem como a atribuição de valores para uma sonda específica e a respetiva 

localização genómica. Os dados obtidos pelo aCGH também foram sujeitos a um 

processo de normalização Lowess pelo software, de modo a corrigir os rácios do log2, 

principalmente na predisposição para a incorporação de corante fluorescente. Assim, 

permitiu-se remover uma possível influência da intensidade e dos fluorocromos 

utilizados nos resultados (Allemeersch et al., 2009; Brady e Vermeesch, 2012).  

O background das intensidades de sinal deve ser o mais reduzido possível, ao longo de 

todo o microarray, uma vez que pode influenciar as leituras de background para Cy3 

e/ou Cy5, afetando o processamento dos sinais fluorescentes e portanto, o cálculo do log 

Ratio (LR). A sensibilidade e especificidade vão estar dependentes deste valor 

logaritmo para a distinção de uma deleção ou duplicação no número de cópias normal 

diplóide. O LR pode ser influenciado pela presença de artefactos de hibridização e de 

lavagem que surge tipicamente com fluorescência verde, afetando a leituras dos valores 

de Cy3. Assim, um dos aspetos a ter em conta nesta etapa é a presença de artefactos de 

hibridização e lavagem, como por exemplo, os presentes na figura 4. As causas para 
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estes artefactos podem variar amplamente (Brady e Vermeesch, 2012; Vermeesch et al., 

2012). 

 

 

Figura 4. Imagens de microarrays exibindo artefactos de hibridização e lavagem. Na 

imagem a e b, os artefactos resultam de grandes bolhas de ar, durante o processamento 

das amostras para a co-hibridação. É visível uma hibridização menor nas regiões mais 

escuras, resultantes da bolha de ar. Na imagem c estão presentes os artefactos típicos de 

lavagem (Adaptado de Vermeesch et al., 2012). 

 

3.4.1.4 Controlo de qualidade  

 

Antes de se proceder à análise e interpretação dos resultados procedeu-se a avaliação de 

vários parâmetros para verificar a qualidade dos resultados. Um importante parâmetro 

avaliado nos resultados obtidos por aCGH foi o desvio de padrão (SD) do rácio de 

intensidade do LR para as regiões com número de cópias semelhantes. Este foi medido 

como o derivative log ratio spread (DRLS). Quanto mais elevado for o SD, maior será a 

informação perdida, tornando mais difícil a análise exata da informação obtida. Outro 

parâmetro importante tido em consideração foi o dinamic range, uma vez que a 

identificação do número de cópias genómicas presentes deve ser feita o mais próximo 

possível dos valores teóricos (ex.: Log2 1/2 = -1 para as deleções e log2 3/2 = 0,58 para 

as duplicações). Este dois parâmetros de qualidade, estão dependentes da qualidade de 

a b c 
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DNA, bem como de outras variáveis técnicas, incluindo os artefactos resultantes de uma 

má hibridização e/ou das condições de lavagem (Allemeersch et al., 2009; Brady e 

Vermeesch, 2012; Vermeesch et al., 2012). 

 

 

3.5. Análise e interpretação dos resultados do aCGH  

 

A análise e interpretação das CNV’s obtidas através das amostras analisadas por aCGH 

foi feita de acordo com a classificação adotada pelo Laboratório de Citogenética e 

Genómica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra para análise e 

interpretação das CNV’s no diagnóstico pós-natal. Este consiste na classificação das 

CNV’s encontradas em quatro classes, tendo por base os parâmetros presentes na tabela 

4. Este sistema de classificação tem em consideração as regiões associadas às síndromes 

de microdeleção ou microduplicação, os genes codificantes conhecidos e as alterações 

genómicas sobreponíveis reportadas na DGV até ao momento da análise, sendo que a 

baixa frequência considerada na classe IIIA e IIIB foi limitada a três alterações 

genómicas reportadas na DGV sobreponíveis com a alteração genómica encontrada. 

Para esta classificação apenas foram consideradas as CNV’s com o mínimo de três ou 

mais sondas consecutivas alteradas. Numa segunda fase as CNV’s encontradas foram 

classificadas como sendo benignas, patogénicas ou de significado clínico incerto ou 

desconhecido. As CNV’s inicialmente classificadas como classe I ou Classe IV foram 

consideradas patogénicas e benignas, respetivamente. Relativamente às CNV’s 

presentes na Classe II e Classe IIIA/B foram sujeitas a uma análise caso-a-caso de 

forma a classificar a sua patogenicidade como benigna, patogénica ou de significado 

clínico incerto ou desconhecido. Para esta classificação foi tido em consideração a 

hereditariedade da CNV encontrada, o tamanho da CNV, o tipo de alteração (deleção ou 

duplicação), a presença de genes codificantes conhecidos, principalmente os registados 

na base de dados do OMIM Morbid Map e as CNV’s sobreponíveis presentes nas bases 

de dados DECIPHER e ISCA, bem como os fenómenos de haploinsuficiência e 

penetrância incompleta. Numa terceira fase, as CNV’s com significado clínico incerto 

ou desconhecido foram tidas em consideração segundo duas estratégias: na primeira 

considerou-se as CNV’s com o mínimo de oito sondas consecutivas alteradas, enquanto 

que, na segunda estratégia apenas se considerou as CNV´s inferiores a 400 Kb, caso 
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estivessem associadas as anomalias fetais presentes na ecografia. Por fim, fez-se uma 

comparação entre estas duas estratégias de modo a perceber qual a que apresentava 

menor percentagem de resultados com significado clínico incerto ou desconhecido sem 

perda de CNV’s patogénicas. 

 

Tabela 4. Sistema de classificação das CNV’s obtidas por aCGH adoptado pelo 

Laboratório de Citogenética e Genómica da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Coimbra para o diagnóstico pós-natal. 

Classes Parâmetros de classificação 

Classe I 
Deleção ou duplicação em região associada a síndrome de 

microdeleção ou microduplicação. 

Classe II 
Deleções ou duplicações que não estão descritas na DGV até à 

presente data e envolvem genes codificantes conhecidos. 

Classe IIIA 

Deleções ou duplicações que, até à presente data, estão reportadas em 

baixa frequência na DGV ou não são totalmente sobreponíveis com as 

descritas na DGV. 

Classe IIIB 

Deleções ou duplicações que, até à presente data, estão reportadas em 

baixa frequência na DGV ou não são totalmente sobreponíveis com as 

descritas na DGV, não envolvendo genes codificantes conhecidos. 

Classe IV Deleções ou duplicações reportadas em indivíduos normais na DGV. 

 

 

3.6. Validação dos resultados  

 

Nos casos analisados com resultado normal por citogenética convencional, nos quais 

foram detetadas CNV’s superiores a 3 Mb na análise pelo aCGH de oligonucleótidos 

com 60K, efetuou-se uma revisão do estudo citogenético.   



 

48 

 

 

CAPITULO IV 

Resultados E discussão 
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 Resultados e discussão 4.
 

 

A média da idade materna das amostras fetais analisadas por aCGH foi de 30,6 anos, 

variando entre 16 e 40 anos de idade. Das 22 amostras de DNA fetal analisadas, 12 

(12/22, 54.5%) foram obtidas a partir da amniocentese entre as 14 e as 24 semanas de 

gestação e 10 (10/22, 45.5%) através da biopsia de vilosidade coriónicas entre as 11 e as 

14 semanas de gestação. Deste grupo faziam parte 8 amostras, que em adição à 

indicação de anomalias ecográficas ou sinais ecográficos de alerta, apresentavam 

também idade materna avançada. 

Todos os casos analisados possuíam a quantidade e a qualidade mínima de DNA 

necessária para a realização do aCGH. Contudo, em 3 (13,6%) amostras de DNA fetal 

não foi possível obter resultados interpretáveis (tabela 5), pelo que foram excluídas 

deste estudo. A sua exclusão deveu-se ao facto de apresentarem um valor de DRLS 

elevado (DLRS ≥ 0.28) e valores do dinamic range muito afastados dos valores 

teóricos, não cumprindo os parâmetros de qualidade necessários para um diagnóstico. 

Estes parâmetros de qualidade indicam alterações ao nível da fluorescência que afetam a 

especificidade e sensibilidade do aCGH, podendo levar a resultados falsos negativos ou 

positivos.  

Tabela 5. 3 Casos que apresentaram resultados inconclusivos através da análise por 

aCGH. 

Caso 
Amostra 

fetal 

Idade 

Materna 
Anomalias ecográficas Cariótipo 

3 LA 37 Ventriculomegalia fetal 46, XY 

4 LA 34 Quistos plexos coróides 46, XY 

19 VC 32 
Espinha Bífida, malformações cardíacas e 

malformações nas mãos 
46, XY 

LA - líquido amniótico; VC - vilosidades coriónicas. 

 

Um dos fatores que pode contribuir para valores elevados de DRLS e para a 

heterogenecidade do dinamic range é a existência de artefactos técnicos provenientes da 

hibridização ou da lavagem. Estes problemas podem ter ocorrido também a uma escala 

muito reduzida e deste modo, não terem sido visualizados nesta etapa de controlo de 
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qualidade. Outro fator que pode afetar a qualidade dos resultados obtidos por aCGH é 

facto de o DNA ter sido extraído através do material fetal após a cultura celular, em que 

a presença de contaminantes ou inibidores provenientes do meio de cultura celular 

podem afetar a qualidade do DNA (Vermeesch et al., 2012).  

