Jodo Carlos Martins Gongalves

Otimizacao da tecnica de Array CGH em Diagnostico
Pre-Natal

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

Mestrado em Investigacdo Biomédica

2014




Jodo Carlos Martins Gongalves

Otimizacao da técnica de Array CGH
em Diagnostico Pre-Natal

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra para prestacao de provas de Mestrado em Investigacao
Biomédica. O trabalho foi realizado sob a orientacdo cientifica da
Professora Doutora Maria Joana Barbosa de Melo (Professora
Auxiliar da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra) e
co-orientacdo da Professora Doutora Isabel Maria Marques
Carreira (Professora Associada com Agregacdo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra).

Junho de 2014

UNIVERSIDADE DE COIMBRA






Agradecimentos

Apb6s a conclusdo deste trabalho desejo manifestar 0s meus sinceros
agradecimentos pela compreensdo, disponibilidade, auxilio e atencdo manifestada por
diversas pessoas.

A Professora Doutora lIsabel Carreira, por todo o apoio disponibilizado ao
longo de todo o projeto e pela oportunidade concedida de realizar um estagio nesta area.

A Professora Doutora Joana Melo pelo seu papel e apoio dado enquanto
Orientadora de Estagio.

A todo o grupo do Laboratdrio de Citogenética e Gendmica na Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra, em especial ao Miguel Pires e ao José Ferrdo
por toda a atencdo dispensada.

Ao meu avb Antdnio por tudo o que foi para mim, pelo que me transmitiu, pela
humildade, atencdo e por ter sido a pessoa que mais admirei em toda a minha vida. O
orgulho de ter sido seu neto ira ser das melhores coisas que vou para sempre levar desta
vida.

A minha avé Helena, aos meus tios, primos e em especial ao meu afilhado
Guilherme por todo o apoio que me tém transmitido desde sempre, sendo que sem eles
nédo conseguiria ser nada.

Ao0s meus amigos por todo o companheirismo que me ajudaram a ultrapassar
muitas dificuldades.

Ao meu irmao José por toda a amizade, atencdo e ajuda prestada até ao presente
momento.

Aos meus pais Jodo e Margarida porque tudo o que sou e tudo que tenho até
hoje se deve a eles e por todo o orgulho que tenho em ser seu filho



Resumo

A implementacdo da tecnologia de array CGH como rotina no diagndéstico pre-
natal tem vindo a ser discutida nos ultimos tempos. Contudo, esta introducdo necessita
de uma estratégia adequada que garanta a obtencdo de DNA de qualidade diretamente a
partir de amostras fetais, sem recorrer a cultura de células. Neste estudo delineou-se e
otimizou-se uma estratégia de extracdo e purificacio de DNA a partir de liquido

amnidtico direto, que permitiu a realizacdo de array CGH em diagnostico pré-natal.

Foram selecionados dois protocolos comerciais de extracdo de DNA que foram
otimizados e comparados entre si, de modo a determinar o que apresentava melhor
rendimento e qualidade. O controlo da qualidade do DNA obtido foi feito recorrendo a
espectrofotometria, a analise do grau de fragmentacdo através de corrida em gel de
agarose e a uma validacdo dos resultados através de aplicacdo comparativa numa
plataforma de array CGH 180K. A estratégia que garantiu melhores concentracGes de
DNA de qualidade para andlise foi validada recorrendo a 10 amostras de liquido

amniotico direto.

O estudo efetuado demonstrou que a maioria das amostras, principalmente com
um menor nimero de semanas de gestacdo, necessitam da realizacdo de um protocolo
adicional de concentracéo e purificagdo de DNA, para além do protocolo de extracdo de
DNA, de modo a garantir os parametros minimos de quantidade e qualidade para a
realizacdo de pelo menos um ensaio de array CGH. A comparacdo de DNA extraido
pelos dois protocolos otimizados ndo revelou diferencas significativas entre si, e, como
tal, optou-se por adotar, na estratégia de extracdo, o protocolo com a melhor relacédo
custo/beneficio. A validagdo da estratégia estudada em 10 amostras de liquido
amniotico revelou valores de quantidade e qualidade de DNA que permitem a realizacao

de array CGH para os volumes iniciais de liquido testados.

Os resultados deste trabalho reforcam a importancia da tecnologia de array CGH
em DPN e demonstram uma estratégia de extracdo, concentracdo e purificacdo de DNA,
partindo de liquido amnidtico direto recolhido a partir das 15 semanas de gestacdo com

parametros de quantidade/qualidade que permitem a realizacéo de array CGH.



Abstract

The implementation of array CGH as a routine in prenatal diagnosis has recently
been discussed. However, this introduction needs a proper strategy that ensures
obtaining quality DNA directly from fetal samples. This study a strategy was outlined
and optimized for extraction and purification of DNA from uncultured amniotic fluid,

which allowed for array CGH in prenatal diagnosis.

Two DNA extraction protocols were selected, optimized and compared in order
to determine which of them had better yield and quality. The quality control of the DNA
obtained was done using spectrophotometry, the analysis of the degree of fragmentation
by running agarose gel and a validation of results through a comparative application of
array CGH 180K platform. The strategy that assured better concentrations of quality
DNA for analysis was validated using 10 samples of amniotic fluid directly.

The study shows that the majority of the samples, particularly those with a
smaller number of weeks of pregnancy, need to complete an additional protocol for
concentration and purification of DNA, in addition to the DNA extraction protocol, in
order to ensure the minimum parameters of quantity and quality to perform at least one
test array CGH. A comparison of DNA extracted by the two optimized protocols
revealed no significant differences between them, and so, it was decided to adopt the
least expensive protocol in the strategy of extraction. The validation of the strategy
studied in 10 amniotic fluid samples revealed values of quantity and quality of DNA

that allow to carry out the array CGH for the initial liquid volumes tested.

The results of this study reinforce the importance of array CGH technology in
prenatal diagnosis and demonstrate a strategy of extraction, concentration and
purification of DNA, from direct amniotic fluid collected from 15 weeks of gestation

with parameters of quantity / quality that enable to carry out of array CGH.
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INTRODUCAO




1.1- Diagnostico pré-natal

1.1.1- Considerac0es Gerais

O seculo XX ficou marcado por uma notavel expansdo da Ciéncia espelhada
num enorme desenvolvimento de areas como a Genética, tendo a Genética Médica em
particular atingido um papel de reconhecimento como a especialidade da Medicina que
lida com o diagnostico, tratamento e abordagem de disturbios considerados
hereditarios. Toda a expansdo desta ciéncia teve comeco em Abril de 1953, quando
James Watson e Francis Crick anunciaram a descoberta da estrutura em dupla hélice
do &cido desoxirribonucleico (DNA), que se viria a revelar como ponto de partida para
0 diagndstico e estudo das sindromes hereditarias que afetam alguns seres humanos
(Roberts et al., 2001).

Um outro marco da Historia da Ciéncia, é o Projeto do Genoma Humano
(PGH), finalizado em Abril de 2003 (National Human Genome Research Institute,
2014), teve como principal objetivo 0 mapeamento e compreensao de todos 0s genes

presentes no genoma humano (Genome Research Institute, 2014).

Tal como a descoberta do DNA, também o PGH revelou enormes heneficios
no desenvolvimento de outras areas, destacando-se o desenvolvimento das técnicas de
diagnostico e tratamento de anomalias genéticas, aparecimento de novos farmacos,

surgimento do conceito de “terapia génica” e novos achados para a investigagao do

cancro (Figura 1) (Collins e McKusick, 2001).

O aumento do conhecimento no ambito da genética, que tornou possivel a
associagdo entre determinado tipo de patologia e 0 gene que nela se encontra mutado
ou alterado, fez com que por exemplo sensivelmente a partir do ano de 1990, o
conceito promissor de “terapia génica” passasse a ser testado em doengas
monogeénicas. O crescente aumento da exploracdo deste tema, levou a que em 1994
fossem aprovados mais de 100 protocolos de ensaios clinicos de terapia génica
(Connor e Ferguson-Smith, 1997). Atualmente estima-se que haja cerca de 1800
ensaios clinicos de terapia génica aprovados em todo o mundo estando a sua maior

parte (65%) associados ao tratamento do cancro (Wirth et al., 2013).
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Figura 1- A possibilidade de associacdo entre alteraces num gene e uma determinada patologia
permite fazer o seu diagndstico numa etapa mais precoce possibilitando uma nova abordagem
terapéutica (Adaptado de Collins e McKusick, 2001).

A Genética Molecular foi responsavel ao longo destes dltimos anos pelo
desenvolvimento de novas tecnologias laboratoriais que foram gradualmente aplicadas
na area Médica, permitindo por exemplo que atualmente seja possivel identificar a
suscetibilidade de um individuo desenvolver uma determinada patologia através da
andlise de alguns marcadores genéticos presentes no seu genoma (Collins e McKusick,
2001).

Apesar de todos estes avancos ha muitas doencas genéticas que permanecem
sem cura nem tratamento e consequentemente o que esta mais disponivel nestes casos
é a capacidade de diagnosticar alteracGes genéticas no feto, ou seja o diagnostico pre-
natal (DPN). O DPN invasivo comegou a ser utilizado no ano de 1966 quando Steele e
Breg demonstraram que era possivel fazer a analise dos cromossomas fetais partindo
de uma cultura de células de liquido amnidtico (Steele, et al., 1966), sendo em 1969
detetada pela primeira vez uma trissomia 21 num feto através da amniocentese. Mais
tarde, foi demonstrada que esta analise de alteracfes genéticas também podia ser feita
partindo de amostras de vilosidades corionicas (ACOG, 2013).

O DPN permite a detecao de anomalias ou problemas no feto correspondendo a
uma série de testes que vdo da analise molecular a do numero e estrutura do
cromossoma que permitem recolher informagbes acerca do feto poder ser ou nédo
portador de uma determinada mutacdo ou alteracdo que se encontra associada a uma
anomalia genética (Binns e Hsu, 2002).

