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Tendo em vista a grande frequéncia de alteracdes cromossOmicas, seja nos casais com
quadros de abortamento de repeticdo ou nos fetos abortados, uma possibilidade para o trata-
mento para esses pacientes seria o uso de tratamentos de reproducéao assistida, associados
ao diagnéstico genético pré-implantacional (PGD) com a técnica de hibridizacdo genética
comparativa por array (array-CGH), para a transferéncia apenas de embrides geneticamente
normais. O objetivo desta revisdo é avaliar se é possivel melhorar o prognéstico gestacional,
com redugdo do numero de perdas e o do tempo para conseguir uma gestacdo saudavel,
desses casais com aborto de repeti¢cdo ao usarem o PDG por array-CGH. Foram executadas
duas revisoes bibliograficas dos ultimos 10 anos, a primeira relacionando o uso do PGD nos
casos de aborto de repeti¢do e a outra com o uso do array-CGH e PGD. A literatura, apesar
de discordante quanto a real eficicia do PGD nos casos de aborto de repeticdo, tende a se
mostrar favoravel ao uso dessa técnica, da mesma forma que o método de fluorescence in situ
hybridization (Fish) é inferior a array-CGH para o PGD. Dessa forma, apesar de ser uma téc-
nica promissora para casais com AR, o PGD com array-CGH necessita de mais estudos que
comprovem sua real eficacia.
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The use of preimplantation genetic diagnosis in patients with recurrent
abortion: a review of the technique of array-CGH
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Given the high frequency of chromosomal abnormalities, either in couples with recurrent
miscarriage or in aborted fetuses, a possibility for treatment for these patients is the use of
assisted reproduction treatment, associated with preimplantation genetic diagnosis (PGD)
with technique by array comparative genomic hybridization (array-CGH), to transfer only
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Habitual abortion
Comparative genomic
hybridization

genetically normal embryos. The aim of this review is to assess the feasibility of improving
the prognosis of pregnancy, reducing the number of losses and the time to achieve a healthy
pregnancy, for couples with recurrent abortion when using PDG with array-CGH. Two lite-

rature reviews were performed for the last 10 years, the first relating the use of PGD and
recurrent miscarriage, and the other using the array-CGH and PGD. The literature, although

discordant about the real efficacy of PGD in cases of recurrent abortion, tends to show favo-
rable to use this technique, just as the method of array-CGH shows to be better than Fish
(fluorescence in-situ hybridization) for PGD. Thus, despite of being a promising technique
for couples with RA, the use of PDG with array-CGH needs more study to prove its actual

effectiveness.

© 2013 Sociedade Brasileira de Reproducao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

O termo aborto espontdneo, apesar de apresentar diversas
definicdes na literatura, significa, segundo a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), o término da gestacdo antes de
20 semanas ou cujo feto apresente menos do que 500g.}
Essa complicagdo gestacional, além de ocorrer em 15% a
20% de todas as gestacOes clinicamente reconhecidas, esta
associada a consideravel morbidade fisica e psicolégica.? Dife-
rentemente do aborto espontdneo, o quadro de aborto de
repeticdo (AR) é definido como a perda de duas ou mais
gestagdes clinicas.! Estima-se que menos de 5% das mulhe-
res irdo apresentar dois abortamentos consecutivos e apenas
1% apresentard trés ou mais.>

Classicamente, os fatores associados a ocorréncia do
AR incluem causas genéticas, fatores anatdmicos, como
a sindrome de Asherman, leiomiomas uterinos, pdlipos
endometriais, incompeténcia istmo-cervical e defeitos de
desenvolvimento uterino (Gtero bicorno, utero septado e
utero didelfo), e fatores endécrinos, como a sindrome dos
ovarios policisticos, autoimunes e a sindrome de anticorpo
antifosfolipide (SAAF).*° Apesar de avaliacio completa, em
aproximadamente 40% dos casais com histéria de AR néo
é identificada a causa, sendo classificados como aborto de
repeticdo idiopatico.>®’

O 6bito embrionario pode ser decorrente de duas causas
principais, malformacdes estruturais e aberragdes cromosso-
micas. Dos abortos espontaneos, 50% a 60% sao consequéncias
de aberragdes cromossémicas.® Tanto Stern et al. (1996)
quanto Ogasawara et al. (2000) mostram que 50% a 60%
dos fetos abortados sdo cromossomicamente anormais em
mulheres com dois ou mais abortamentos, com nimero médio
de abortamentos de 3,8 e 3,5, respectivamente.”? Carp et al.
(2001) revelam incidéncia de 29% em mulheres com trés ou
mais abortamentos, média de 4,7.'! Ferro et al. (2003) usaram
a histeroembrioscopia para biopsiar o cérion fetal para feitura
de estudo genético e encontraram anormalidades cromosso-
micas em 37 (67,3%) das 55 bidpsias feitas em mulheres com
dois ou mais abortamentos.'?