Por último, um dos fatores que também pode estar associado à má qualidade destes 3 

resultados é o tempo de criopreservação das amostras de DNA provenientes da cultura 

celular, uma vez que as 3 amostras de DNA estiveram sujeitas a um longo período de 

armazenamento. De um modo geral, verificou-se que a qualidade dos resultados obtidos 

a partir das amostras de DNA criopreservadas foi melhor nos casos em que estas foram 

sujeitas a um menor período de criopreservação. Tais princípios são apoiados por Filges 

e colaboradores, uma vez que também verificaram que, geralmente, a qualidade do 

DNA fetal extraído está dependente do período de armazenamento e é menor do que o 

DNA extraído a partir de material fetal fresco. Perante as adversidades que possam 

resultar do processo de cultura celular, nomeadamente, problemas de qualidade nos 

resultados de aCGH obtidos, é notório que a aplicação do aCGH diretamente do 

material fetal não cultivado é a estratégia mais vantajosa. Além disso, a utilização direta 

do material biológico permite obter um resultado por aCGH num período de tempo 

mais reduzido do que a citogenética convencional, que é dependente da cultura celular, 

reduzindo assim, o tempo de espera dos progenitores e os problemas de ansiedade que 

daí possam surgir (Filges et al., 2012; Scott et al., 2013). 

A maioria dos casos de DPN analisados por aCGH (11/19, 57.9%) apresentaram 

resultados variáveis mas todos associados a um fenótipo normal (Tabela 6). As 

alterações observadas nos 11 casos estavam associadas a CNV’s benignas (10/19, 

52,6%) ou sem quaisquer CNV presente (1/19, 5,3%). Na sua maioria, as CNV’s 

benignas encontradas tinham tamanhos inferiores a 0,5 Mb, estando de acordo com 

estudos relativos a polimorfismos genéticos existentes numa população normal 

(Gijsbers et al., 2011; Vermeesch et al., 2012).  

Nos restantes 8 casos analisados, em 2 casos (2/19, 10,5%) foram detetadas CNV’s 

classificadas como patogénicas (tabela 7) e em 6 casos (6/19, 31,6%) foram detetadas 

CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido (tabela 8). Nos 2 casos em que 

foram detetadas CNV’s patogénicas, o caso 11 apresentava anomalias ecográficas e um 

resultado citogenético normal, e o caso 20 tinha a translucência da nuca aumentada 

(superior ao percentil 99), idade materna avançada e era portador de uma translocação 
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reciproca de novo aparentemente equilibrada.  

 

Tabela 6. 11 Casos que apresentaram resultados normais através da análise por aCGH. 

Caso 
Amostra 

fetal 

Idade 

Materna 
Anomalias ecográficas Cariótipo 

2 LA 22 Rim precoce 46,XY 

7 LA 31 Malformação cardíaca 46,XX 

8 LA 20 Cardiopatia complexa: truncos arteriosus 46,XX 

10 LA 31 
Pé boto bilateral, edema subcutâneo e 

edema da mucosa 
46,XX 

12 LA 35 Ventrículo esquerdo hipoplásico 46,XY 

13 VC 40 
Higroma quistico, hidrópsia fetal e gemelar 

bicoriónico 
46,XY 

15 VC 31 
 Sindrome polimalformativa: fenda labial, 

Ectopia cordis, onfolocelo e pé boto 
46,XY 

17 VC 36 
Higroma cístico, sacos jugulares, onda A 

invertida e derrame pleural 
46,XX 

18 VC 39 Malformações nos membros inferiores 46,XX 

21 VC 22 TN>99 46,XY 

22 VC 28 Higroma cístico cervical 46,XX 

LA - Líquido amniótico; VC - Vilosidades coriónicas; TN>99 - Tanslucência da nuca 

superior ao percentil 99. 

 

A elevada percentagem de CNV’s patogénicas detetadas por aCGH (10,5%) demonstra 

que esta tecnologia pode fornecer um enorme contributo quando aplicada no DPN. A 

utilização do aCGH neste estudo retrospetivo permitiu detetar uma percentagem 

importante de desequilíbrios genómicos que estão associados a um fenótipo anormal, e 

que não seriam detetados caso a citogenética convencional fosse o único teste realizado. 

Assim, a tecnologia de aCGH demostra uma maior capacidade na deteção de 

desequilíbrios genómicos, quando comparada com a citogenética convencional, fruto do 

seu elevado poder de resolução. Além disso, a informação adicional, resultante da 

aplicação do aCGH, poderá ter um papel importante no processo de aconselhamento 

genético dado aos progenitores, uma vez que fornecerá aos médicos um conjunto de 

dados adicionais igualmente importantes que, após a explicação dos mesmos e 

esclarecimento de todas as dúvidas aos progenitores, podem orientar uma tomada de 
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decisão mais consistente acerca da gravidez, já que podem influenciar o fenótipo 

previsto (Savage et al., 2011;Vetro et al., 2012; Evangelidou et al., 2013). Exemplo 

disso é o caso 20 em que foi detetado um rearranjo aparentemente equilibrado de novo e 

posteriormente, através do aCGH se verificou que não era equilibrado e apresentava 

perdas de material genético. Assim,  o aCGH permitiu uma melhor caracterização deste 

mesmo rearranjo, proporcionando deste modo uma melhor previsão do fenótipo ou da 

gravidade da doença. 

Englobando apenas os casos com a presença de anomalias ecográficas e com um 

resultado normal por citogenética convencional, a taxa de deteção por aCGH foi de 5,9 

% (1/17). Esta percentagem na deteção de CNV’s patogénicas foi semelhante à obtida 

no estudo de Wapner e Shaffer no grupo de casos com características semelhantes, 

sendo estas de 6% e 6,2%, respetivamente (Wapner et al., 2012; Shaffer et al., 2012b). 

A percentagem de 5,9% também é suportada por Vetro e colaboradores, uma vez que 

também referem que esta varia aproximadamente entre 6-8% nos grupos com elevado 

risco para ter uma cromossomopatia (Vetro et al., 2012). Além disso, tendo em conta as 

taxas de deteção de CNV’s patogénicas por aCGH em casos com anomalias ecográficas 

e cariótipo normal de todos os estudos retrospetivos presentes na tabela 2 do Capitulo I, 

a taxa de deteção de CNV’s patogénicas neste estudo apresentou valores intermédios 

face ao intervalo das percentagens obtidas. No entanto, este tipo de comparações 

apresenta como fatores limitantes o facto de entre os diversos estudos serem utilizadas 

diferentes tipos de plataformas de aCGH com diferentes resoluções, que em alguns 

casos variam dentro do próprio estudo, a ausência de padrões para a análise e 

interpretação dos resultados e o número bastante variável de amostras que são 

processadas em cada estudo retrospetivo para aplicação do aCGH no DPN. Porém não 

existe nenhuma dúvida que o aCGH proporciona um aumento importantíssimo na taxa 

de deteção de CNV’s patogénicas quando aplicado no DPN. Este ganho é resultado do 

seu elevado poder de resolução face à citogenética convencional, uma vez que grande 

percentagem das CNV’s que resultam num impacto patogénico para o fenótipo, 

possuem um tamanho inferior ao limite de resolução da citogenética convencional.  

O elevado poder de resolução do aCGH na deteção de desequilíbrios genómicos torna 

esta técnica um potencial substituto da citogenética convencional como teste de rotina 

no DPN, nomeadamente nos casos com indicação de anomalias ecográficas, onde o 

risco de o feto possuir um desequilíbrio genómico é mais elevado. Tal estratégia irá 



 

53 

 

permitir a obtenção de informação importante para o DPN, que será fundamental no 

aconselhamento genético e na avaliação do risco de alterações fenotípicas. Além disso, 

o facto de o aCGH não requerer cultura celular, irá permitir a obtenção de um resultado 

num período de tempo mais reduzido, em comparação com a citogenética convencional, 

o que evitará uma maior ansiedade dos pais, que por vezes gera um impacto negativo na 

gestação (Savage et al., 2011; Vetro et al., 2012). No entanto, apesar do aCGH albergar 

estas duas vantagens importantíssimas, que sem dúvida melhorariam o DPN, a 

dificuldade de interpretação e análise dos resultados obtidos por esta técnica têm 

colocado entraves e discussão sobre a sua aplicação no DPN. Para esta situação, 

contribuem essencialmente os resultados com significado clínico incerto ou 

desconhecido, que são na sua maioria devido à pouca experiência existente quanto à 

utilização do aCGH para a deteção de CNV’s no DPN (Vetro et al.,2012). 

Relativamente aos casos com CNV’s de significado clínico incerto ou desconhecido 

analisados neste estudo, todos tinham indicação de anomalias ecográficas e todos 

obtiveram previamente um resultado normal através da citogenética convencional. Além 

disso, os casos 5 e 16 também apresentavam a indicação de idade materna avançada. A 

taxa de CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido detetadas pelo aCGH 

foi extremamente elevada, pelo que colocaria em duvida a sua utilização no DPN. A 

existência deste tipo de resultados é a maior limitação desta técnica no DPN, até porque, 

aumenta não só a ansiedade dos pais como pode levar a decisões menos adequadas, 

podendo até culminar com a interrupção médica da gravidez. No entanto, a elevada taxa 

de resultados com significado clínico incerto ou desconhecido deveu-se, em grande 

parte, à indisponibilidade de análise dos progenitores através do aCGH, o que dificulta 

bastante a interpretação dos resultados obtidos por esta técnica, uma vez que saber se 

um desequilíbrio genómico encontrado numa amostra fetal é herdado a partir de um dos 

progenitores ou  é de novo, é crucial para a sua classificação como patogénico ou 

benigno, já que a probabilidade de um desequilíbrio genómico herdado provocar uma 

alteração fenotípica patogénica é de aproximadamente 0,0001%. Isto é, apesar de 

existir, a possibilidade de uma alteração herdada afetar negativamente o fenótipo 

correspondente, essa possibilidade é praticamente nula, pelo que esta informação é 

importantíssima, e uma das mais relevantes para a classificação de uma CNV 

(Fiorentino et al., 2011). 
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Uma percentagem de 12,2% de CNV’s com significado clínico incerto ou 

desconhecido, detetada por aCGH foi reportada por D’Amours e colaboradores. Tal 

como no presente estudo, esta elevada percentagem deveu-se principalmente à 

indisponibilidade das amostras de DNA dos progenitores, o que não permitiu classificar 

a hereditariedade das CNV’s detetadas (D’Amours et al., 2011). Segundo o mesmo 

estudo, acreditava-se que a percentagem de casos com CNV’s de significado clínico 

incerto ou desconhecido sofresse uma diminuição significativa caso tivesse sido 

possível a análise dos respetivos pais por aCGH. Pela mesma razão, uma diminuição em 