Os resultados provenientes da realizacdo do DPN permitem que apds consultas

de aconselhamento genético, seja tomada uma decisdo acerca da gestdo da gravidez.



Deste modo, a realizagdo do DPN contribui também para uma diminuicdo da
ansiedade dos pais, em gravidezes de alto risco. Por outro lado, permite também que
em situacdes na qual os pais decidam prosseguir com uma gravidez, na qual o feto é
afetado por uma doenca genética, antecipar a estratégia de tratamento da mesma
(Nussbaum, et al., 2004). Em caso de ser detetada uma cromossomopatia ou
malformacdo ecogréfica grave é oferecido ao casal, ap6s avaliacdo da situacdo pela
comissdo de ética e técnica, a op¢do da interrupgdo médica da gravidez. Esta pode ser
realizada até as 24 semanas em caso de haver seguros motivos de que o feto possa vir
a sofrer de uma doenca incurdvel grave ou malformacéo fetal, segundo o Artigo n® 142
da Lei n°16/2007 (Diario da Republica, 2007).

Durante o primeiro trimestre é realizada a primeira fase dos exames de DPN,
de caracter ndo invasivo: a ecografia e o rastreio bioquimico, cujos resultados irdo
influéncia a necessidade ou ndo de realizacdo do DNA de caracter invasivo (Pennings
et al., 2009).

As técnicas de DPN invasivo que podem ser utilizadas sdo: a amniocentese, a
bidpsia do trofoblasto e a cordocentese. Apesar de diferentes entre si estas técnicas
tém em comum a finalidade de obtencdo de uma amostra bioldgica do feto, para
analise por técnicas de citogenética, genética molecular e gendmica, permitindo a
avaliacdo da possibilidade do feto sofrer de alguma alteracdo genética (Nussbaum et
al., 2004).

1.1.2- Indicagbes clinicas para a realizacdo do diagnostico pré-natal
invasivo

Desde a década de 70 que foi estipulado um conjunto de indicacdes, que no
caso de se manifestarem numa determinada gravidez, permitem considerar um caso
como uma gravidez risco. De entre as indica¢des clinicas para a realizacdo do DPN de
caracter invasivo destaca-se a idade materna avangcada. O aumento da idade da gravida
é diretamente proporcional aos riscos que o feto corre de ser portador de uma
aneuploidia cromossémica. Em Portugal assume-se que acima dos 35 anos a idade

materna é considerada de risco (Figura 2) (Nussbaum et al., 2004).
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Figura 2- Associacdo entre o aumento do risco do feto ter uma

doenca genética e a idade materna (Adaptado de Nussbaum et al.,
2004)

De entre as outras indicacOes clinicas destaca-se: a existéncia de um filho/feto
anterior portador de uma dada anomalia cromossdmica; situacdes na qual um dos pais
é portador de um rearranjo cromossomico equilibrado; histérico familiar de X-fragil,
risco elevado para a ocorréncia de uma doenca de causa monogenica; anomalias ou
sinais de alerta detetados no exame ecogréafico (por exemplo translucéncia da nuca) e

ansiedade materna (Tabela 1) (Rooney, 2001; Nussbaum et al., 2004; Valayatham et
al., 2013).

Por fim encontra-se a avaliacdo dos resultados dos rastreios bioquimicos a qual
a mae é submetida, feita através da quantificacdo de proteinas cuja variacdo aponta
para um maior risco do feto ser afetado (Maya et al., 2010).

E ainda importante ter em conta que em caso de ser proposto pela parte

médica, a realizacdo de DPN invasivo carece da autorizacdo do casal ou da mae.



Tabela 1- Conjunto de indica¢des que indicam a necessidade de realizacdo de DPN de caracter invasivo
(Rooney, 2001; Nussbaum et al., 2004; Maya et al., 2010; Valayatham et al., 2013).

Indicacdes para a realizacdo do DPN de caracter invasivo

e Idade materna igual ou superior a 35 anos;

e  Filho/feto anterior com anomalia cromossomica ou problema genético;

e Historico familiar de X-fragil;

e Risco elevado para a ocorréncia de uma doenca de causa monogeénica;

¢ Nado morto anterior com anomalia cromossémica potencialmente viavel;

e Pais com rearranjo cromossémico, com mosaicismo ou com aneuploidia dos cromossomas
sexuais;

e Rastreio bioquimico positivo no sangue materno;

e Anomalias detetadas na ecografia com alerta indicativo de um risco aumentado de anomalia
cromossomica do feto;

e Resolucdo de mosaicismo fetal detetado num estudo anterior;

e Risco de sindrome de instabilidade cromossémica;

e Ansiedade materna;

e Infecdo materna por microorganismo. Ex: toxoplasmose, rubéola...

1.1.3—- Exames ndo invasivos em diagnastico pré-natal

Durante o processo normal de gravidez e no decorrer das primeiras consultas
de Obstetricia procede-se a realizacdo dos chamados testes de rastreio. De entre estes
testes destacam-se o rastreio bioguimico e o exame ecografico que sdo juntamente
com a idade materna combinados entre si e usados, para fazer um calculo do risco de
uma gravidez, que € mais tarde utilizado na avaliacdo da necessidade de se realizarem

testes de DPN de caréacter invasivo (Connor e Ferguson-Smith, 1997).

1.1.3.1- Exame ecografico

O exame ecogréafico que deteta defeitos morfoldgicos em aproximadamente 5%
das gestacdes, € pelo menos realizado 3 vezes em cada gravidez, durante cada um dos
trimestres, com o objetivo geral de fazer uma avaliacdo de marcadores que permitem a

identificacdo de sinais suspeitos de anomalia fetal (Viaux-Savelon et al., 2012).



A ecografia de primeiro trimestre é realizada preferencialmente entre as 11 e as
13 semanas tendo como objetivos: (1) verificar se o feto estd dentro do Utero ou se a
gravidez é ectopica; (2) determinar o nimero de fetos; (3) fazer a determinacdo do
tempo exato de gravidez; (4) observar algumas estruturas fetais e (5) identificar alguns
marcadores anatomicos importantes no rastreio de algumas patologias. J& durante o
segundo trimestre a ecografia é realizada entre as 20 e as 22 semanas de gestacdo
sendo mais pormenorizada, de modo a fazer a detecdo da presenca de algumas
anomalias fetais (Connor e Ferguson-Smith, 1997) (Tabela 2).

Por fim, a ecografia do 3° trimestre € realizada entre as 28 e 32 semanas de
gestacdo e serve essencialmente para avaliar o crescimento fetal, estimar o peso do

feto e fazer uma nova repeticdo da avaliagdo morfoldgica (Nussbaum et al., 2004).

Tabela 2- Exemplos de malformagdes congénitas que podem ser detetadas por andlise ecografica
(Adaptado Connor e Ferguson-Smith, 1997).

Estrutura anatémica Anomalia genética

) Anencefalia, Espinha bifida, Hidrocefalia,
Sistema Nervoso Central . .
Microcefalia, Encefalocelo

Polidactilia, Osteogénese imperfeita, Malformacéo

Membros .
congeénita
Coracdo Cardiopatia congénita
Ri Agenesia renal, Obstrucdo do trato urinario,
im

Doenca renal poliquistica

] . Atresia duodenal, Defeitos da parede abdominal,
Trato Gastrointestinal o .
Hérnia diafragmatica

O aumento da translucéncia da nuca (Figura 3) € um dos marcadores avaliados
entre as 11 e as 13 semanas com recurso a exame ecografico. Nesta fase da gestacdo o
valor normal da translucéncia nuca deve ser inferior a 3,5 mm (Callaway et al., 2013).
A combinacédo entre a avaliacdo da translucéncia da nuca e marcadores bioquimicos
ambos avaliados no decorrer do primeiro trimestre tem o potencial de detetar mais de
80% dos fetos que com trissomia 21, ou outra das trissomias mais comuns numa fase

bastante precoce da gravidez (Crossley et al., 2002).



Figura 3- Avaliacdo da translucéncia da nuca por ecografia. O feto em (A) revela valores
de translucéncia da nuca normais (< 3,5 mm). Feto (B) apresenta valores de translucéncia
da nuca acima do normal (> 3,5 mm) (Fonte: Adaptado Fetal Medicine, 2014).

Mais recentemente foi proposto um segundo marcador ecografico avaliado
entre a 11% e a 242 semana de gestacdo, que se baseia na analise da presenca ou
auséncia dos 0ssos do nariz. Estudos tendo como base o exame ecografico revelam
que no caso particular da trissomia 21, 65% dos fetos apresentam nariz em tamanho
reduzido ou até auséncia do mesmo (Kagan et al., 2009) (Figura 4). A avaliacdo desta
estrutura anatomica durante a realizacdo do exame ecografico entre a 112 e a 142
semana de gestacdo, faz com que a capacidade de detecdo de fetos com trissomia 21

possa atingir valores acima dos 95% (Wieacker e Steinhard, 2010).

(A) (B)

- ‘\

FABSENT [NASAL BONE

Figura 4- Imagem da analise ecogréfica da presenca ou auséncia dos 0ssos do nariz presentes. (B)
demonstra um feto com auséncia de 0ssos do nariz (Adaptado Dellaglio, 2004).



1.1.3.2- Rastreio Bioquimico

O rastreio bioquimico pode ser realizado durante o 1° ou 2° trimestre
gestacional e tem como objetivo quantificar a concentracdo de algumas proteinas no
sangue materno, cuja variacdo em relacdo ao valor normal aponta para a suspeita da
existéncia de anomalias fetais.