Ogasawara et al. (2000) mostraram em pequena amos-
tra de 10 pacientes portadoras de sindrome antifosfolipide
que 40% das perdas embriondrias apresentavam aberracoes
cromossdmicas.'® Posteriormente, Carp et al. (2003) encon-
traram quatro casos de altera¢des cromossémicas em 16
embrides de pacientes com trombofilias hereditarias.

Estima-se que um em cada 625 individuos seja car-
reador de translocacbes cromossdémicas balanceadas. Em
casais com AR, essa incidéncia é de aproximadamente 4%
a 5% e inclui, principalmente, translocagbes reciprocas e
translocagdes robertsonianas.'* Carreadores de translocagdes
balanceadas apresentam risco de aumento de infertilidade
e abortamento, além de nascidos vivos com anomalias
congénitas e retardo mental decorrente da segregacdo
desbalanceada.™

Tendo em vista diversas publicacdes que mostram a
grande frequéncia de altera¢bes cromossdmicas, seja nos
casais com quadros de abortamento de repeticio ou
nos fetos abortados, uma possibilidade para o tratamento
seria o uso de reproducdo assistida associada ao diagnés-
tico genético pré-implantacional (PGD), o que permite a
selecdo e transferéncia apenas dos embrides geneticamente
normais.’®1’

Os métodos de avaliagdo genética pré-implantancional
vém passando por diversas mudancas nos ultimos anos. Ini-
cialmente, a pesquisa de transloca¢des cromossdmicas era
feita por meio da fluorescence in-situ hybridization (Fish), a qual
envolve o uso de sondas de pintura para cromossomos meta-
fasicos de corpos polares. Suas principais deficiéncias sdo
a andlise limitada do numero de cromossomos e os
elevados custo e tempo necessario para a confeccdo da
sonda especifica. Ele permite a diferenciacdo de embrides
normais dos embrioes com translocacoes balanceadas ou
desbalanceadas.’> O método de Fish é tecnicamente dificil
na fixacdo dos blastomeros. Diversos inconvenientes. como a
falha na hibridizacao, sobreposicao dos sinais e sua separacao,
podem afetar a acuracia na interpretacéo do teste. Os valores
preditivos positivo e negativo para esse método sdo de 83%
e 81%, respectivamente.'®?0 Resultados falsos podem levar &
eliminacdo de embrides normais ou balanceados ou, ainda,
a transferéncia de embrides anormais.’”

Apesar de a Fish permitir a identificacdo de aneuploidias,
essas serdo restritas a alguns cromossomos especificos. Na
tentativa de corrigir as deficiéncias e dificuldades técnicas
desse método, além de possibilitar a avaliacdo dos 23 pares
de cromossomos, surgiu a hibridiza¢do genémica comparativa
por array (array-CGH).'>1%20 Fiorentino et al. (2011) relataram
em 28 ciclos de PGD para translocacées cromossémicas com
o uso de embrides em estagio de clivagem elevada taxa de
sucesso diagndstico (93%). Os embrides foram adequados para
transferéncia em 60% dos ciclos iniciados e taxa de gestacdo
de 70% foi alcangada.™
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Na andlise de ambas as técnicas de avaliacdo genética, o
array-CGH deve substituir o método de Fish para PGD, pois ofe-
rece alta acuracia diagnéstica, de 95 a 99%, e permite taxas de
gestacdo de 20% a 60%, a depender da indicagdo do tratamento
e da idade da paciente.’®

Diante de tais fatos, a presente revisdo avalia se é possivel
melhorar o prognéstico gestacional, com reducdo do numero
de perdas e o do tempo para conseguir uma gestagao saudavel,
de casais com quadro de abortamento de repeticdo ao serem
submetidos as técnicas de fertilizacdo in vitro e diagnéstico
genético pré-implantacional (PGD) pelo array-CGH.