11% nos resultados com significado clínico incerto ou desconhecido foi também 

verificada no estudo realizado por Evangelidou e colaboradores. Assim, será crucial que 

amostra de material fetal para análise por aCGH venha sempre acompanhada com uma 

amostra de sangue em EDTA de ambos os progenitores. Esta situação já levou autores a 

considerarem que a recolha de uma amostra de sangue de ambos os progenitores dever 

ser um pré-requisito para a implementação do aCGH no DPN. Tal estratégia irá facilitar 

a análise e interpretação dos resultados no DPN e evitar a ansiedade dos pais que 

resultaria, de uma posterior recolha de uma amostra de sangue de ambos (Evangelidou 

et al., 2010; Vetro et al., 2012; Scott et al., 2013). 

Como todos os casos analisados no nosso estudo tinham sido sujeitos, previamente, a 

uma análise por citogenética convencional, foi excluída a presença de qualquer 

poliploidia, já que caso existissem teriam sido detetadas através desta técnica. No 

entanto, a não deteção de poliploidias é uma das limitações inerentes ao aCGH, sendo 

outro fator que coloca em causa a sua aplicação como teste de primeira linha no DPN. A 

deteção deste grupo de alterações cromossómicas é importantíssimo para um bom DPN, 

uma vez que resultam na morte fetal e deste modo, devem ser detetadas num período 

precoce da gestação. Porém existem técnicas moleculares com um custo reduzido como 

a qf-PCR e a FISH, que permitem uma deteção rápida de todo o tipo de poliploidias. 

Perante estas condições, a aplicação de uma das técnicas em conjunto com o aCGH é 

visto como uma alternativa, já que são técnicas simples, rápidas e baratas. Esta 

alternativa já foi testada com eficiência por Scott e colaboradores, quando utilizaram no 

seu estudo retrospetivo o aCGH e a técnica de biologia molecular qf-PCR em 

simultâneo, para a deteção de cromossomopatias no DPN em detrimento da citogenética 

convencional. Apesar de esta estratégia ser uma alternativa, torna o custo do DPN mais 

elevado, apesar de o qf-PCR ser uma técnica de custo reduzido, uma vez que por si só a 
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análise de CNV’s por aCGH tem um custo bastante elevado face à citogenética 

convencional. No entanto, é de prever que a aplicação do aCGH na rotina do DPN seja 

feita com o auxílio de técnicas com um custo reduzido que permitam a deteção de 

polipoidias (Hillman et al., 2012; Scott et al., 2013). 

Em todos os casos analisados por ambas as técnicas não foi detetado nenhum 

mosaisismo. Tanto o aCGH como a citogenética convencional apresentam limitações na 

deteção deste grupo de alterações cromossómicas. O motivo, que faz com que aCGH 

não detete mosaisismos com uma expressão inferior a 10% é que, os dados obtidos são 

sujeitos a um processo de normalização dos rácios de log2, de modo a corrigir a 

predisposição do DNA para a incorporação do corante fluorescente, a fim de evitar a 

presença de resultados falsos positivos. Por sua vez, a deteção de um mosaisismo 

através da citogenética convencional está dependente do número de células em metafase 

analisadas, bem com a experiência do técnico que procede a análise, pelo que podem 

não ser detetados mosaisismos com uma expressão superior a 10% (Evangelidou et al., 

2013; Brady e Vermeesch, 2012).  
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       Tabela 7. 2 Casos que apresentaram desequilíbrios cromossómicos associados a um fenótipo patogénico através do aCGH. 

Caso 
Amostra 

fetal 

Idade 

Materna 

Anomalias 

ecográficas 
Cariótipo 

       Resultado  

       do aCGH 

Tipo e tamanho 

da alteração 
Genes 

11 LA 30 

Restrição de 

crescimento 

intra-uterino 

46,XX 

arr[hg19]10q26.3 

(210,300-

7,857,198)x1 

Deleção de     

4,3 Mb 
42 Genes envolvidos 

 arr[hg19]11p15.5-

p15.4(210,300-

7,857,198)x3 

 Duplicação de 

7,6 Mb 
216 Genes envolvidos 

20 VC 38 TN>99 

 
arr[hg19]6p25.2-

p25.1(2,916,893-

4,952,320)x1 

Deleção de     

2,0 Mb 
18 Genes envolvidos 

46,XY,t(6;7) 

(p25;q21.1)dn arr[hg19]6q13-

q14.1(74,331,521

-76,321,358)x1 

Deleção de     

1,99 Mb 

SLC17A5, CD109, 

COL12A1, COX7A2, 

TMEN30A, FILIP1, 

LOC100506804, 

SENP6 

 
arr[hg19]15q26.2-

26.3(98,001,002-

98,527,322)x1 

Deleção  de    

0,52 Mb 
ARRDC4, LOC91948 

      LA - Líquido amniótico; VC - Vilosidades coriónicas; Mb - Megabases; hg19 - Versão 19 do genoma humano; TN>99 - Tanslucência 

de nuca superior ao percentil 99. 
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Tabela 8. 6 Casos que apresentaram desequilíbrios genómicos com significado clínico incerto ou desconhecido para o fenótipo.  

Caso 
Amostra 

fetal 

Idade 

Materna 
Anomalias ecográficas Cariótipo 

Resultado do 

aCGH 

Tipo e tamanho 

da alteração 
Genes 

1 LA 21 

Comunicação 

interventricular e quistos 

plexos coroides 

46,XX 

arr[hg19]18q21.3

1 (54,687,950-

55,071,340)x4 

Amplificação de 

0,38 Mb 

WDR7, BOD1L2, 

LINC-ROR, 

ST8SIA3 

5 LA 35 

Ventrículo cerebral em 

forma de gota e agenesia 

de corpo caloso 

46,XX 

arr[hg19]10p15.3 

(1,168,803-

1,690,800)x3 

Duplicação de 

0,52 Mb 

WDR37, ADARB2, 

LINC00200, 

ADARB2-AS1 

6 LA 26 Holoproencefalia 46,XY 

arr[hg19]6q27 

(166,298,237-

166,579,349)x1 

Deleção   de 

0,28 Mb 

T, LINC00473, 

LINC00602 

9 LA 33 Cardiopatia grave 46,XX 

arr[hg19]18q23 

(76,903,814-

77,063,633)x3 

Duplicação de 

0,16 Mb 
ATP9B 

14 VC 16 Onfalocelo volumoso 46,XY 

arr[hg19]4q28.31 

(38,128,986-

138,812,274)x1 

Deleção de   

0,68 Mb  
PCDH18 

16 VC 36 

Excesso de parede 

abdominal e angulação da 

coluna 

46,XY 

arr[hg19]19q13.4

3 (57,349,301-

57,351,566 )x3 

Duplicação de 

0,002 Mb 
ZIM2, PEG3 

   LA - Líquido amniótico; VC - Vilosidades coriónicas; Mb - Megabases; hg19 - Versão 19 do genoma humano.
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4.1. Descrição dos casos com um resultado patogénico 

 

A classificação das CNV’s patogénicas detetadas por aCGH teve em consideração o 

tipo de alteração encontrada (deleção ou amplificação), o tamanho do desequilíbrio 

genómico, os genes envolvidos e as CNV’s sobreponíveis com as presentes nas bases de 

dados e os respetivos fenótipos. Todas as CNV’s patogénicas identificadas nos casos 

analisados por aCGH eram superiores 1,9 Mb, apresentavam genes codificantes 

conhecidos e nenhuma teria sido possível detetar pela citogenética convencional. 

 

Caso 11 

 

A avaliação ecográfica identificou um feto com restrição de crescimento intra-uterino. 

A análise por citogenética convencional das metafases obtidas a partir da cultura de LA, 

mostrou um resultado normal 46,XX (figura 5).  

 

Figura 5. Cariótipo 46,XX obtido através da técnica de bandagem GTG correspondente 

ao feto com restrição de crescimento intra-uterino (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 
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A análise por aCGH de oligonucleótidos com 60K revelou uma deleção terminal no 

braço longo do cromossoma 10(q26.3), entre as posições nucleotídicas 131,058,396 e 

135,421,826 numa extensão de 4,363,431 pb, arr[hg19] 10q26.3(131,058,396-

135,421,826)x1 (figura 6). 

 

 

Figura 6. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 10, representando a deleção de 4.3 

Mb em 10q26.3; B - Constituição génica do segmento envolvido na deleção e perfil das 

CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC).   

 

Segundo UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, este 

desequilíbrio genómico de 4.3 Mb envolve 42 genes conhecidos. Na base de dados 

DECIPHER existem vários pacientes descritos com uma deleção sobreponível 

envolvendo esta região, associados a fenótipos de défice cognitivo e vários 

dismorfirmos. O mesmo se sucede na base de dados ISCA, na qual se encontram 

pacientes descritos com deleções sobreponíveis à deleção presente em 10(q26.3) 

classificadas como patogénicas e com impacto no fenótipo. Em adição, na base dados 

DGV não existe nenhuma CNV descrita em indivíduos normais envolvendo toda esta 

região terminal do cromossoma 10. Tendo em conta o tamanho da deleção, a quantidade 

de genes envolvidos e as CNV’s presentes nas bases de dados DECIPHER e ISCA, a 

deleção terminal presente em 10(q26.3) foi classificada como patogénica.  