O rastreio bioquimico de 1° trimestre, que ndo permite a detecdo de defeitos no
tubo neural, é realizado preferencialmente a partir da 8% semana de gestacdo (Figura 5)
(Summers et al., 2007), tendo como objetivo a avaliacdo dos niveis de Proteina
Plasmatica Associada a Gravidez (PAPP-A do inglés: Pregnancy-Associated Plasma
Protein A) e ainda da subunidade R da gonadotrofina coriénica humana (8-hCG do
inglés: human chorionic gonadotropin) (Binns e Hsu, 2002; Nussbaum et al., 2004;
Pennings et al., 2009).

Ecografia
Avaliagdo da translucéncia da nuca
Rastreio bioguimico de 1° Trimestre

Amniocentese
Biopsia do Trofoblasto
Cordocentese

|dade gestacional (Semanas)

Figura 5- Comparacdo do periodo de realizacdo dos testes de caracter
invasivo com 0s varios testes de caracter ndo invasivo (Adaptado Bartholdi,
2013)

Ja em relacdo ao rastreio bioquimico do 2° trimestre, € realizado a partir da 142,
tendo como objetivo, quantificar os valores da a-fetoproteina (AFP), inibina-A e
estriol ndo conjugado (UE3), para além das proteinas também quantificadas no rastreio
de 1° trimestre (Summers et al., 2007). Estas 3 proteinas apenas quantificadas durante
0 2° trimestre sdo consideradas biomarcadores importantes no calculo do risco do feto
ter alguma das trissomias mais comuns ou defeitos no tubo neural (Tabela 3) ( Binns e
Hsu, 2002; Pennings et al., 2009).

Os resultados provenientes da quantificacdo de proteinas no soro materno sao

combinados juntamente com o resultado dos outro exame ndo invasivo e idade
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materna, permitindo deste modo fazer a inclusdo da gravidez num de dois grupos:
grupo de risco elevado ou grupo de baixo risco. Esta divisdo ird mais tarde ser
fundamental para tomar a deciséo de realizagdo ou ndo de testes de DPN de caracter

invasivo.

Tabela 3- Associagdo entre os niveis de a-fetoproteina, estriol ndo conjugado e
gonadotrofina coriénica humana e o risco do feto ser portador de trissomias 21 ou 18 e
defeitos no tubo neural (Adaptado Nussbaum et al., 2004).

AFP uE3 B-hCG
Riscoaumentado de Sindrome de Down \l/ \l/ /[\
Trissomia do 18 \l/ \l/ \l/
Defeitos no tubo neural /I\ IN&o-aplicavel Nao-aplicavel

A principal desvantagem dos exames de rastreio sdo os falsos positivos,
situaces em que sdo identificados como casos de risco fetos que mais tarde se vém a
revelar saudaveis (Wapner et al., 2003).

A possibilidade de detecdo de individuos doentes recorrendo a testes nao
invasivos, varia tendo em conta o teste de rastreio e o trimestre na qual o teste é
realizado (Tabela 4).

Tabela 4- Valor da taxa de detegdo dos testes de rastreio (Fonte: Sociedade
Portuguesa de Obstetricia e Ginecologia, 2010)

Teste de rastreio Taxa de detecédo
Rastreio bioquimico de 1° trimestre +70%
Rastreio ecografico de 1° trimestre +75%
Rastreio combinado de 1° trimestre +85%
Rastreio bioguimico de 2° trimestre +65%
Rastreio integrado* +90%

*Envolve a medigdo da translucéncia da nuca, concentragdo da PAPP-A entre a 112
e 142 semana de gestacdo e ainda concentragdo da AFP, uE3, BHCG e inibina-A
entre a 15% e 20% semana de gestacdo
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1.1.4- Exames invasivos em DPN

Atualmente distinguem-se 3 métodos de DPN de caracter invasivo: a

amniocentese, a bidpsia do trofoblasto e a cordocentese (Figura 6). Todos tém em

comum a finalidade de obter uma amostra fetal para anélise citogenética ou genética,

sendo que a opcdo da realizacdo da técnica é baseada sobretudo nas semanas de

gestacdo da gravidez em questdo e nas indicagbes (Machado et al., 2012).

(A) Amniocentese

Ultrasound
probe

Amniotic fluid

Placenta

Fetal blood

Placenta

Umbilical cord

Uterine wall

(B) Biopsia do trofoblasto

—— Ultrasound
probe

Chorionic villi

Uterine wall O ““““““
\ Needle
Placentd — A\ W\ "9k _g
RE=<o Chorionic
Amniotic fluid —— .

villi

C) Cordocentese

—_— Fetal blood

& Umbilical vein
Umbilical

arteries

Ultrasound
probe

Figura 6- Testes de caracter invasivo utilizados no DPN (Binns e Hsu, 2002).

1.1.4.1- Amniocentese

A amniocentese foi pela primeira vez realizada no ano de 1952 com a

finalidade de diagnosticar a doenca hemolitica em pré-natal. Porém, no decorrer do

final da década de 60, comecou a ser utilizada com o objetivo de obtencdo de um

caridtipo fetal (Horger et al., 2001). E atualmente realizada, na maioria dos casos, a
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partir das 15 semanas de gestacdo de modo a que seja obtida uma amostra de liquido
amnidtico, que é por sua vez constituido por células que derivam da pele, rins, bexiga,
intestino e outros tecidos fetais (Rooney, 2001). Esta amostra de liquido pode ser
utilizada para a realizacdo de um cariétipo fetal a partir de células provenientes de
cultura celular (Nussbaum et al., 2004).

Relativamente ao procedimento, a amniocentese consiste na insercdo de uma
agulha na regido abdominal da mée, que sob a orientacdo ecografica atinge a cavidade
amnidtica. Neste local procede-se a uma aspiragdo de uma quantidade de liquido
amnidtico, que corresponde a cerca de 1 mL por cada semana de gestacdo (Horger et
al., 2001; Binns e Hsu, 2002).

Considerado atualmente como o teste de caracter invasivo do DPN mais
utilizado tem como principal complicacédo o facto de se encontrar associado a um risco

de aborto estimado entre 0,5 e 1% (Tongsong et al., 2000).

1.1.4.2- Bidpsia do trofoblasto

A biopsia do trofoblasto é outra das técnicas invasivas onde se procede a
colheita de uma amostra fetal, neste caso vilosidades coridnicas - CVS (do inglés:
Chorionic villus sampling), a partir de uma pequena amostra da placenta. E usada no
DPN desde a década de 70 e pode ser realizada entre as 11 e 12 semanas de gestacao
(Gardner e Sutherland, 2004).

A principal vantagem deste teste face a amniocentese é que a biopsia do
trofoblasto permite a obtencdo de resultados num periodo mais inicial da gravidez.
Porém, este teste encontra-se associado a um risco de aborto de cerca de 1%.
(Nussbaum et al., 2004). Além disso, esta técnica apresenta ainda outras limitac6es na
qual se destaca o risco elevado de haver contaminacdo materna e ainda problemas em

casos de existéncia de mosaicismo placentario (Antsaklis et al., 2002).

1.1.4.3- Cordocentese

O outro teste invasivo também utilizado no DPN é a cordocentese, cuja
metodologia se baseia na obtencdo de sangue fetal diretamente do corddo umbilical
através de orientacdo ecogréafica. E um tipo de teste realizado numa fase mais

avancgada da gravidez, entre as 20 e as 23 semanas de gestacdo, sendo considerado um
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método bastante mais arriscado comparativamente aos outros testes de carater invasivo
também utilizados no DPN (procedimento associado a uma perda fetal estimada entre
2 a 3 %) (Gardner e Sutherland, 2004). Esta técnica pode ainda ser utilizada como
forma de diagnosticar doencas hematoldgicas através da medicdo das variacdes de
determinados fatores sanguineos fetais (Binns e Hsu, 2002).

A cordocentese é frequentemente utilizada em casos dos resultados fornecidos
por outras técnicas ndo serem esclarecedores ou quando € necessario um diagnostico
mais rapido face as semanas de gestacdo e prazo legal para a interrupcdo médica da
gravidez (Wieacker e Steinhard, 2010).

Tabela 5- Caracteristicas das técnicas de DPN de caracter invasivo (Tongsong et al., 2000; Binns e Hsu,
2002; Nussbaum et al., 2004)

Amniocentese Bidpsia do Trofoblasto Cordocentese
Periodo de A partir da 152 semana de | A partir da 11* semana de | A partir da 20® semana de
realizacéo gestacdo gestacéo gestacéo
Risco associado | 0,5-1% 1% 1-2%
-Baixo risco de perda fetal
(comparativamente a -Possibilidade de ser realizada
outros procedimentos . numa fase mais tardia da
. . -Permite obter resultados numa .
Vantagens invasivos) fase mais precoce da gestago gravidez
-A possibilidade  de -Permite a obtencdo mais
contaminacdo materna é rapida do cari6tipo (3-4 dias)
bastante reduzida
-A  realizacgdo de um | -Problema associado ao | -Maior risco associado ao
cari6tipo  partindo  de | mosaicismo placentario procedimento
Desvantagens P ) - . R
liguido  amnidtico  é | -Risco elevado de | -Risco de  contaminagdo
demorada (10-14 dias) contaminagdo materna materna

1.2 - Tecnologias de Citogenética e Gendmica em Diagndstico
Pré-Natal

A andlise do cariotipo por bandagem GTG foi introduzida no DPN durante a
década de 60. Ao longo dos anos, aliado a um crescente desenvolvimento da ciéncia,
novas técnicas surgiram tais como: a técnica de FISH (do inglés: Fluorescence in situ
hybridization), a técnica de QF-PCR (do inglés: Quantitative fluorescence polymerase
chain reaction, a técnica do MLPA (do inglés: Multiplex ligation-dependent probe
amplification) e a técnica de aCGH (do inglés: Array comparative genomic

hybridization), tendo em comum a particularidade de aumentar a capacidade do DPN
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em detetar alteracBes cromossémicas que a citogenética convencional ndo tem
capacidade de detetar (Armengol et al., 2012).