Método

Em revisdo sistematica dos ultimos 10 anos por meio das
bases de dados PubMed e The Cochrane Library, com o uso
das palavras-chave miscarriage, recurrent abortion, array-CGH e
preimplantation genetic diagnosis (PGD), foram feitas duas revi-
sOes separadamente. A primeira relacionou o uso do PGD aos
casos de aborto de repeticdo e a segunda usou o array-CGH
e o PGD. Para a selecdo dos artigos, a definicao de aborto de
repeticdo usada foi a perda de duas ou mais gestagoes clini-
cas antes de 20 semanas gestacionais ou cujo feto apresente
menos do que 500¢g.

Resultados

Durante o levantamento bibliografico dos ultimos 10 anos
foram encontrados 41 artigos que relacionam aborto de
repeticdo e o diagndstico genético pré-implantacional (PGD) e
nenhum usava a técnica de array-CGH. Dos 41 artigos, apenas
15 relacionavam diretamente o uso do PGD como possivel tra-
tamento para casais com diagnéstico de aborto de repeticao.

Apesar de o uso do PGD para pacientes com quadro de
abortamento de repeticdo ainda ser um tema discutivel, dos
15 trabalhos analisados, apenas dois mostraram que o uso
dessa técnica ndo aumenta a taxas de nascidos vivos para esse
grupo de casais.

Franssen et al. (2011), em revisdo sistematica pelas bases de
dados Medline, Embase e Cochrane até abril de 2009, buscaram
as taxas de nascidos vivos e abortamento ap6s gestacdo natu-
ral e fertilizacdo in vitro (FIV) associados ao PGD de casais com
histéria de aborto de repeticdo que apresentassem uma ano-
malia cromossémica estrutural. Foram encontrados 164 casais
submetidos ao PGD por anomalias cromossémicas estrutu-
rais, dos quais 126 apresentavam dois ou mais abortamentos
prévios. Os resultados mostraram que durante os casos de
gestacdo natural a taxa de nascidos vivos variou de 33% a 60%
(média de 55,5%) e de abortamento de 21% a 40% (média de
34%). Ja no grupo submetido ao PGD, a taxa de nascidos vivos
por casal foi de zero a 100% (média de 31%) apds a analise
dos cromossomos paternos, enquanto que a taxa de aborta-
mento foi de zero a 50%, apds a mesma analise. Dessa forma,
os dados revisados sdo insuficientes para a indica¢do do uso do
PGD com o objetivo de aumentar as taxas de nascimento em
casais com abortamento de repeticdo que sejam carreadores
de alguma anomalia cromossdmica estrutural.”!

Por outro lado, Fisher et al. (2010), em revisdo sistema-
tica de dados, analisaram 192 pacientes com histéria de AR

submetidos ao PGD por translocagdes reciprocas ou robert-
sonianas. Os resultados obtidos evidenciaram a reducao de
88,5% para 13% nas taxas de abortamento para os casais ap6s
o PGD. A taxa de gestacdo foi de 87% e a concepgdo ocorreu
apo6s a média de 1,4 ciclo ou em menos de quatro meses. Assim
sendo, individuos com transloca¢des que apresentem abortos
de repeticdo sdo beneficiados pelo uso do PGD, por reducdo
significativa nas taxas de abortamento, melhoria nas taxas
de sucesso de gravidez e reduc¢do no tempo necessario para
engravidar.’? Keymolen et al. (2009) analisaram retrospecti-
vamente 111 ciclos de PDG por translocac¢des robertsonianas
em um periodo de 10 anos. Por meio da comparacdo entre
a histéria natural de pessoas portadoras de translocac¢oes
robertsonianas e os resultados obtidos pelo PGD nesse grupo,
essa técnica mostra-se como boa opg¢ao reprodutiva, princi-
palmente quando existe algum outro problema de fertilidade
associado, como nos casos de abortamento de repeticdo, pois
aumenta as taxas de nascidos vivos e encurta o tempo neces-
sario para alcancarem uma gestacdo sauddavel. Entretanto,
portadores de translocagcdes que nao apresentem aborto de
repeticao, infertilidade ou idade avang¢ada devem ser questio-
nados sobre a possibilidade de gestacao espontanea antes de
ser encaminhados a tratamentos de reproducéo assistida.”?