A análise por aCGH de oligonucelótidos com 60K revelou ainda uma duplicação 

terminal no braço curto do cromossoma 11(p15.5p15.4), entre as posições nucleotídicas 

210,300 e 7,857,198 numa extensão de 7,646,899 pb. A duplicação arr[hg19] 

11p15.5p15.4(210,300-7,857,198)x3 envolve 216 genes conhecidos presentes no UCSC 
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Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, dos quais 26 

encontram-se reportados no OMIM Morbid Map, por estarem associados a patologias 

(figura 7).  

 

 

Figura 7. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 11, representando a duplicação de 7.6 

Mb em 11p15.5-p15.4; B - Constituição génica do segmento envolvido na duplicação e 

perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC).   

 

Na base de dados DECIPHER estão descritos vários pacientes com uma duplicação 

sobreponível a esta e com fenótipos associados a défice cognitivo e vários 

dismorfismos. Na base de dados ISCA também estão reportados pacientes que contêm 

uma duplicação sobreponível, associadas a um fenótipo patogénico. Ao nível da DGV 

não existe numa CNV envolvendo toda esta região terminal do cromossoma 11, o que é 

de esperar, tendo em conta o seu tamanho e a quantidade de genes codificantes nela 

presente. Assim, esta duplicação envolvendo a região terminal do braço curto do 

cromossoma 11(p15.5p15.4) foi classificada como sendo patogénica para o fenótipo. O 

cariótipo molecular final deste feto é 46,XX. arr[hg19] 10q26.3(131,058,396 -

135,421,826)x1,11p15.5p15.4(210,300-7,857,198)x3. 

Posteriormente, os desequilíbrios detetados no estudo realizado por aCGH neste caso 

permitiram direcionar o estudo dos progenitores por citogenética molecular FISH com 

as sondas subteloméricas para os cromossomas envolvidos nos desequilíbrios 

cromossómicos. A análise pela técnica FISH das metafases obtidas através da cultura 

sincronizada de linfócitos de sangue periférico, revelou que o pai não apresentava 
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desequilíbrios genómicos similares ao do feto, e juntamente com a citogenética 

convencional verificou-se que tinha um cariótipo normal 46,XY. Contrariamente, a 

análise cromossómica da mãe por citogenética convencional e FISH das metafases 

obtidas a partir da cultura sincronizada de linfócitos de sangue periférico, revelou um 

cariótipo do sexo feminino portador de uma translocação críptica reciproca        

46,XX.ish t(10;11)(q26.3-,p15.5+;p15.5-,q26.3+)(D10S2290-,D11S2071-;D11S2071- 

,D10S2290+) (figura 8). Assim, verificou-se que a mãe era portadora de uma 

translocação recíproca entre as regiões terminais do braço longo do cromossoma 

10(10q) e o braço curto do cromossoma 11(11p).  

 

 

 

Figura 8. FISH em metafases com a t(10;11). A - Sondas com referência M10 

(Totelvysion – Vysis, Abbott Molecular): a sonda verde marca o locus 10PTEL006, do 

cromossoma 10p15.3, a sonda vermelha corresponde ao locus D10S2290 do 

cromossoma 10q26.3, a sonda amarela marca o locus D15S936 do cromossoma 15q26.3 

e a sonda aqua hibridiza na região q24.1 do cromossoma 15; B - Sondas com referência 

M11 (Totelvysion – Vysis, Abbott Molecular): a sonda verde marca o locus D11S2071, 

do cromossoma 11p15.5, a sonda vermelha marca ao locus D11S1037 do cromossoma 

11q25, a sonda amarela corresponde ao locus D18S552 do cromossoma 18q11.32 e a 

sonda aqua marca o centrómero do cromossoma 18 (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 
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Este rearranjo cromossómico não afeta o fenótipo da mãe, mas pode afetar o fenótipo da 

descendência através de desequilíbrios genómicos resultantes de segregações anómalas, 

adjacentes -1 ou -2 ou 3:1 durante a gametogénese, como se sucedeu neste caso, em que 

o feto herdou um cromossoma derivativo do cromossoma 10 da mãe. 

Apesar da extensão dos desequilíbrios genómicos detetados no caso 11, estes não eram 

detetáveis por citogenética convencional, sendo que o DPN foi dado como normal. Tal 

facto deveu-se as alterações, agora identificadas, estarem associadas a um rearranjo 

críptico envolvendo bandas e padrões semelhantes na citogenética convencional. O 

mesmo não se sucederia, caso o aCGH fosse o teste realizado no DPN, uma vez que a 

deteção de desequilíbrios genómicos é feita de modo quantitativo e seu poder de 

deteção é muito superior. Neste caso, o aCGH além de detetar alterações que não eram 

detetáveis por citogenéticas convencional, permitiu direcionar o estudo dos progenitores 

para outras técnicas moleculares com um custo mais reduzido.  

 

Caso 20 

 

O caso 20 era um feto com tanslucência da nuca superior ao percentil 99 e mãe com 

idade materna avançada. Na presença destas duas indicações, o feto foi sujeito a uma 

análise por citogenética convencional das metafases obtidas a partir da cultura de 

vilosidades coriónicas, que revelaram um cariótipo do sexo masculino com uma 

translocação reciproca de novo com pontos de quebra em 6(p25) e 7(q21.1),  

46,XY,t(6;7)(p25;q21.1) dn (figura 9A). 

Uma vez que a região do cromossoma 6(p25) envolvida na translocação presente no 

caso 20 era terminal, foi avaliada a região subtelomérica através da citogenética 

molecular FISH (6PTEL, Totelvysion – Vysis, Abbott Molecular), que confirmou a sua 

integridade (Figura 9B). Assim, esta translocação foi considerada aparentemente 

equilibrada, não sendo, no entanto, possível a exclusão da presença de um desequilíbrio 

críptico.  

Como ambas as técnicas citogenéticas não conseguiram excluir a presença de 

desequilíbrios crípticos, uma amostra de DNA fetal deste caso foi submetida à análise 

por aCGH. Além disso, o facto de o ponto de quebra 6(p25) ser uma região terminal do 

cromossoma 6, apesar de o estudo das suas subteloméricas já ter sido realizado pela 

técnica FISH e de estudos revelarem que 40% dos rearranjos cromossómicos 
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aparentemente equilibrados, identificados por citogenética convencional, não são 

realmente equilibrados motivaram a realização do aCGH neste caso (Fiorentino et 

al.,2011). Contudo, se o rearranjo cromossómico detetado por citogenética convencional 

fosse verdadeiramente equilibrado, não seria detetável por aCGH e deparar-nos-íamos 

com uma das suas limitações.  

 

Figura 9. A - Translocação reciproca de novo aparentemente equilibrada, presente no 

feto do caso 20 detetada através da técnica de bandagem GTG, que envolve o braço 

curto do cromossoma 6 e o braço longo do cromossoma 7 com pontos de quebra em 

6(p25) e 7(q21.1), respetivamente. B - Resultado da técnica FISH que confirma a 

integridade do rearranjo: a sonda verde marca o locus 6PTEL, a sonda vermelha 

corresponde ao locus VIJyRM2158 e a sonda controlo amarela marca o locus 

VIJyRM2002 do cromossoma 13q (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 

 

O estudo por aCGH de oligonucleótidos com 60K  do DNA fetal deste caso revelou que 

o rearranjo cromossómico detetado através da analise por citogenética convencional, de 

facto não era equilibrado. Este revelou que a translocação cromossómica apresentava 

um desequilíbrio genético, na mesma banda citogenética de um dos pontos de quebra, 

inferior ao limite de resolução da citogenética convencional, numa região não coberta 

pelas sondas usadas na técnica FISH para o estudo das regiões subteloméricas do 

cromossoma 6 envolvido na translocação. O aCGH também detetou mais 2 

desequilíbrios no genoma do feto analisado, que não eram detetáveis por citogenética 

convencional. 
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A análise por aCGH de oligonucleótidos 60K, portanto revelou uma deleção terminal 

no braço curto do cromossoma 6(p25.2-p25.1), entre as posições nucleotídicas 

2,916,893 e 4,952,320 numa extensão de 2,035,428 pb (figura 10). De acordo com o 

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, o 

desequilíbrio genómico, arr[hg19] 6p25.2p25.1(2,916,893-4,952,320)x1 envolve 18 

genes conhecidos descritos nas bases de dados OMIM. Dos genes pertencentes a esta 

região deletada, encontram-se reportados no OMIM Morbid Map, os genes SERPINB6 e 

TUBB2B por estarem associados a patologias. 

 

 

 

O gene SERPINB6 é expresso nas células ciliadas da crista da orelha interna durante o 

desenvolvimento embrionário, e também na idade pós-natal. A sua mutação resulta na 

ausência completa da expressão do transcrito ou na sua alteração estrutural, que por sua 

vez está associada a uma perda auditiva congénita, que pode ser progressiva e 

dependente da idade (McKusick, 1993). O transcrito do gene TUBB2B é uma das β-

tubulinas presente na estrutura dos microtúbulos. A sua mutação ou ausência é apontada 

como sendo a causa da polimicrogiria simétrica e assimétrica. A polimicrogiria é uma 

malformação no desenvolvimento cerebral, caracterizada pelo excessivo número de 

convulsões sobre a superfície cerebral, que podem estar distribuídas de modo 

generalizado ou em determinadas zonas cerebrais. As crianças que nascem com esta 

Figura 10. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 6, representando a deleção de 2.0 

Mb em 6p25.2-p25.1; B - Constituição génica do segmento envolvido na deleção e 

perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC).  
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doença podem também sofrer um amplo espectro de outros problemas adicionais, tais 

como, outras anomalias cerebrais, défice cognitivo, disfunções motoras, deficiências ao 

nível do desenvolvimento global, problemas respiratórios e problemas ao nível da fala. 