1.2.1 — Citogenética Convencional

A Citogenética Convencional, aplicada no DPN a partir do ano de 1966 (Steele
et al., 1966), é um tipo de técnica relativamente simples que necessita de uma cultura
prévia da amostra a analisar, podendo esta ser de liquido amnidtico, vilosidades
coriénicas ou sangue fetal. As células sdo bloqueadas durante a metafase ou
prometafase, possibilitando uma andlise posterior do cari6tipo, normalmente por
bandagem GTG (Figura 7).
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Figura 7- Exemplo de um cariétipo humano obtido por bandeamento GTG
(Fonte: Laboratério de Citogenética e Gendmica da Faculdade de Medicina
da Universidade de Coimbra)

Na bandagem GTG os cromossomas sdo inicialmente desnaturados por acdo da
tripsina e renaturados na presenca do Giemsa, permitindo que 0S cromossomas
adquiram um padrdo de bandas especifico (Evangelidou et al., 2010; Maluf e Riegel,
2011).

Relativamente as vantagens deste tipo de técnica no contexto de DPN destaca-

se a capacidade de detecdo de alteragbes de tamanho superior a 3-5 Mb, tendo
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normalmente em conta a analise de um nimero de células superior a 20 (Machado et
al., 2012). A relacdo custo/beneficio associada a esta técnica e a capacidade de dete¢do
de alteracOes citogenéticas equilibradas e de mosaicos de baixa expressdo faz com que
seja considerada como tecnologia de primeira linha no DPN (De Jong et al., 2010;
Savage et al., 2011).

E de referir contudo que esta técnica é detentora de um certo nimero de
limitages tal como o intervalo de tempo que leva até emitir resultados (10-14 dias),
devido a necessidade de realizacdo de uma prévia cultura celular (Park et al., 2010) e a
impossibilidade de detetar alteraces de tamanho inferior a 3-5 Mb, que correspondem
a cerca de 15% das doencas genéticas (ACOG, 2009).

1.2.2 — Citogenética Molecular (Fluorescence in situ hybridization)

A técnica de FISH (Figura 8) surgiu por volta da década de 80, é uma
tecnologia de resolucdo superior, direcionada e com custos superiores quando
comparada com a citogenética convencional. Em caso de ser utilizada para fazer o
despiste das aneuploidias mais comuns, esta técnica tem a particularidade de nao
necessitar da realizacdo de uma cultura celular prévia, podendo ser concluida em 24
horas utilizando células em interfase. Por outro lado em caso do objetivo da aplicacdo
desta técnica ser a identificacdo da presenca ou auséncia de uma determinada regido
no genoma ha necessidade de realizacdo de uma cultura celular de modo a que a
andlise seja feita com as células bloqueadas em metafase. Em termos de metodologia,
permite com recurso a uma vasta gama de sondas fluorescentes, marcar regides do
genoma de relevancia clinica significativa, permitindo identificar alteragcdes como
microdeleces e microduplicagdes impossiveis de identificar por citogenética

convencional (Bishop, 2010).

Sendo atualmente a Unica tecnologia de DPN com capacidade de detecdo de
alteracdes equilibradas com tamanho inferior a 3-5 Mb, a técnica de FISH tem como
principais desvantagens o facto de ser uma técnica dirigida sendo necessaria uma

suspeita clinica precisa, de modo a que a técnica possa identificar a presenca ou
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auséncia da zona genémica associada a patologia suspeita (Binns e Hsu, 2002). Por
outro lado apesar do poder de resolucdo desta técnica ser superior ao da citogenética
convencional, é inferior a resolugdo atingida por outro tipo de técnicas como a técnica
de aCGH (Savola et al., 2007).

Figura 8- Andlise de anomalias cromossdmicas utilizando a técnica
FISH (Fonte: Laboratério de Citogenética e Genoémica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra)

1.2.3 — Biologia Molecular (Quantitative fluorescence polymerase chain
reaction)

A técnica de QF-PCR é uma técnica que se baseia na amplificacdo de regides
de interesse através da sua delimitacdo com primers marcados com fluorescéncia.
Tendo em conta que na fase de amplificacdo a quantidade de produto produzido é
proporcional a quantidade de sequéncia alvo inicial, esta técnica pode ser utilizada na
detecdo de aneuploidias. Os resultados s@o obtidos através de uma analise dos picos de
fluorescéncia emitidos pelos fragmentos amplificados, calculando os racios destes

mesmos picos utilizando a sua altura, area ou ambos (Langlois e Duncan, 2011).

Esta técnica tem como vantagens: necessitar de uma baixa quantidade de DNA,
ser sensivel a niveis de contaminacdo materna, ser uma técnica bastante automatizada
0 que faz com que se evitem erros associados a0 manuseamento, ser mais barata

quando comparado com a citogenética convencional e ter ainda um intervalo reduzido
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entre rece¢cdo da amostra biolégica e emissdo de resultados (Nicolini et al., 2004; Bui
et al., 2011; Langlois e Duncan, 2011).

Como desvantagens destacam-se a dificuldade ou impossibilidade de obtengéo
de resultados em situacOes de alteragdes equilibradas, mosaicismo ou presenca de
cromossomas marcadores (Nicolini et al., 2004).

1.2.4 - Biologia Molecular (Multiplex ligation-dependent probe

amplification)

A técnica de MLPA é uma tecnologia que envolve um método de quantificacdo
de variagdes no numero de copias no genoma. Apesar de ter a capacidade de detecéo
de alteragdes a escala de um Unico exdo, esta técnica ndo tem a capacidade de fazer
uma analise ao longo de todo o genoma. Tem ainda a particularidade de poder fazer
numa so reacdo a analise de um elevado nimero de sequéncias (40-45) (Willis et al.,
2012). Destaca-se ainda como vantagens necessitar de uma quantidade de amostra
biologica bastante reduzida (cerca de aproximadamente 20 ng de DNA), permitir a
emissdo de resultados num curto intervalo de tempo e ter uma boa relacdo
custo/beneficio (Diego-alvarez et al., 2007; Willis et al., 2012).

Em termos de desvantagens ndo deteta triploidias e anomalias estruturais
equilibradas; revela problemas de contaminacdo materna e ndo deteta trissomias
parciais em regides que ndo sdo abrangidas pelas sondas nem deteta mosaicos em

baixa percentagem (Willis et al., 2012).

1.3 — Tecnologias de microArrays

As variacdes existentes no genoma humano, que estdo na base da existéncia de
patologias genéticas podem ser provocadas por alteragdes num tnico nucleétido (SNV
do inglés: Single Nucleotide Variants) ou entdo por uma variacdo estrutural que afeta

um segmento maior, envolvendo um maior niamero de nucle6tidos, onde se incluem
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fendmenos como translocacfes, delecbes ou duplicagdes (CNVs do inglés: Copy
Number Variation) (Lupski et al., 2011). Dependendo do seu conteudo génico e
localizacdo, as CNV's podem ser avaliadas como benignas ou patogénicas, sendo que a
sua identificacdo se pode tornar particularmente Gtil na avaliacdo de alteragdes
fenotipicas tais como anomalias congénitas, alteracdes no desenvolvimento neuro
cognitivo, de onde se destacam, por exemplo, as alteracbes no espetro do autismo
(Wapner et al., 2012).

A sequenciagdo da quase totalidade do genoma humano e consequente avango
cientifico, fez com que sensivelmente por volta do ano de 2003 surgisse uma nova
tecnologia de diagndstico, os microarrays que revelaram uma grande capacidade de
identificacdo de alteracGes do niumero de cdpias a uma resolucdo nunca antes atingida
(Figura 9). Esta tecnologia baseia-se huma comparagdo entre 0 genoma da amostra do
doente com uma amostra controlo, permitindo identificar alteragbes de tamanho
reduzido (50 a 100 Kb) (Scott et al., 2013) e impossiveis de identificar por
citogenética convencional. Além disso, esta técnica de diagnostico tem ainda a
particularidade de poder fazer a analise ao longo de todo o genoma (Tachdjian, 2009).
Porém, esta particularidade acabou por se tornar numa das limitacdes desta tecnologia,
face a identificacdo de alteracdes em regides cujo significado clinico permanece
desconhecido, denominadas VOUS (do inglés: variant of uncertain significance),
tornando impossivel fazer uma relacdo entre genétipo e fenotipo nestes casos
(Armengol et al., 2012).

Além da técnica de aCGH existe ainda uma outra plataforma de array, o SNP
array (do inglés: Single nucleotide polymorphism arrays), que permite por sua vez a
detecdo de SNVs (do inglés: Single nucleotide variants) por comparacdo com
genomas referéncia. Atualmente ambas sdo utilizadas no diagnéstico de doencgas em
individuos com atraso mental, anomalias congénitas mdaltiplas, distarbios
neuropsiquiatricos, alteracbes do espectro do autismo, entre outras (Wiszniewska et
al., 2014).
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Figura 9- Comparacdo do ano de aparecimento de algumas das tecnologias de diagndstico
(Fonte: Adaptado de Bartholdi, 2013)

1.3.1 — Comparative Genome Hybridization Array

A tecnologia de aCGH corresponde a um teste onde se procede a uma
comparagdo do genoma em analise com um genoma controlo, através da marcacao de
ambos com fluorocromos de diferentes cores vermelho — Cianina 5 (Cy5) e verde —
Cianina 3 (Cy3) (Figura 10). Apo0s a marcacdo de ambas as amostras segue-se uma
hibridizacdo competitiva entre 0 DNA de ambas as amostras com sondas especificas
representantes do genoma humano que estdo dispostas numa lamina. Hoje em dia
existem mais de 1,000,000 de fragmentos representativos do genoma disponiveis

comercialmente para poderem ser utilizados neste teste (Zuffardi et al., 2011).