Munné et al. (2005), em estudo clinico controlado, ava-
liaram as taxas de abortamento espontaneo de casais com
histéria de aborto de repeticdo submetidos ao PGD e trans-
feréncia apenas de embrides euploides. Segundo os dados,
antes do PGD, pacientes com AR tinham perdido 87% (262/301)
de suas gestacOes, com uma expectativa de perda de 36,5%.
Apbs o PGD, foram perdidas apenas 16,7% das gestacdes e
a maior reducdo foi observada no grupo de mulheres com
idade maior ou igual a 35 anos (redugdo de 44,5% para 12%
apos o PGD). Dessa forma, o uso do diagndstico genético pré-
implantacional apresenta um efeito benéfico no prognéstico
reprodutivo de casais com aborto de repeticdo, especialmente
com mulheres com idade > 35 anos, e reduz as taxas de abor-
tamento a niveis populacionais basais.?*

Relacionado ao tema proposto por esta revisdo, foram
levantados ainda 11 artigos que mostravam o uso da técnica
da array-CGH para o PGD e comparavam sua eficicia com a téc-
nica de Fish. Cinco desses foram excluidos por se tratarem de
screening genético pré-implantacional e ndo estarem compati-
veis com o tema abordado. Na avaliacdo das seis publicacoes
restantes, em todas elas foi confirmado que a hibridizacao
gendémica comparativa por array é superior a técnica de Fish e
apresenta uma maior acurdcia na identificacdo de anomalias.

A hibridizacao fluorescente in situ (Fish) como diagnéstico
genético pré-implantacional de anomalias cromossémicas
estruturais apresenta limitaces, que incluem o teste de
carreadores, resultados inconclusivos, fixacdo inadequada e
avaliacdo limitada a apenas um pequeno niimero de cromos-
somos e de aneuploidias.?>?8

Fiorentino et al. (2011) analisaram 24 casais portadores
de 18 tipos de transloca¢des cromossoémicas balanceadas em
28 ciclos consecutivos de PGD. O numero total de 187/200
(93,5%) embrides foi diagnosticado corretamente pela téc-
nica de array-CGH e desses 16% (30/187) foram normais
ou balanceados para todos os cromossomos, 17,7% (32/187)
desbalanceados por translocacdo e normais para aneu-
ploidia, 39,6% (74/187) apresentavam aneuploidia e eram
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desbalanceados e 27,3% (51/187) eram normais ou balance-
ados, porém mostravam aneuploidia de cromossomos néo
envolvidos em transloca¢oes. Todos os diagndsticos obtidos
foram confirmados por PCR-based. Dessa forma, os dados
demonstram que o array-CGH é capaz de detectar cromos-
somos desbalanceados, assim como aneuploidias dos 24
cromossomos nos embrides avaliados, e supera as limitacoes
da técnica de Fish, além de oferecer melhor desempenho, sen-
sibilidade e confiabilidade.?”®

O uso da comparative genomic hybridization (CGH) na préatica
clinica como método de PGD, apesar de superar a principal
limitacdo da técnica de Fish, ainda apresentava como princi-
pal restricdo o longo tempo necessario, de até 72 horas, para
a hibridizacdo. Com o objetivo de transpor esse empecilho,
Hu et al. (2004), com o uso da técnica de microarray-CGH para
a deteccdo de aneuploidia em uma tunica célula, fizeram em
intervalo de tempo de apenas 30 horas o PGD, que apresentou
acuracia superior a técnica de Fish, 97% contra 91% a 96% na
avaliacdo dos 22 cromossomos autossémicos, o que tornou,
dessa forma, o método mais viavel para o uso clinico.?®

Colls et al. (2012), em revisdo de 926 casos de PGD
por translocacdes reciprocas avaliadas pela técnica de Fish,
selecionaram 47 casos (402 embrides) para serem subme-
tidos a técnica de array-CGH. A taxa de erro evidenciada
no estudo foi de apenas 1,9% (1/54 embrides) para a téc-
nica da hibridiza¢cdo gendémica comparativa por array-CGH.
Além disso, 38 embrides anormais que nio foram detecta-
dos pela Fish, ao ser submetidos a array-CGH, mostraram-se
anormais. Em conclusdo, o estudo valida que o uso de array-
CGH no PGD para translocagoes apresenta baixas taxas de
erro e reforca que esse método pode identificar todos os
embrides com translocacOes reciprocas desbalanceadas ou
translocagdes robertsonianas, além de permitir a avaliacdo
simultanea de todos os cromossomos para aneuploidia e ndo
requerer teste genético prévio do casal, sendo dessa forma
mais efetivo do que a técnica de Fish.*°

Discussao

A ocorréncia de sucessivos abortos em casais que tentam
engravidar causa uma grande tristeza, inseguranca e duvida
em relacdo a préxima gestacdo. Com o objetivo de oferecer
melhores condi¢oes reprodutivas para esses casais, diversos
estudos vém sendo feitos.