Notoriamente, todos os pacientes descritos no OMIM Morbid Map, em que uma 

alteração no gene TUBB2B foi descrita como sendo a causa da polimicrogiria, 

apresentavam outras deficiências, principalmente ao nível do sistema nervoso central 

(Hartz, 2009; Guerrini et al., 2012). 

Ao nível da base de dados DGV, a deleção arr[hg] 6p25.2p25.1(2,916,893-4,952,320)x1 

não apresenta nenhuma CNV totalmente sobreponível, apenas  apresenta  CNV’s 

parcialmente sobreponíveis em pequenas regiões da mesma. Por sua vez, na base de 

dados DECIPHER e ISCA estão descritos vários pacientes com CNV’s sobreponíveis. 

No entanto, o tamanho das CNV’s descritas nas bases de dados DECIPHER e ISCA são 

substancialmente superiores, pelo que não foi possível comparar a sua patogenicidade. 

Mesmo não sendo possível uma comparação com os casos reportados nas bases de 

dados DECIPHER e ISCA, a deleção do cromossoma 6 foi classificada como sendo 

patogénica, tendo em consideração a ausência de CNV’s totalmente sobreponíveis 

descritas na DGV para a região envolvida, o tamanho do desequilíbrio, e a presença de 

um número considerável de genes codificantes conhecidos, em especial os genes 

SERPINB6 e TUBB2B, que segundo o OMIM morbid Map estão associados a 

patologias. No entanto, esta análise teria de ser confirmada pelo estudo dos pais a partir 

do aCGH ou por outras técnicas de biologia molecular como o MLPA, através do uso 

de um painel de sondas direcionado para esta região.  

 A análise por aCGH ainda revelou uma deleção no braço longo do cromossoma 6(q13-

q14.1), entre as posições nucleotídicas 74,331,521 e 76,321,358 com uma extensão de 

1,989,428 pb (figura 11). Segundo o UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 

(GRCh37/hg19) Assembly, o desequilíbrio genómico arr[hg19] 6q13q14.1(74,331,521-

76,321,358)x1 envolve  os genes  SLC17A5, CD109, COL12A1, COX7A2, TMEN30A, 

FILIP1, LOC100506804 e SENP6.  

O gene SLC17A5 é o único reportado na base de dados OMIM Morbid Map como 

associado a uma doença no armazenamento de ácido siálico livre ou doença Salla. Esta 

é uma doença ao nível do armazenamento lisossómico em que, o gene SLC17A5 

codifica transportadores vesiculares excitatórios de aminoácidos que, quando presentes 

nas vesiculas sinápticas do sistema nervoso central, são responsáveis pelo 
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armazenamento vesicular e posterior libertação dos neurotransmissores. Quando 

presentes nos lisossomas agem como um exportador de ácido siálico. As doenças no 

armazenamento de ácido siálico são neurodegenerativas autossómicas recessivas, e 

podem apresentar-se de uma forma infantil severa ou numa forma adulta lentamente 

progressiva. Estas apresentam como principais sintomas hipotonia, ataxia cerebelar, 

défice cognitivo e visceromegalias (McKusick et al., 1999; Biancheri et al., 2005).  

 

  

 

Na base de dados DGV não se encontra reportada nenhuma CNV totalmente 

sobreponível a esta deleção, existido apenas CNV’s sobreponíveis a pequenas regiões 

deste desequilíbrio genómico. Esta deleção não foi comparada com as deleções 

sobreponíveis existentes nas bases de dados DECIPHER e ISCA, já que apresentava 

uma extensão significativamente inferior. Contudo, tendo em consideração o tipo de 

alteração, o seu tamanho, e os genes codificantes conhecidos envolvidos, foi 

classificada como sendo patogénica. Também é de referir que as deleções arr[hg19] 

6q13q14.1(74,331,521-76,321,358)x1 e arr[hg] 6p25.2p25.1(2,916,893-4,952,320)x1 

detetadas no DNA fetal do caso 20 envolvem um único cromossoma, afetando uma 

extensão considerável do mesmo, que por sua vez está envolvido numa translocação 

reciproca de novo e que segundo a citogenética convencional era aparentemente 

Figura 11. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 6, representando a deleção de 1.99 

Mb em 6q13-q14.1; B - Constituição génica do segmento envolvido na deleção e 

perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC).  
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equilibrada. Assim, neste caso o aCGH permitiu uma melhor caracterização do 

rearranjo cromossómico detetado, uma vez que identificou perda de material genético 

em um dos cromossomas envolvidos na translocação, o que não seria possível apenas 

com a citogenética convencional e a citogenética molecular FISH.  

Ainda no caso 20, o aCGH de oligonucleótidos com 60K também revelou uma deleção 

na região terminal do braço longo do cromossoma 15(q26.2-q26.3), entre as posições 

nucleotídicas 98,001,002 e 98,527,322 numa extensão de 526,321 pb (figura 12). 

De acordo com UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) 

Assembly, a deleção arr[hg19] 15q26.2q26.3(98,001,002-98,527,322)x1 envolve os 

genes LOC91948 e ARRDC4. Apenas o gene ARRDC4 é codificante, mas a sua função 

é ainda desconhecida. 

 

 

 

Na base de dados DGV, apenas se encontra descrito uma baixa frequência de CNV’s 

parcialmente sobreponíveis a esta deleção presente na região terminal do braço longo do 

cromossoma 15(q26.2-q26.3). A sua comparação não foi possível com as deleções 

sobreponíveis presentes nas bases de dados DECHIPER e ISCA, já que todas 

apresentavam um tamanho superior a 6 Mb. Assim, a deleção arr[hg19] 

15q26.2q26.3(98,001,002-98,527,322)x1 foi classificada como sendo de significado 

Figura 12. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 15, representando a deleção de 

0.53 Mb em 15q26.2-q26.3; B - Constituição génica do segmento envolvido na 

deleção e perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 
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clínico incerto ou desconhecido, já que tendo em conta o seu tamanho, os genes 

envolvidos e a informação disponível nas bases de dados consultadas não foi possível 

definir se esta provocaria alguma alteração fenotípica.  

A análise do DNA fetal do caso 20 por aCGH permitiu uma melhor caracterização da 

translocação reciproca de novo detetada por citogenética convencional através da 

deteção de desequilíbrios genómicos que de outro modo não seriam detetáveis. Isto 

resultaria num DPN diferente do fornecido pelas técnicas de citogenética convencional 

e FISH utilizadas neste diagnóstico, uma vez que a informação adicional fornecida pelo 

aCGH foi importante para a previsão do fenótipo. Neste caso, em que foram detetadas 

CNV’s patogénicas e uma CNV com significado clínico incerto ou desconhecido, o 

estudo dos progenitores por aCGH seria importante para um melhor interpretação do 

resultado, principalmente na CNV classificada como sendo de significado clínico 

incerto ou desconhecido. 

 

 

4.2. Descrição dos casos com um resultado de significado 

clínico incerto ou desconhecido 

 

Nos casos analisados, todas as CNV’s classificadas como sendo de significado clínico 

incerto ou desconhecido apresentavam genes codificantes conhecidos e eram inferiores 

a uma extensão de 0,7 Mb, pelo que não eram detetáveis por citogenética convencional. 

Abaixo estão descritos os casos que apresentaram um resultado de significado clínico 

incerto ou desconhecido.  

 

Caso 1 

 

A análise ecográfica identificou um feto com comunicação interventricular e quisto 

plexos coroides, pelo que foi sujeito a uma análise por citogenética convencional das 

metafases obtidas a partir da cultura de LA, que revelou um cariótipo normal 46,XX. 

Posteriormente, a análise do DNA fetal por aCGH de oligonucleótidos com 60K 

revelou uma amplificação no braço longo do cromossoma 18(q21.31), entre as posições 

nucleotídicas 54,687,950 e 55,071,340 numa extensão de 383,391 pb, arr[hg19] 



 

69 

 

18q21.31(54,687,950-55,071,340)x4 (figura 13). Até à presente data, na base de dados 

DGV não se encontrava descrito nenhuma CNV totalmente sobreponível a esta 

amplificação detetada por aCGH. A sua comparação não foi possível com as CNV’s 

sobreponíveis presentes nas bases de dados DECHIPER e ISCA, uma vez que 

apresentavam uma extensão significativamente superior. 

 

 

 

Segundo UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, o 

desequilíbrio genómico arr[hg19] 18q21.31(54,687,950-55,071,340)x4 envolve os 

genes conhecidos WDR7, LINC-ROR, BOD1L2 e ST8SIA3. O gene WDR7, também 

conhecido por Rabconnectin-3 beta, é um gene altamente conservado e é membro da 

família de proteínas de repetição WD. A proteína Rabconnectin-3 beta liga-se 

diretamente com a proteína Rab3A GDP/GTP e indiretamente com a proteína ativada 

Rab3A GDP/GTP. Estas proteínas são reguladoras de Rab3 que esta envolvido no 

controlo da exocitose dependente de cálcio dos neurotransmissores (Hartz, 2010; van 

Diepen et al., 2011). O gene LINC-ROR é um longo RNA não codificante regulador do 

splicing de mais de 200 nucleótidos de comprimento Este também funciona como 

supressor tumoral da p53 em resposta ao DNA danificado (Hartz, 2013). Por sua vez o 

gene BOD1L2, também conhecido por gene putativo da biorientação dos cromossomas 

na divisão celular, tem sido proposto a sua participação no ciclo celular, nomeadamente 

Figura 13. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 18, representando a amplificação de 

0.38 Mb em 18q21.31; B - Constituição génica do segmento envolvido na amplificação 

e perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC).  