Esta plataforma de array pode ser realizada utilizando dois tipos de sondas
diferentes: sondas de BACs (do inglés: bacterial artificial chromosomes) com um
tamanho variavel entre 80 e 200 pb ou sondas de oligonucledtidos que tém um
tamanho entre 25-85 pb (Shaffer e Bui, 2007). A utilizacdo de oligonucledtidos € tida
como mais vantajosa para a realizacdo desta tecnologia devido ndo s6 a existir um
maior numero destas sondas disponiveis comercialmente como também devido ao
namero de sequéncias repetitivas ser mais baixo, possibilitando uma maior exploracéo
de zonas com maior relevancia clinica e permitindo ainda obter melhores parametros
de qualidade, o que facilita e d4 maior confianca ao processo de analise dos resultados
(Bietal., 2008).
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Figura 10- (A) Hibridizagdo competitiva da amostra teste e amostra controlo
marcadas com diferentes fluorocromos e andlise do ganho ou perda de DNA
por parte da amostra teste (B) Varias etapas da realizacdo da tecnologia de
aCGH (Adaptado de Tachdjian, 2009)

Numa placa de array estdo fixas um conjunto de sondas conhecidas. As duas
amostras (controlo e doente) marcadas com os diferentes fluorocromos véo hibridizar
com as diferentes sondas, sendo responsaveis em caso de hibridizagdo pela emisséo de
diferentes padrdes de cor, sendo esta emissdo detetada por um scanner. Posteriormente
as intensidades de fluorescéncia detetadas séo analisadas por um software que permite
a comparagdo da amostra com o controlo. A partida, se a amostra em estudo for
marcada com fluorocromos de cor verde e a amostra controlo de cor vermelha, a cor
verde emitida por uma determinada sonda ird demonstrar o ganho de DNA por parte
da amostra em andalise. Em oposicao a cor vermelha € representativa de uma perda de
DNA desta mesma amostra. Por sua vez a cor amarela indica uma hibridizacéo igual
por parte de ambas as amostras em analise o que indica similaridade entre o nUmero de
cdpias do controlo e o caso em estudo (Park et al., 2011; Hillman et al., 2012).

Tendo como principal vantagem a sua enorme capacidade de resolucéo,
responsavel pelo aumento da capacidade de diagndstico e permitindo
consequentemente a detecdo de alteracGes submicroscopicas com tamanho inferior a
3-5 Mb, 0 aCGH destaca-se também pelo curto espaco de tempo que demora até emitir
resultados, cerca de 4 a 7 dias, consequéncia de ndo ser necessaria a realizacdo de
cultura de células (Bi et al., 2008). Além disso, outro fator importante no aCGH é a
capacidade de estudo em simultaneo de milhares de regies gendémicas numa unica

analise (Machado et al., 2012). Estas vantagens revelardo ter grande impacto no
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diagndstico pos-natal devido por exemplo a terem capacidade de detetar anomalias
genéticas em 10% de doentes com cariotipo normal e com atraso mental (Sagoo et al.,
2009). Numa outra abordagem estas particularidades do aCGH fazer uma andlise geral
do genoma possibilita fazer a associacdo entre variagcOes existentes no genoma e
manifestacdes fenotipicas, permitindo a identificagdo de novas sindromes genéticas
que até ao momento ndo estejam descritas (ACOG, 2009).

Porém, tal como todos os testes de diagnostico, também o aCGH possui
desvantagens. Sendo uma técnica mais precisa e complexa, necessita de um suporte
econdmico superior em relacdo a outros testes, causando uma divergéncia de opinies
face a sua integragio como parte do DPN. E ainda de referir que esta técnica nio
permite detetar alteragdes equilibradas (tais como translocacfes ou inversdes no
genoma), apresentando ainda limitacGes quando se trata da anélise de uma amostra que
apresente um grau de mosaicismo abaixo de 30% (Novelli et al., 2012), e poliploidias
(Park et al., 2010).

A outra grande desvantagem do aCGH verifica-se quando o resultado aponta
para alteracbes em regides do genoma cuja relevancia clinica ainda se encontra
desconhecida. No entanto de forma a que este problema seja ultrapassado ha uma
tentativa de fazer uma analise de uma forma mais dirigida, dando mais importancia a
zonas genomicas cuja variacdo se encontra associada a alteragdes fenotipicas. (Savage
et al., 2011; Wiszniewska et al., 2014).

1.3.2 — Comparative Genome Hybridization Array como teste de

primeira linha no diagnostico pos-natal

Atualmente 0 aCGH ¢é considerado como tecnologia de primeira linha na
analise de doencas genéticas no diagnostico pds-natal, nomeadamente em casos de
atraso mental, dismorfismo, anomalias congénitas mualtiplas e perturbacdo do espetro
autista (Ahn et al., 2010).

A utilizacdo do array no pés-natal tem a finalidade de identificacdo de
alteracdes no niumero de cépias da qual o doente é portador fazendo ao mesmo tempo
uma associacdo entre elas, 0s genes e possiveis sindromes associadas através da

recorréncia a diferentes bases de dados informaticas como a OMIM (do inglés: Online
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Mendelian Inheritance in Man) e DECIPHER (do inglés: Database of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources) (Ahn et al., 2013).

Num estudo realizado por Miller e colaboradores, no ano de 2010, foi feita a
revisdo bibliogréfica de 33 estudos contendo um total de 21,698 pacientes, avaliando a
importancia e vantagem que o array possuia no diagnostico pds-natal em relacdo a
citogenética convencional, onde concluiram que o array era responsavel por um
aumento da capacidade de diagnostico estimado entre 15 e 20%. Estes valores foram
considerados relevantes e significativos e levaram o Consércio do ISCA (do inglés:
International Standard Cytogenomic Array) a propor uma nova estratégia de
diagndstico clinico (Figura 11), onde o array figura como tecnologia de primeira linha
na analise de doentes com atraso mental/deficiéncia intelectual, perturbacGes do

espectro do autismo e malformacdes congénitas (Miller et al., 2010).

Clinical Genetic Testing: Patients with unexplained DD, MCA, ASD*

—_—
Chromosomal
NORMAL | S——— A —_— | ABNORMAL
+ No clinically significant icroarray - Targeted, clinically relevant
copy number change —_— region or gene
l « Known benign CNVs l + Backbone region (size, gene content)
Further clinical evaluation Variant of
and .tesllng, as indicated: Uncertain Clinical
« fragile X testing Significance (VOUS)
= single gene lests
- other molecular test panels
1 Follow-up Analysis:
e « Proband: Confirmation, if needed (FISH, G-band,
Parental samples required . b i e
for clinical interpretation Mechanism (FISH, G-band)
+ Parents: Inherited or de novo
(FISH, Array, gPCR, MLPA) \ Recurrence risk [RR] (FISH, G-band)
PARENTAL RESULTS: da novo Inherited de novo
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parent, parent, carrier parent, parent carner
unaffected affected parent unaffected affected parent
{reduced
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LOWRR VARIANT INCREASED RR LOW RR

* Excludes patients with i v (e.g., Down sy }, family history Tast E Final :
of a chromosomal rearrangement or multiple miscarriages result

Figura 11- Nova estratégia de decisdo de diagnéstico pés-natal de individuos com atraso
no desenvolvimento (DD: do inglés developmental delay), perturbacdes do espectro do
autismo (ASD: do inglés autism spectrum disorders) e malformagdes congénitas
multiplas (MCA: do inglés multiple congenital anomalies) apds introdu¢do do aCGH
como tecnologia de primeira linha no diagndstico pés-natal (Miller et al., 2010).
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1.4 - Implementacdo do Comparative Genome Hybridization

Array no Diagnostico pré-natal

Nos ultimos tempos tem-se verificado uma enorme divergéncia de opinides por
parte dos laboratorios de diagndstico, face a introdugdo do aCGH como tecnologia de
DPN. Apesar de um elevado numero de estudos revelar uma enorme vantagem de
resolucdo do aCGH face a andlise por citogenética convencional, ndo existem
atualmente guidelines consensuais que possam apoiar a ideia de que 0 aCGH deva ser
aplicado no DPN em casos de gestacOes pertencentes ao grupo de risco elevado (De
Jong et al., 2013). Outras probleméaticas que sdo apontadas em varios artigos
colocando em duvida a utilidade do array em DPN, sdo as limitacfes de interpretacdo
desta técnica em relagdo as VOUS e incapacidade de identificacdo de alteragcdes
equilibradas, que correspondem a cerca de 6% das anomalias genéticas (Warburton,
1991). Porém, existe atualmente uma tentativa de ultrapassar a limitacdo relacionada
com as VOUS, através da utilizacdo de uma estratéegia de aCGH de forma mais
direcionada a regifes de maior importancia clinica, em substituicdo da estratégia de
analise total do genoma. Esta estratégia baseia-se na reducdo da resolucdo através do
uso de menos sondas de array que faz com que a analise seja limitada a zonas cuja

importancia clinica ja se encontra estabelecida (De Jong et al., 2013).

Um exemplo de um estudo que revela a utilidade da técnica de aCGH em caso
de ser introduzida no DPN, foi publicado no ano de 2012 por Wapner e colaboradores.
Utilizando um total de 4000 casos com cariotipo normal, verificou-se que o aCGH
detetou CNVs clinicamente significantes em 6% dos casos com indicacdes de
anomalias ecograficas e em 1,7% dos casos com indicacfes de idade materna
avancada (Wapner et al., 2012). A utilidade do aCGH em DPN também é demonstrada
num estudo publicado em 2013 por Manolakos e colaboradores, na analise de casos
com Sindrome de delecdo do braco longo do cromossoma 4. Nestes casos verifica-se
que o uso de aCGH além de revelar mais informacgdes acerca do fragmento perdido,
como tamanho e genes envolvidos (informacdes ndo reveladas pela citogenética
convencional), pode ainda ser Util em caso de discordancia entre citogenética

convencional e dados provenientes do exame ecografico (Manolakos et al., 2013).
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Por outro lado, a integracdo da tecnologia de aCGH como parte do DPN, ir4
provocar alteracdes na estratégia de decisdo de DPN. Como tal é necessario reformular
esta estratégia determinando quais as tecnologias de Citogenética e Biologia
Molecular a utilizar em DPN e qual delas deve ser usada em primeira linha.