Antes de se estabelecer um possivel tratamento, devemos
avaliar as principais causas do quadro de aborto de repeticao.
Dentre os véarios fatores causais, as anomalias cromossdmicas
fetais sdo responsdveis por metade dos abortamentos preco-
ces (abaixo de 12 semanas de gestagdo) e um terco dos abortos
de segundo trimestre.*>3? Com base nesses dados, o uso de
técnicas de reproducdo assistida com avaliagcdo genética
pré-implantacional (PGD) pode desempenhar um importante
papel na reducdo da recorréncia do abortamento e na reducao
do tempo para alcan¢ar uma gestacdo saudavel por esses
casais.

Atualmente, na maioria dos centros de reprodugao assis-
tida que fazem o PGD, o método diagnéstico usado é a
hibridizacado fluorescente in situ (Fish). Porém, sabe-se que
essa técnica apresenta diversas limitacdes em sua feitura e

andlise de resultados, além de possibilitar apenas a avaliacdo
de um numero restrito de cromossomos. Com o advento da
hibridiza¢do genética comparativa por array (array-CGH), os
24 cromossomos, assim como possiveis translocagoes e aneu-
ploidias, passaram a ser avaliados simultaneamente, com
altas taxas de sensibilidade e confiabilidade.?

Apesar de a array-CGH mostrar-se superior a Fish em varios
estudos comparativos, ndo existem publicac¢des, até o pre-
sente momento, que relacionem o seu uso no PGD a pacientes
com quadro de abortamento de repeticdo e que comprovem
que essa superioridade técnica é refletida em menores taxas
de abortamento e melhor prognéstico reprodutivo para esses
casais.

Mesmo que o uso do PGD, como possivel tratamento para
casos de aborto de repeticdo (AR), ainda seja amplamente dis-
cutivel na literatura por ndo existirem trabalhos prospectivos
randomizados, a maioria dos artigos referentes ao tema mos-
tra que varios beneficios podem ser obtidos com o uso desse
método. Munné et al. (2005) mostraram um efeito benéfico no
prognéstico reprodutivo de casais com aborto de repeticdo que
foram tratados com o uso do PGD, especialmente em mulheres
com idade > 35 anos, o que reduziu as taxas de abortamento
a niveis populacionais basais.?* Da mesma forma, Fisher et al.
(2010), ao avaliar casais portadores de translocacées com
aborto de repeticdo, evidenciaram reducdo significativa nas
taxas de abortamento, melhoria nas taxas de sucesso de gra-
videz e reducéo no tempo necessario para engravidar.??

Com base nos dados coletados que mostram tanto um pos-
sivel beneficio do uso do PGD para casais com AR como a
grande superioridade da técnica da array-CGH em relagdo ao
método de Fish, em teoria, a associacdo desses dois méto-
dos seria capaz de melhorar o manejo e, consequentemente,
o futuro reprodutivo para esse grupo de pacientes.®

Porém, antes de se estabelecer o uso do PGD com array-
CGH como tratamento para casais com AR, varios aspectos
devem ser avaliados. O primeiro deles é seu elevado custo e
seus riscos associados a técnica, pois todos os casais deve-
rao ser submetidos a procedimentos de reproducao assistida
de alta complexidade, que necessitam do uso de medicagoes
injetdveis, e correm o risco de desenvolvimento de sindrome
de hiperestimulacgdo ovariana e de exposi¢do a procedimento
invasivo, como uma puncdo ovariana. Além disso, para que
essa metodologia de tratamento seja instituida, sdo neces-
sarios estudos prospectivos e randomizados que realmente
comprovem sua eficicia. Até que isso ocorra, a decisdo de usar
ou ndo a técnica deve ser discutida em conjunto com cada
casal, com a apresentacao de todos os pontos positivos e nega-
tivos, para que ele possa escolher, com o médico assistente, a
melhor terapéutica para o caso.
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