A B C 



 

70 

 

no processo de divisão celular e mitose (Porter et al., 2007). Por último, o gene 

ST8SIA3 pertence à família das sialiltransferases que formam ligações sialyl-alpha-2-8-

sialyl-R nos terminais não redutores dos gliconjugados (Hartz, 2005).  

Os desequilíbrios genómicos distais no braço longo do cromossoma 18 são pouco 

frequentes e exibem diferentes manifestações, que vão desde o défice cognitivo, atraso 

no desenvolvimento e vários dismorfismos. No geral, o tamanho do desequilíbrio 

cromossómico pode estar correlacionado com a gravidade do fenótipo. Isto dificulta a 

previsão do fenótipo resultante da CNV presente no feto do caso 20, uma vez que 

apresenta uma extensão na ordem dos 0,38 Mb e os resultados publicados estão 

baseados em estudos citogenéticos padrão, pelo que os desequilíbrios distais detetados 

no braço longo do cromossoma 18 são de uma extensão muito superior e não estão 

caracterizados ao nível molecular. Também não foi possível verificar a hereditariedade 

da CNV detetada, o que dificulta ainda mais a previsão do fenótipo resultante. 

(Ceccarini et al., 2007; van Diepen et al., 2011). No entanto, é de referir, que já foi 

descrita uma deleção intersticial de novo no braço longo do cromossoma 18(q21.21) 

com uma extensão de 797 Kb, envolvendo os genes WDR7 e TXNL1. O paciente com 

esta alteração apresentava um quadro clínico mais complexo. Esta variação está de 

acordo com a relação deleção-duplicação, em que a última tem geralmente um fenótipo 

mais atenuado (van Diepen et al., 2011). Assim, a amplicação detetada por aCGH no 

braço longo do cromossoma 18(q21.21) foi classificada como sendo uma CNV de 

significado clínico incerto ou desconhecido, uma vez que não foi possível  prever o 

fenótipo resultante. 

 

Caso 5 

 

O caso 5 é o de um feto de uma senhora com idade materna avançada, e que na 

ecografia foi detetado um ventrículo cerebral em forma de gota e agenesia do corpo 

caloso. Na presença destas indicações, o feto foi sujeito a uma análise por citogenética 

convencional das metafases obtidas a partir da cultura de LA, que revelaram um 

cariótipo normal do sexo feminino 46,XX. 

Posteriormente, a análise do DNA fetal por aCGH de oligonucleótidos com 60K 

revelou uma duplicação na região terminal do braço curto do cromossoma 10(p15.3), 

entre as posições nucleotídicas  1,168,803 e 1,690,800 numa extensão de 521,998 pb, 
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arr[hg19] 10p15.3(1,168,803-1,690,800)x3 (figura 14).  

 

 

 

Segundo UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, esta 

duplicação com o tamanho de 0,52 Mb envolve os genes conhecidos WDR37, 

LINC00200, ADARB2, ADARB2-AS1. O gene WDR37 é altamente conservado e 

codifica um membro da família de proteínas de repetição WD. As proteínas desta 

família estão envolvidas numa grande variedade de processos celulares, que incluem a 

progressão do ciclo celular, a transdução de sinal, o processo de apoptose e a regulação 

de genes. O gene ADARB2 codifica um membro da família das adenosinas deaminase 

de RNA de cadeia dupla que podem desempenhar um papel regulador no RNA editing. 

Finalmente, os genes LINC00200 e ADARB2-AS1 são RNA’s não codificantes, sendo 

que o último é um RNA antisense do gene ADARB2. 

A duplicação detetada por aCGH envolvendo a região terminal do braço curto do 

cromossoma 10(p15.3) não se encontra descrita na base de dados DGV, existindo 

apenas pequenas CNV’s parcialmente sobreponíveis, pelo que foram excluídas. As 

duplicações nesta região terminal do cromossoma 10(p15) estão, geralmente, associadas 

a anomalias no SNC, défice cognitivo e atraso de desenvolvimento, o que coincide com 

as anomalias encontradas na análise ecográfica do feto do caso 20 (Dabir e Hultén, 

2011). 

Figura 14. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 10, representando a duplicação de 

0.52 Mb em 10p15.3; B - Constituição génica do segmento envolvido na duplicação e 

perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 
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Segundo as bases de dados ISCA e DECIPHER, a sua maioria estão descritas com base 

em estudo citogenéticos padrão, apresentando uma extensão muito superior à detetada 

neste caso e envolvendo muito mais genes conhecidos. Contudo, na base de dados 

DECIPHER, está descrito uma paciente com uma duplicação sobreponível com uma 

extensão de 2.93 Mb envolvendo 8 genes codificantes conhecidos, para além dos genes 

WDR37 e ADARB2. Porém, o fenótipo deste paciente não se encontra descrito na bases 

de dados, e não foi estudada a hereditariedade do desequilíbrio genómico detetato. 

Ainda na base de dados DECIPHER, está descrito um paciente com uma duplicação 

sobreponível, envolvendo os genes WDR37, ADARB2 e mais quatro genes conhecidos, 

com uma extensão de aproximadamente 0.80 Mb, que apresentava crises convulsivas 

tônico-clônica generalizadas. No entanto, este paciente também apresentava uma 

deleção no braço longo do cromossoma 7, numa extensão de 0.51 Mb envolvendo o 

gene CNTNAP2 descrito na base de dados OMIM Morbid Map, que pode justificar o 

fenótipo, uma vez que o gene CNTNAP2 tem sido referido como causador da síndrome 

displasia cortical - epilepsia focal. Ambas as alterações foram herdadas de pais normais 

(McKusick, 1986). 

Com base na informação recolhida acerca da duplicação detetada por aCGH na região 

terminal do braço curto do cromossoma 10(p15.3), não foi possível  prever o fenótipo 

resultante, pelo que foi classificada como sendo uma CNV de significado clínico incerto 

ou desconhecido. Mesmo com o estudo da hereditariedade, a sua classificação como 

patogénica ou benigna seria difícil, por via dos fenómenos de haploinsufciência e 

prenetrância incompleta dos genes codificantes envolvidos. 

 

Caso 6   

 

A análise ecográfica no caso 6 identificou um feto com holoprosencefalia. A análise por 

citogenética convencional das metafases obtidas a partir da cultura de LA, revelaram 

um cariótipo normal do sexo masculino 46,XY. 

Posteriormente, a análise do DNA fetal por aCGH de oligonucleótidos com 60K 

revelou uma deleção na região terminal do braço longo do cromossoma 6(q27), entre as 

posições nucleotídicas 166,298,237 e 166,579,349 numa extensão de 281,113 pb, 

arr[hg19] 6q27(166,298,237-166,579,349)x1 (figura 15).  
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De acordo com o UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) 

Assembly, esta deleção envolve os genes, LINC00473, LINC00602 e T, dos quais apenas 

o último se encontra reportado na base de dados OMIM Morbid Map, como associado a 

uma patologia. A sequencia do gene T é altamente conservada, e o seu transcrito é vital 

para a formação e diferenciação da mesoderme posterior bem como para o 

desenvolvimento axial em todos os vertebrados, enquanto que os genes LINC00473 e 

LINC00602 são RNA’s não codificantes (McKusick, 1996). A ausência ou mutação do 

gene T está reportada na base de dados OMIM Morbid Map por estar associada a 

defeitos no tubo neural. É a partir desta estrutura embrionária que se inicia o 

desenvolvimento do SNC sendo que, cada uma das regiões do tubo neural dá origem às 

diferentes estruturas do SNC, incluindo o prosencéfalo, no qual a anomalia foi detetada, 

uma vez que a holoprosencefalia é uma malformação cerebral que resulta da divisão 

defeituosa do prosencéfalo (McKusick et al., 1996; Dubourg et al., 2007; Gerber et al., 

2011). 

Na base de dados DGV, existem  apenas pequenas CNV’s parcialmente sobreponíveis à 

deleção arr[hg19] 6q27(166,298,237-166,579,349)x1. Deleções na região terminal do 

braço longo do cromossoma 6(q26-q27) estão geralmente associadas a diversas 

anomalias cerebrais e défice cognitivo (Gerber et al., 2011), o que pode ser comprovado 

através da base de dados DECIPHER, uma vez que a maioria dos pacientes descritos 

Figura 15. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 6, representando a deleção de 0.28 

Mb em 6q27; B - Constituição génica do segmento envolvido na deleção e perfil das 

CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 

A B C 
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apresentam anomalias ao nível do SNC e défice cognitivo. O mesmo se sucedeu neste 

caso, já que na análise ecográfica foi detetada uma malformação cerebral. Contudo, 

tanto os pacientes relatados na base de dados DECIPHER como na base de dados ISCA 

apresentam deleções sobreponíveis à detetada por aCGH no caso 6, mas só que com 

uma extensão muito superior, pelo que não é possível estabelecer uma correlação 

genótipo-fenótipo.  

A deleção detetada na região terminal do cromossoma 6(q27) pode ser responsável pela 

malformação fetal detetada na análise ecográfica e consequentemente, pode dar origem 

a um fenótipo patogénico. Isto porque, a malformação fetal está correlacionada com a 

atividade funcional do gene T presente na deleção. No entanto, sem ter conhecimento se 

o equilíbrio genómico detetado neste caso é herdado ou de novo e tendo em conta o seu 

pequeno tamanho, bem como o pequeno número de genes envolvidos, a deleção 

presente neste caso foi classificada como sendo de significado clínico incerto ou 

desconhecido. 