Em 2009, num artigo de opinido publicado pelo ACOG (do inglés: American
Congress of Obstetricians and Gynecologists) é defendido que a citogenética
convencional € a técnica que revela maior capacidade para ser usada em primeira linha
em DPN, devido ao aCGH em certos casos fornecer resultados de impossivel
interpretacdo que podera contribuir para uma diminuicdo da confianca do DPN. Porém
é de destacar que este mesmo Comité neste artigo de opinido refere que 0 aCGH pode
ser utilizado como complemento Util na interpretacdo de casos que revelam
discordancia entre os resultados provenientes da citogenética convencional e
ecografia. (ACOG, 2009). Esta mesma opinido também é defendida pela Sociedade
Italiana de Genética Humana que salienta que o aCGH poderd ser um bom
complemento do DPN em caso de utilizacdo como tecnologia de segunda linha e como
tal ndo deve ser utilizado em substituicdo da citogenética convencional (Novelli et al.,
2012).

Em oposicdo as conclusdes destes estudos encontra-se um estudo realizado no
ano de 2011 por Armengol e colaboradores, onde fazem uma analise em paralelo de
906 amostras utilizando as técnicas de citogenética convencional, QF-PCR, MLPA e
microarray. Estas amostras apresentavam as indicacdes de anomalias detetadas por
exame ecografico, exame bioquimico positivo, histérico familiar com casos de
patologias genéticas, idade materna avancada (neste caso superior a 37 anos de idade)
e ainda outro tipo de indicagdes como suspeita de infecdes virais e ansiedade materna.
Como conclusdo, estes autores afirmam que apesar das limitacbes associadas a
problematica das VOUS e apesar do aumento dos custos econdémicos associados ao
DPN a técnica de array apresenta uma capacidade de detecdo de alteracGes com
consequéncias fenotipicas superior a qualquer uma das outras técnicas utilizadas em
DPN (Tabela 6) e como tal devera ser integrada como tecnologia de primeira linha de
DPN em substituicdo da atual combinacdo entre a citogenética convencional e QF-
PCR ou FISH (Armengol et al., 2012).
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Em 2013 em novo artigo de opinido ao contrario daquilo que defendia em
2008, a ACOG recomenda agora o uso de aCGH em substituicdo da citogenética
convencional em casos onde tenham sido identificadas uma ou mais anomalias durante
a realizacdo do exame ecografico, restringindo a utilizacdo deste teste de elevada
resolucé@o apenas em casos de indicacdes de idade materna avancada (ACOG, 2013).

Tabela 6- Resultados de um estudo de comparacdo da capacidade de detecdo de alteracGes com
consequéncias fenotipicas utilizando as técnicas de citogenética convencional, QF-PCR, MLPA e
microarrays (CMA do inglés: Chromosome MicroArray) (Armengol et al. 2011).

Indication Number of Alterations with Detection method
mmdications phenolype: \.n-uu'qur:u'cx* -
QF-PCR CMA Karyolype MLPA
Abaormal wltrasouwnd 173 23(1335) IEX (1] X2 (D) 16 (65 1252
Biochemical screcning 235 12 i5.5) (R ] 12 i 1N} Il 2y 12 (106}
Famaly hostory 143 Bi55 113} B o 1dh) 5(62) 5 (62)
Advanced matemal age 273 11 {400 6 (55) [NRLLL B{T3) 7 (64)
Onher 20 2 (10 2 ilnm 2 10 2 { 1Dy 2 (10
'.[.nu,-:u.:l.-l:un,-l:} i 1 (1.7} 0 (0 (R LL] LI L] | 1Ny
Total mumber M 57 KERTH] 6 (0R) 42 (T 19 (68)
37 1.6% [ War L. 4.3%

* AlteracGes identificadas no genoma que revelam por analise bibliogréfica terem consequéncias
fenotipicas

1.4.1 — Problematica da implementacdo do Comparative Genome

Hybridization Array no diagndéstico pré-natal

1.4.1.1 — Problemas éticos e econémicos

A introducdo do aCGH como parte de DPN suscita o levantamento de alguns
problemas de ética que poderdo ser considerados como limitacGes desta tecnologia
neste contexto. De entre estes problemas destaca-se a divida acerca de quais das
informacGes obtidas pelo resultado do aCGH devem ser transmitidas a familia e ainda
a relacdo custo beneficio.

A elevada resolucdo desta técnica como ja foi referido anteriormente pode ser
benéfica para o DPN identificando certo tipo de sindromes impossiveis de identificar
por outras técnicas também utilizadas em DPN. Porém, esta resolucdo pode fazer com
que em certos casos sejam emitidos resultados que ndo estejam diretamente

relacionados com o DPN. Como exemplo temos a identificagdo de marcadores
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genéticos que revelem uma maior suscetibilidade para o feto em questdo vir a
desenvolver uma determinada doenca numa fase mais adiantada da sua vida, como por
exemplo o cancro. Neste caso o resultado de DPN podera estar na base da interrupcao
de uma gravidez de um individuo que poderia ser saudavel (ACOG, 2008).

Outra problemaética é o custo econdmico que esté associado a realizacdo desta
técnica. Analisando os precos da tabela do Instituto de Gestdo Informatica e
Financeira da Salde, a realizacdo da cultura e posterior analise por citogenética
convencional de qualquer amostra fetal quer ela seja de liquido amnidtico ou
vilosidades coridnicas, tem um custo econémico cerca de 5 vezes menor do que 0
custo que implica a realizacdo do protocolo de extracdo de DNA seguido da analise
por aCGH (Diario da Republica, 2014).

Esta elevacdo dos custos econdmicos apresenta-se como mais um dos fatores
que dificulta a introducdo do array no DPN de tal forma que torna necessario o

aparecimento de um maior numero de estudos que explorem a relacéo custo/beneficio.

1.5 — Perspetivas futuras em diagnéstico pré-natal

Recentemente surgiu uma nova estratégia em DPN - os Testes de Pre-Natal
N&o Invasivos (Figura 12), que se baseiam num isolamento e recolha de DNA fetal
livre contido no sangue materno, de modo a proceder a uma posterior analise
gendmica recorrendo a uma sequenciacdo em paralelo do genoma fetal (Binns e Hsu,
2002; Benn e Cuckle et al., 2013).

Os Testes Ndo Invasivos no DPN tém sido alvo de um elevado nimero de
estudos, com vista a validacdo da sua capacidade em detetar as aneuploidias mais
comuns (Benn e Cuckle et al., 2013; Fairbrother et al., 2013). Como principal
vantagem desta estratégia destaca-se a capacidade de ultrapassar as desvantagens do
risco que a execucdo dos testes invasivos provocam no feto, sobretudo a perda fetal

relacionada com o seu procedimento (Swanson et al., 2013).
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MATERNAL BLOOD
SAMPLE

C (IS

FETAL CELL-FREE DNA

% W 0
MATERNAL AND § )@g

CELL-FREE DNA CCCTTAGCGCTTTAACGTACGTAAAACCCTT
SEQUENCED VIA AACGTACGTAAAAACGGGGTCAAAGGTTCCC
MASSIVELY PARALLEL GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAAACTT

SEQUENCING (MPS) GAATCGATGCCCAAACGGGGTCAAAGTTCCC

ALIGNMENT AND P —
COUNTING C 1N
ases

Chromosome 21 Chromosome 21
No Aneuploidy Aneuploidy

Figura 12- Exemplo de uma das metodologias utilizadas em testes de
Pré-Natal Nao Invasivo para identificacdo de trissomia 21. A analise
parte de uma amostra de sangue materno de onde se isola 0 DNA fetal
que por sua vez é sequenciado e alinhado de modo a identificar a
presenca ou ndo de aneuploidia (Swanson et al., 2013).

Diferentes sociedades cientificas de onde se destacam a Sociedade
Internacional de Diagnéstico Pré-Natal, a Sociedade Nacional de Conselheiros
Genéticos, Comité Americano de Obstetricia e Ginecologia e a Sociedade de Obstetras
e Ginecologistas do Canada, apresentam opinifes semelhantes acerca do impacto que
esta nova técnica possa vir a ter assim que introduzida no DPN. Todas sugerem que
este novo teste podera adquirir uma importancia relevante no contexto do DPN, em
casos no qual o feto apresenta um elevado risco de vir a ser portador de aneuploidias
devido aos excelentes indices de sensibilidade e especificidade que apresenta.
Reportando a estudos de eficacia desta técnica, salienta-se que a mesma tem
apresentado uma capacidade de detecdo das trissomias mais comuns, em grupos de
alto risco de serem portadores desta patologia, com uma eficacia bastante elevada
(ACOG, 2012).

Quando comparado com a amniocentese, este novo teste demonstra a vantagem
de poder emitir resultados numa fase mais precoce da gravidez, derivado da maior
parte do DNA fetal ter origem na placenta e como tal pode ser detetado na corrente
sanguinea materna a partir das 7 semanas de gestacdo (Bianchi, 2004; Edlow e
Bianchi, 2012). Por outro lado apresenta as desvantagens de ter uma precisdo

ligeiramente inferior quando comparado com os testes de caracter invasivo, emite
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resultados pouco claros devido a problemas de mosaicismo e ainda falsos positivos.
Embora muito promissores, estes testes encontram-se ainda em fase de validagdo e

definicdo quanto as indica¢Bes na qual devera ser realizado (Swanson et al., 2013).
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OBJETIVOS
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Selecionar e otimizar uma estratégia que permita a obtencdo da maxima
quantidade de DNA de qualidade, a partir de liquido amniotico direto, para

aplicacdo em aCGH.

Determinar as variantes experimentais que dificultam a andlise de resultados

em alguns ensaios de aCGH.
Determinar o volume minimo de liquido amnidtico necessario para a realizacao
de um ensaio de aCGH, tendo em conta o periodo de realizacdo da

amniocentese.

Validacdo das otimizacOes realizadas em casos de aCGH no DPN.
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MATERIAIS E
METODOS
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3.1 — Material Biologico

As 16 amostras de liquido amnidtico e uma vilosidade coridnica utilizadas no
decorrer deste estudo foram recebidas no Laboratdrio de Citogenética e Gendmica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra entre Setembro de 2013 e Maio
de 2014, com as indica¢cdes/motivos para estudos citogenéticos de acordo com a
Tabela 7. Além destas amostras foram ainda utilizadas 6 amostras de sangues
periféricos, uma bidpsia de pele e ainda 11 culturas celulares de liquido amniético, de
forma a validar varias etapas do procedimento.

Tabela 7- Amostras utilizadas na realizacdo deste estudo e indicacdes clinicas para a realizagdo de estudos
citogenéticos.

Liquidos amniéticos Vilosidades
Fibroblastos | | o I Sangues
coridnicas
Diretos I Cultura I
LA524/12 | D | LA774/12 | B Fb33/13 B CV5/14 C S687/13
LA530/13 | B LA30/13 B S941/13
LA531/13 | B | LA759/13 | B S996/13
LA551/13 | B LA94/14 | A S291/14
LA647/13 | B | LA114/14 | D S293/14
LA648/13 | B | LA115/14 | A S314/14
LA729/13 | F | LA123/14 | D
LA759/13 | B | LA125/14 | D
LA21/14 | A| LAL138/14 | A
LA70/14 B | LAL46/14 | A
LA87/14 B | LA147/14 | G
LA136/14 | B
LA141/14 | A
LA252/14 | E
LA272/14 | C
LA340/14 | B

Legenda: I-IndicacBes clinicas para a realizagdo estudos citogenéticos; A-ldade materna avancada; B-
Malformacdes ecogréficas; C-Sinais ecogréficos de alerta; D-Rastreio bioquimico positivo; E-Progenitor
portador de cromossomopatia; F-Indicacdo para realiza¢do de estudos moleculares; G- Outros (infegdo materna
por microorganismo. Ex: toxoplasmose, rubéola...)
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3.2 — Metodologias para a extracdo de DNA

A qualidade da amostra de DNA é um fator de extrema importancia na
realizacdo de qualquer estudo molecular. No caso particular do aCGH, e tendo em
conta a elevada sensibilidade desta técnica, a baixa qualidade da amostra de DNA ir&
ter como resultado a impossibilidade de analise do resultado final, impedindo desta
forma a identificacdo das alteracfes presentes ao longo do genoma em anélise. Além
disso a realizagdo da técnica de aCGH implica ainda uma razoavel quantidade de DNA
na amostra, que devera ter uma concentracao superior a cerca de 30-40 ng/uL.

A obtencdo de DNA em quantidades suficientes para uso em investigacao
genética, partindo de amostras de liquido amniético foi protocolizado por Bianchi e
colaboradores no ano de 2001 (Bianchi et al., 2001).

A metodologia seguida na extracdo de DNA partindo de liquidos amnioticos,
bidpsias do trofoblasto e bidpsias de pele no Laboratorio de Citogenética e Gendmica
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra é o ‘High Pure PCR Template
Preparation Kit’ (Version 20, Roche Diagnosis GmbH, Mannheim, Germany)
(Protocolo da Roche®). Apds uma consulta bibliografica em artigos onde se procedia
a extracdo de DNA partindo de amostras de liquido amniotico (Tabela 8), efetuou-se a
selecdo de outro protocolo de extracdo de DNA, para através de uma comparagao com
0 Protocolo da Roche®, poder averiguar qual dos mesmos garantiriam melhores
valores da quantidade e qualidade de DNA para posterior aplicacdo em aCGH. O
protocolo selecionado foi o QlAamp DNA Blood Midi Kit (Qiagen) (Protocolo da
Qiagen®).
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Tabela 8- Avaliacdo bibliogréafica dos métodos de extracdo de DNA utilizados em estudos reportados de
aCGH em DPN.

Estudo Protocolo de extragdo de DNA

Bi et al., 2008 QlAamp DNA Blood Midi Kit (Qiagen)

QlAamp DNA Blood Midi Kit (com

Van den Veyver et al., 2009 . )
alteracOes) (Qiagen)

Park et al., 2010 Gentra Puregen Cell kit (Qiagen)

Fiorentino et al., 2011 QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)

QlAamp DNA Blood Midi Kit (com

alteracOes) (Qiagen)

Breman et al.,2012

Rooryck et al.,2013 Wizard manual kit (Promega)
) QIAmp DNA Mini kit (com alteraces)
Mosca-Boidron et al.,2013 )
(Qiagen)
Vestergaard et al.,2013 QIlAamp DNA Mini kit (Qiagen)

A fase inicial deste estudo envolveu a otimizacdo de algumas etapas de ambos
os protocolos comerciais de extracdo, validando as alterages no protocolo original,
fornecido pelo fabricante, atraves da avaliagdo da quantidade/qualidade do DNA final
por espectrofotometria através de um NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
Wilmington, USA). Apos otimizacdo dos protocolos procedeu-se a comparagdo das
amostras de DNA obtidas por ambos os protocolos através de espetrofotometria e
aCGH.

3.3- Quantificacdo da amostra por espetrofotometria

A amostra de DNA foi quantificada recorrendo ao NanoDrop 1000 (Thermo

Scientific, Wilmington, USA) utilizando somente 1,5 pL de amostra total.

Este aparelho permite fazer a medicao da absorvancia a 230 nm, 260 nm e 280
nm que correspondem, respetivamente, ao pico de absorcdo de radiacbes ultravioleta
de contaminantes organicos, de DNA e de proteinas. A medicdo destes permite atraves
estimar o valor da concentracdo de DNA através de uma aplicacdo da lei de Lambert-

Beer:
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Abs 260 X Coeficiente de extingao

DNA L=
| Ing/u Altura da coluna criada no espetrofotometro

Segundo esta lei a concentragdo do DNA (ng/uL) € dada pela razdo da
absorvancia a 260 nm (pico de absor¢do da radiacdo ultravioleta do DNA de cadeia
dupla) e coeficiente de extingdo (que para 0 DNA de cadeia dupla é igual a 50
ng.cm/uL), dividida pela altura da coluna criada no espetrofotometro, que neste caso e
de 1 cm.

Além disto os valores da absorvancia a 230 nm e 280 nm, também medidos
pelo espectrofotometro permitem através do calculo da razéo da absorvancia 260/280
nm estimar a contaminagdo da amostra com contaminantes proteicos ou fenolicos e
ainda com RNA (valores da razdo da absorvéancia 260/280 nm abaixo de 1,8 indicam
contaminacdo proteica ou fenolica e valores acima de 2,0 indicam contaminagdo com
RNA). Por outro lado a razdo da absorvancia 260/230 nm permite detetar se a amostra
contém contaminantes organicos, visivel caso o valor desta razdo seja inferior a 2,0
(Clark et al., 2001).

3.4 — Protocolo da Roche®

Faz-se uma centrifugacdo inicial da amostra de liquido amniético a 2000x g,
durante 5 minutos, de modo a que haja uma concentracdo do DNA fetal no pellet.
Ap0s a remocao do sobrenadante, segue-se uma homogeneizacdo do pellet em 200 pL
de tampdo de lise (constituido por: 4M de ureia, 200 mM de tris, 20 mM NacCl,
200mM EDTA, pH 7,4) e transferéncia desta mistura para um tubo. De seguida
procede-se a uma adicdo de 40 uL de proteinase K [20 mg/mL] e 200 pL de binding
buffer (constituido por: 6M guanidina — HCI, 10mM de ureia, 10mM de tris-HCI, 20%
de triton X-100 (v/v), pH 4,4) e a amostra é colocada no banho, a 70°C durante 10

minutos. A precipitacdo do DNA é realizada com 100 pL de isopropanol absoluto, a -
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20°C, e de seguida € feita uma lavagem da amostra com 500 pL de solucdo
removedora de inibidores (constituido por: 5 M de guanidina-HCI, 20 mM de tris-HClI,
pH 6,6 a solucdo inicial de 33 mL a qual é adicionado 20 mL de etanol absoluto) e
duas lavagens com 500 pL de tampéo de lavagem (constituido por: 20 mM de NaCl,
2mM de tris-HCI, pH 7,5 a solucéo inicial de 20 mL a qual é adicionado 80 mL de
etanol absoluto). Finalmente a amostra final de DNA é eluida para o interior de um
novo eppendorf com 100 pL de tampéo (constituido por: 10 mM de tris-HCI, pH 8,5)
a uma temperatura de 70°C (Manual de instrucdo High Pure PCR Template
Preparation Kit, Versdo 20, Outubro de 2012)

3.4.1 — Otimizacgao do Protocolo da Roche®

O processo de otimizacdo deste protocolo envolveu apenas a introducdo de
uma etapa adicional, que consistiu na realizacdo de uma pré-digestdo a 55°C durante

30 minutos, logo apds a adicdo de proteinase K (Figura 13).

Protocolo Standard: proteinase K + binding buffer ———  Digestdo de 10 minutos a 70°C

Protocolo Otimizado:  proteinase K _— Pré- Digestdo de 30 minutos a 55°C

binding buffer ———— Digestdo de 10 minutos a 70°C

Figura 13- Esquema ilustrativo da alteracéo testada em relagdo ao protocolo standard.