 

Caso 9 

 

A análise ecográfica identificou no caso 9, um feto com uma cardiopatia grave, pelo que 

foi sujeito a uma análise por citogenética convencional das metafases obtidas a partir da 

cultura de LA, que revelaram um cariótipo normal do sexo feminino 46,XX. 

Posteriormente, a análise do DNA fetal por aCGH de oligonucleótidos com 60K 

revelou uma duplicação na região terminal do braço longo do cromossoma 18(q23), 

entre as posições nucleotídicas 76,903,814 e 77,063,633  numa extensão de 159,820 pb,  

arr[hg19] 18q23(76,903,814-77,063,633)x3 (figura 16). De acordo com o UCSC 

Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, esta duplicação com 

o tamanho de 0,16 Mb envolve apenas um gene conhecido, ATP9B, que pertence a uma 

classe de ATPases designadas de transportadoras da membrana (Hartz, 2012). As 

duplicações na região terminal do braço longo do cromossoma 18(q23) estão associadas 

a diversas manifestações fenotípicas, como atraso no desenvolvimento, défice cognitivo, 

vários dimorfismos e diversas anomalias congénitas (Ceccarini et al., 2007). 

Ao nível da base de dados DECIPHER e ISCA estão reportados vários pacientes com 

CNV’s sobreponíveis à duplicação detetada na região terminal do braço longo do 

cromossoma 18, mas todas elas incluem mais genes e apresentam um tamanho superior, 
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pelo que não foram consideradas para esta análise. Assim, este desequilíbrio genómico 

foi classificado como sendo de significado clínico incerto ou desconhecido, uma vez 

que apresenta uma extensão na ordem dos 0.16 Mb, envolve apenas um gene 

codificante conhecido e os dados reportados nas bases de dados consultadas tornam 

difícil e ambígua a sua análise. Para a sua classificação como benigna ou patogénica 

seria necessário o estudo dos progenitores de modo a perceber se o desequilíbrio 

genómico é herdado ou de novo.  

 

Figura 16. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 18, representando a duplicação de 

0.16 Mb em 18q23; B - Constituição génica do segmento envolvido na duplicação e 

perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 

 

Caso 14 

 

O caso 14 é o de um feto que apresentava um onfaloncelo volumoso. A análise por 

citogenética convencional das metafases obtidas a partir da cultura de vilosidades 

coriónicas revelaram um cariótipo normal do sexo masculino 46,XY.  

Após o resultado obtido pela citogenética convencional, o DNA fetal do caso 14 foi 

submetido a uma análise por aCGH de oligonucleótidos com 60K, que revelou uma 

deleção no braço longo do cromossoma 4(q28.31), entre as posições nucleotídicas  

38,128,986 e 138,812,274 numa extensão de 683,289 pb (figura 17).  Segundo o UCSC 

Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, a deleção arr[hg19] 

18q23(38,128,986-138,812,274-77,063,633)x1 envolve um único gene conhecido, 
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designado por PCDH18. A estrutura do gene PCDH18 é altamente conservada, e é 

responsável pela expressão de um recetor neural, membro de uma subfamília das 

caderinas, que desempenha um papel importante na adesão célula-a-célula dependente 

de cálcio existente no cérebro. Este também é expresso durante o desenvolvimento 

embrionário, no qual é associado ao desenvolvimento cerebral (Kasnauskiene et al., 

2012). 

 

 

 

A deleção envolvendo o braço longo do cromossoma 4(q28.31) não se encontra 

reportada na base de dados DGV, na qual estão reportadas apenas CNV’s parcialmente 

sobreponíveis. Na base de dados DECIPHER e ISCA encontram-se descritos vários 

pacientes com CNV’s sobreponíveis à detetada neste caso, mas todas elas incluem 

outros genes e possuem um tamanho superior. Nenhum dos pacientes com 

caracterização clínica, reportado na base de dados DECIPHER, apresentava a 

malformação fetal detetada ou outras malformações ao nível da parede abdominal. Na 

sua maioria apresentam défice cognitivo como característica comum, por vezes 

associadas a dimorfismos e outras anomalias congénitas graves. Contudo, a comparação 

entre as CNV’s sobreponíveis à deleção detetada no braço longo do cromossoma 

4(q28.31), presentes nesta base de dados, é limitante e desafiadora, uma vez que os seus 

tamanhos variam significativamente (Thuresson et al., 2007).  

Figura 17. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 4, representando a deleção de 0.68 

Mb em 4q28.31; B - Constituição génica do segmento envolvido na deleção e perfil das 

CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 

A B C 



 

77 

 

Em adição, o gene PCDH18 já foi proposto como um provável candidato a défice 

cognitivo num estudo envolvendo uma deleção, herdada de mãe normal, no braço longo 

do cromossoma 4(q28.3) com uma extensão de 1.53 Mb envolvendo apenas o gene 

PCDH18. Segundo Kasnauskiene e colaboradores, este desequilíbrio não podia ser 

excluído apenas por causa da sua hereditariedade, uma vez que o gene implicado na 

deleção desempenha um papel funcional nos processos de desenvolvimento neural. Por 

sua vez fenómenos de haploinsuficiência e penetrância incompleta do gene PCDH18 

podem justificar o fenótipo. Assim, concluíram que a deleção detetada no longo braço 

do cromossoma 4(q28.3) envolvendo apenas o gene PCDH18 é uma CNV particular, 

associada com as malformações presentes no paciente, pelo que propuseram o gene 

PCDH18 como um possível gene candidato para o défice cognitivo. Contudo, a possível 

contribuição da deleção deste gene para o fenótipo manifestado pode ser desafiada pela 

presença da alteração na sua mãe saudável (Kasnauskiene et al., 2012).  

Deste modo, a deleção envolvendo o braço longo do cromossoma 4(q28.31) foi 

classificada como sendo de significado clínico incerto ou desconhecido, uma vez que é 

difícil ou praticamente impossível prever o fenótipo resultante, mesmo com os estudo 

dos progenitores. Isto porque, apesar de não justificar as malformações fetais 

identificadas na ecografia, alterações no gene PCDH18 podem estar associadas a défice 

cognitivo.   

 

Caso 16 

 

Através da análise ecográfica foi identificado no caso 16 um feto com excesso de parede 

abdominal e angulação da coluna. A mãe também apresentava idade materna avançada. 

Na presença destas duas indicações, o feto foi sujeito a uma análise por citogenética 

convencional das metafases obtidas a partir da cultura de vilosidades coriónicas, que 

revelaram um cariótipo normal do sexo masculino 46,XY. 

A análise por aCGH de oligonucleótidos com 60K revelou a existência de uma 

duplicação na região terminal do braço longo do cromossoma 19(q13.43), entre as 

posições nucleotídicas  57,349,301 e 57,351,566 numa extensão de 2,266 pb,  arr[hg19] 

19q13.43(57,349,301-57,351,566)x3 (figura 18). De acordo com o UCSC Genome 

Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly, esta duplicação envolve os 

genes conhecidos ZIM2 e PEG3. Apesar de serem dois genes distintos, compartilham 
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um conjunto de exões 5’ e partilham o mesmo promotor. Ambos os fatores de 

transcrição estão envolvidos nas vias de sinalização responsáveis pela proliferação 

celular e pelos processos apoptóticos. O gene PEG3 também está associado a vários 

tipos de cancro. Em particular, a não expressão do gene PEG3 está presente em muitos 

casos de glioma, cancro da mama e dos ovários, que são geralmente causados pela 

completa metilação do DNA da sua região promotora (Paalman, 1996).  

 

 

 

A duplicação envolvendo esta região terminal do braço longo do cromossoma 

19(q13.43) não se encontra reportada na base de dados DGV, onde apenas estão 

reportadas 2 deleções sobreponíveis à duplicação presente neste caso. Na base de dados 

DECIPHER e ISCA encontram-se descritos vários pacientes com CNV’s sobreponíveis 

à detetada neste caso, mas todas elas incluem outros genes e possuem um tamanho 

superior. Nenhum dos pacientes com a caracterização clínica, reportada na base de 

dados DECIPHER, apresentava malformações ao nível da parede abdominal ou 

angulação da coluna. Apenas um paciente portador de uma duplicação de novo 

sobreponível à do presente caso, com uma extensão de 0,5 Mb, apresentava anomalias 

no osso do sacro localizado na base da coluna vertebral. O Paciente também apresentava 

atresia anal, atresia ureteral hipoplasia de um polegar, fistula uretral e anomalias no 

Figura 18. A - Perfil de aCGH para o cromossoma 19, representando a duplicação de 

2.2 Kb em 19q13.43; B - Constituição génica do segmento envolvido na duplicação e 

perfil das CNV’s descritas na DGV (C) (Imagem cedida pelo LCG-FMUC). 
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retorno venoso pulmonar. No entanto, esta duplicação envolvia mais 11 genes para além 

dos genes ZIM2, PEG3 e estava associada a uma outra duplicação de novo no braço 

longo do cromossoma 19(q13.43) com uma extensão de 0.41 Mb que poderia ser 

responsável pelo fenótipo do paciente. 

Uma vez que, a duplicação envolvendo a região terminal do cromossoma 19(q13.43) 

não justifica as malformações encontradas e a informação presente na bases de dados 

consultadas não esclarecem a sua patogenicidade, esta foi classificada como sendo de 

significado clínico incerto ou desconhecido. Para esta decisão também foi tido em 

consideração, o seu tamanho, os genes envolvidos e o facto de ser uma duplicação. Por 

último, estudo de hereditariedade desta CNV’s será essencial para a sua classificação 

como benigna ou patogénica, já que a probabilidade de uma CNV’s herdada de pais 

normais, provocar um fenótipo patogénico ser praticamente nula. No entanto, este não 

deverá ser o único critério para excluir a patogenicidade de uma CNV. 

 

4.3. Redução dos resultados de significado clínico incerto ou 

desconhecido 

 

O presente estudo apresentou uma elevada percentagem de casos com CNV’s de 

significado clínico incerto ou desconhecido, o que numa abordagem poderia ser 

indicativo de fragilidade de utilização do aCGH no DPN. Se a informação fornecida 

pela técnica de aCGH não permitir uma correlação genótipo-fenótipo, esta colorará em 

causa o resultado fornecido no DPN, já que não será possível prever, que impacto os 

desequilíbrios genómicos detetados têm no fenótipo. Esta situação de incerteza poderá 

levar à tomada de decisões menos corretas e a um aumento da ansiedade dos 

progenitores, o que por si só pode afetar negativamente a gravidez (Savage et al., 2011). 

Mesmo que seja possível estabelecer uma correlação genótipo-fenótipo, esta terá de ser 

sempre bem definida e não depender de prossupostos que descredibilizem a utilização 

do aCGH no DPN, por exemplo, é imperativo a disponibilidade de análise dos 

progenitores através do aCGH ou técnica complementar nos casos que apresentaram 

CNV’s patogénicas e CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido. É facto 

que a probabilidade de um desequilíbrio genómico herdado afetar a função de gene é 

praticamente nula (Fiorentino et al., 2011). Contudo este não deve ser o único critério a 

ter em consideração para definir uma CNV como benigna ou patogénica, uma vez que 
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fenómenos como imprinting, haploinsuficiência e penetrância incompleta podem 

também afetar a função dos genes envolvidos, o que pode resultar num fenótipo 

patogénico (Kasnauskiene et al., 2012)       

Com a introdução do aCGH no DPN, novas síndromes serão caracterizadas, e a 

interpretação dos seus resultados será cada vez menos complexa, pelo que a 

percentagem de resultados com significado clínico incerto ou desconhecido também 

será cada vez mais reduzida. Estudos retrospetivos do aCGH no DPN contribuíram para 

o aumento da capacidade de análise e interpretação dos resultados obtidos por esta 

tecnologia. Assim como para o estabelecimento de padrões de análise para aCGH no 

DPN, que por sua vez permitirão esclarecer muitas questões, de entre as quais, o tipo de 

plataformas de microarrays a utilizar no DPN, o número de sondas consecutivas 

alteradas que a CNV deve ter para ser considerada no DPN e o limite mínimo de 

resolução a ter em consideração. O estabelecimento de padrões de análise para o aCGH 

tornará a interpretação dos seus resultados menos complexa, o que resultará, certamente, 

numa diminuição dos resultados com significado clínico incerto ou desconhecido, 

obtidos por aCGH no DPN (Machado et al., 2012; Vetro et al., 2012). Assim, de modo 

a reduzir os casos com CNV´s de significado clínico incerto ou desconhecido, estas 

foram consideradas segundo dois critérios, presentes na bibliografia, para a análise de 

CNV’s através do aCGH no DPN. O primeiro consistiu em apenas considerar as CNV’s 

com o mínimo de oito sondas consecutivas alteradas (Rooryck et al., 2013), enquanto 

que, o segundo considerou as CNV’s inferiores a 400 Kb, caso estivessem associadas as 

anomalias fetais presentes na ecografia (Scott et al., 2013).  

Considerando o primeiro critério, a analise somente das CNV’s com o mínimo de 8 

sondas consecutivas alteradas, apenas as CNV’s com significado clínico incerto ou 

desconhecido presentes nos casos 5 e 16 seriam analisadas (2/19, 10,5%), pelo que a 

percentagem de casos com CNV’s de significados clinico incerto ou desconhecido 

sofreria uma redução significativa na ordem dos 21,1%. Caso tivessemos em 

consideração o segundo critério, de somente considerar CNV’s inferiores a 400 Kb se 

associadas as anomalias fetais presentes na ecografia, apenas as CNV’s de significado 

clínico incerto ou desconhecido presentes nos casos 5, 6, e 14 seriam consideradas 

(3/19, 15,8%), pelo que a percentagem de casos com CNV’s de significado clínico 

incerto ou desconhecido era reduzida para metade. Caso considerássemos os dois 

critérios em simultâneo, somente a CNV de significado clínico incerto ou desconhecido 
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presente no caso 5 seria considerada, pelo que a percentagem final de resultados de 

significado clínico incerto ou desconhecido seria de 5,3%. 

No presente estudo, ambos os critérios se mostraram eficientes na redução de CNV’s 

com significado clínico incerto ou desconhecido. No entanto, a presença destes critérios 

pode também ser limitante, uma vez que CNV’s patogénicas podem não ser detetadas. 

Face à citogenética convencional, pelo aCGH há um aumento significativo no poder de 

resolução e digamos que pode revelar-se importante para o DPN. No presente estudo  se 

um dos critérios ou os dois em simultâneo fossem aplicados à priori, a percentagem de 

casos com CNV’s de significado clínico incerto ou desconhecido seria substancialmente 

reduzida, sem afetar a deteção das CNV’s patogénicas, o que seria uma mais valia para 

o DPN.   

Apesar de ambos os critérios reduzirem a percentagem de CNV’s com significado 

clínico incerto ou desconhecido, ambos excluíram CNV’s distintas, sendo que, apenas a 

CNV de significado clinico incerto ou desconhecido presente no caso 5 tenha sido 

considerada em ambas as situações. Deste modo, a análise de determinados 

desequilíbrios genómicos por aCGH vai depender da estratégia definida pelo 

laboratório, o que causa alguma controvérsia de interpretação nos serviços de pré-natal. 

Assim, a elaboração de padrões de análise universais para a utilização do aCGH no 

DPN natal será um passo importantíssimo para a sua implementação neste tipo de 

diagnóstico. Isto porque, a ausência de padrões de análise acentua a incerteza que existe 

nos resultados obtidos por aCGH, o que pode colocar em causa o DPN. É provável, que 

no futuro o aCGH possa substituir a citogenética convencional como teste de primeira 

linha no DPN, nomeadamente nos casos com indicação de anomalias ecográficas. Para 

que tal aconteça, é necessário que a sua utilização passe por um processo de otimização, 

no qual a elaboração de padrões de análise para o aCGH no DPN e a experiência 

adquirida terão um papel preponderante. Também um maior conhecimento acerca dos 

genes e dos fenómenos de expressão génica envolvendo as CNV’s presente no genoma 

humano será necessário, de modo a proporcionar uma clara interpretação quanto à sua 

patogenicidade. Assim, mais estudos serão necessários, de modo a esclarecer todas as 

controvérsias em torno da aplicabilidade do aCGH na deteção de desequilíbrios 

cromossómicos no DPN. 
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CAPITULO V 

Conclusão 
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 Conclusão 5.
 

 

Este estudo demonstrou que a técnica de aCGH pode torna-se uma mais-valia para o 

DPN em fetos com alterações morfológicas à ecografia, uma vez que permitiu a deteção 

de desequilíbrios cromossómicos clinicamente significativos que não seriam detetáveis 

por citogenética convencional, bem como uma caracterização mais detalhada dos 

rearranjos cromossómicos detetados no cariótipo.  

Embora o número de casos analisados seja reduzido, este estudo forneceu evidências 

sobre o contributo que a introdução da tecnologia de aCGH pode trazer para o DPN de 

gestações com indicação de anomalias ecográficas, já que esta tecnologia detetou 

CNV’s patogénicas em 5,9% dos casos com esta indicação e resultado citogenético 

normal. No entanto, as dificuldades de interpretação dos resultados obtidos por aCGH 

também foram evidentes, o que exige cautela quanto à sua introdução na rotina do DPN, 

já que os seus resultados podem causar incerteza neste ambiente clínico, o que dificulta 

o aconselhamento genético, bem como pode levar a incerteza nas decisões. Porém, a 

elevada percentagem de resultados com significado clínico incerto ou desconhecido 

pode ser, em grande parte, colmatada com a análise dos progenitores por aCGH ou 

técnicas complementares, como por exemplo o  MLPA ou FISH direcionada. 

Relativamente a esta questão, o nosso estudo mostrou que ambos os critérios de seleção 

de CNV’s para análise, presentes na bibliografia consultada, mostraram-se eficazes na 

redução de CNV’s com significado clínico incerto ou desconhecido, sem perda de 

CNV’s patogénicas. Contudo, ambos excluem CNV’s distintas, pelo que a análise de 

determinados desequilíbrios genómicos obtidos por aCGH se mostrou dependente da 

estratégia definida por cada laboratório. Assim, para uma prudente e objetiva introdução 

do aCGH no DPN, questões relativas à sua metodologia e análise terão de continuar a 

ser debatidas, de modo a produzir critérios para a sua utilização neste tipo de 

diagnóstico, sendo que a recolha de sangue de ambos os progenitores deve ser definida 

como um dos critérios obrigatórios, uma vez que o estudo da hereditariedade de uma 

dada CNV pode ser fundamental para sua classificação como patogénica ou benigna.  

Em adição, serão necessários mais estudos funcionais acerca da maquinaria génica 

envolvida nas alterações cromossómicas presentes no genoma, de modo a perceber que 

tipo de distúrbios podem causar fenótipo, o que também facilitará, no DPN, uma 
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correlação do genótipo com as malformações fetais detetadas na ecografia.    

Por fim, numa primeira fase, é notório que o aCGH, possa ser, em alguns casos, 

utilizado como teste de primeira linha no DPN. Porém, a citogenética convencional, 

continua a ter um papel importante neste tipo de diagnóstico, particularmente, nos casos 

em que é preciso fornecer aos progenitores, o risco de recorrência de uma 

cromossomopatia. 
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