3.5 — Protocolo da Qiagen®

Segundo instrucbes fornecidas pelo fabricante, em caso da amostra inicial ser
sangue, o Qiamp DNA Blood Midi kit, deve ser aplicado partindo de um volume entre

0,3 mL e 2 mL. Em caso do volume da amostra ser inferior a 0,3 mL ou superior a 2
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mL deve ser utilizado o Qiamp DNA Blood Mini kit ou 0 Qiamp DNA Blood Maxi kit,

respetivamente.

Se a amostra for de liquido amni6tico, deve-se proceder a uma centrifugacéo
inicial sequido de uma lavagem com 2 mL de PBS. A amostra foi transferida para um
novo tubo de 15 mL onde ¢ adicionado 200 pL de proteinase K [20 mg/mL] e 2,4 mL
de tampdo de lise (tampdo AL). Apoés esta adicdo o tubo é invertido dez vezes e
agitado vigorosamente durante cerca de um minuto de modo a que o preparado seja
homogeneizado. De seguida o tubo é colocado no banho a 70°C durante 10 minutos.
Ao fim deste intervalo de tempo é adicionado 2 mL de etanol (96-100%) a temperatura
ambiente e o tubo é novamente homogeneizado. A solucdo é transferida em duas
etapas realizadas separadamente para uma coluna de lavagem, de modo a que o DNA
contido na solucdo fique retido na coluna de lavagem. Apos centrifugacdo de metade
do preparado anterior a outra metade de amostra é colocada na coluna e centrifugada
novamente. Segue-se uma lavagem do DNA com 2 mL de tampé&o de lavagem AW1 e
com a mesma quantidade de tampéo de lavagem AW2 procedendo-se apds adicdo de
cada tampéo de lavagem a uma centrifugacdo de 4500 x g durante 1 minuto apds o
AW1 e 15 minutos apos adi¢do do tampdo AW2. No final a amostra é eluida em 300
ML de tampdo a temperatura ambiente (Manual de instrucdo QIAamp® DNA Blood
Midi/Maxi Handbook, 3? edi¢do, Junho 2012).

3.5.1 — Otimizacao do Protocolo da Qiagen®

Apos a aplicacdo do protocolo standard verificAmos que os parametros de
quantidade/qualidade do DNA extraido a partir de liquido amniético direto ficavam

aquem do desejado, pelo que foi necessario otimizar algumas etapas:

(1) Diminuicdo no volume de eluicdo final (300 pL para 100 pL) e (2)
introducdo de uma etapa de pré-digestdo a 55°C, durante 30 minutos, logo apos a

adicdo de proteinase K, tal como fora testado no Protocolo da Roche® (Ver 3.4.1).
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3.6 — Protocolo de concentracéao e purificacdo DNA - Clean
Concentrator kit (Zymo Research, CA)

Aplicando o DNA extraido, pelos protocolos comerciais otimizados numa
plataforma de aCGH verificou-se, em certos casos a impossibilidade de obtengdo de
resultados conclusivos devido a quantidade do DNA, mesmo em casos em que a
amostra indicava indices de quantidade/qualidade aceitaveis no NanoDrop. Noutros
casos, 0 protocolo de extracdo ndo permitia, por si s6, obter concentracbes de DNA
suficientes para aplicacdo em array.

Na tentativa de contornar estes problemas foi testada a utilizagdo de um
protocolo de concentracdo e purificacdo de DNA que, além de concentrar a amostra,
permitia recuperar amostras que inicialmente ndo tinham apresentado valores de
pureza que permitissem a realizacdo de array. A metodologia adotada foi 0 DNA
Clean Concentrator kit (Zymo Research, CA) (Protocolo da Zymo®) (Bi et al., 2008).

De acordo com o fabricante, a primeira fase deste protocolo corresponde a
adicdo de binding buffer (constituido por: hidrocloreto de guanidina, pH 4,5 — 6) a
amostra numa propor¢do de 2:1 tendo em conta a quantidade de amostra que ira ser
concentrada. Seguiu-se uma lavagem da amostra, por duas vezes, com 200 uL de
tampao de lavagem (constituido por: tris (C4H11NO3), acido cloridrico (HCI), EDTA,
pH 8) e eluicdo final com um volume de tampéo (constituido por: tris (C4H11NO3),
acido cloridrico (HCI), EDTA, pH 8) de 6 a 10 uL a temperatura ambiente. Entre cada
um destes passos procede-se ainda a uma centrifugacdo a uma velocidade superior a
10,000 x g, durante 30 segundos (Manual de instrucdo Genomic DNA Clean &
Concentrator™ Catalog Nos. D4010 & D4011).

3.6.1 — Otimizacéao do Protocolo da Zymo®

Tal como os protocolos anteriormente descritos também o Protocolo da

Zymo® foi sujeito a um processo de otimizacdo com objetivo de calcular o
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rendimento do procedimento de extracdo, e minimizar a perda de DNA que a
aplicacdo deste kit implica.

A primeira fase do processo de otimizacdo do Protocolo da Zymo® foi o
ajustamento do volume de eluigdo, que originalmente e segundo o protocolo da marca
deveria ser superior a 10 pL, tendo-se testado os volumes de 25, 30 e 40 pL. Apos esta
alteracdo foram, numa outra fase, testadas variagdes na temperatura do tampéo de
eluicdo, a 70 e 80°C.

3.7 — Eletroforese em Gel de Agarose

A avaliacdo da fragmentacdo das amostra de DNA e da acdo purificadora do
Protocolo da Zymo®, foi efetuada recorrendo a uma eletroforese em gel de agarose a
1,5%, utilizando as amostras CV5/14, Fb33/13, LA774/12, LA30/13 e LA759/13.
Estas amostras foram escolhidas por cada uma delas, ter sido aplicada na plataforma
de aCGH antes e apds a concentracdo pelo Protocolo da Zymo®. Desta forma avaliou-
se se 0s problemas encontrados em alguns casos de aCGH poderiam estar associados a

fragmentacdo do DNA das amostras.

De modo a uniformizar a quantidade de DNA em cada poco foi estipulado que
0 volume de amostra a utilizar neste ensaio seria de aproximadamente 600 ng de DNA
por poco. Porém devido a limitacdo do stock de amostra, ndo foi possivel utilizar esta
quantidade de DNA no caso das amostras CV5/14 ap0s a aplicacdo do Protocolo da
Zymo® (p6s-Zymo), Fb33/13 p6s-Zymo e LA774/12 pds-Zymo (Tabela 9).
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Tabela 9- Valores da concentracdo e volume das 5 amostras corridas em gel de agarose a 1,5% e volumes
de corante e 4gua colocados em cada poco do gel.

CV5 Fb33 LA774 LA30 LA759
CV5 pos- Fb33 pos- LA774 pos- LA30 pos- LA759 | pos-
Zymo Zymo Zymo Zymo Zymo
[DNA]
138,5 57,4 26,6 61,4 105,2 60,6 90,8 31,6 138 125,2
(ng/uL)
V. de
Amostra 4 5 22,6 5 5,6 5 6,6 19 4,4 4,8
(uL)
V. de
Corante 5 5 8 5 5 5 5 8 5 5
(uL)
V. Total
15 10 38,6 10 15 10 15 30 15 15
(uL)

3.8 — Comparative Genome Hybridization Array

A plataforma de array utilizada neste estudo foi um Agilent human genome
microarray 4x180K (Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA), representativo do
genoma em toda a sua extensdo e composto por sondas de oligonucle6tidos com 60

mer.

A realizacdo de um ensaio de array utilizando esta plataforma implica uma
concentracdo minima de DNA por amostra de cerca de 30-40 ng/pL, de modo a
garantir que haja pelo menos 700 ng de DNA num volume que ndo pode ser superior a
26 pL.

O protocolo de aCGH, de uma forma resumida encontra-se dividido em 3
etapas: a marcacdo do DNA gendémico com fluorescéncia ou labeling, a hibridizacdo e

0 processo de leitura ou scanning.

Na primeira fase do protocolo, as amostras de DNA sao centrifugadas durante
1 minuto a 6,000 g (todo o procedimento da primeira etapa é realizado em separado
para a amostra controlo e a amostra em estudo). Segue-se uma adi¢do de 5 pL de uma

mistura de random primers, aos 26 pL de amostra de DNA. Esta mistura de 31 pL é
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colocada a 98°C durante 3 minutos e depois transferida para gelo durante 5 minutos.
Apos esta etapa é feita uma nova centrifugacao a 6,000 g durante 1 minuto.

Para completar a mistura de marcacao final, é adicionada a amostra 2,0 pL de
nuclease — free water, 10 uL de tamp&o de reacdo, 5,0 pL de dNTPs, 3,0 pL de
fluorocromos (no caso da amostra a analisar o fluorocromo usado foi o Cy5 — dUTP e
no caso da amostra controlo, o Cy3 — dUTP) e por fim 1 puL de polimerase Exo -
Klenow (Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA). A mistura € incubada a uma
temperatura de 37°C durante 2 horas e depois a 65°C durante 10 minutos antes de ser
transferida para o gelo. Segue-se uma purificacdo do DNA marcado utilizando colunas
de purificagéo.

As amostras de DNA gendmico marcadas sdo quantificadas no Nanodrop
1000, onde é avaliada a sua concentracdo, incorporacdo de fluorocromos e grau de
marcacdo de atividade especifica. Finalizada esta fase procede-se a mistura de ambas

as amostras marcadas em separado (caso em estudo e caso controlo).

Na hibridizacéo € adicionado a mistura final de DNA marcados uma mistura de
hibridizacdo, constituida por Cot-1 DNA (1mg/ml) (Gibco Invitrogen, Carlsbad,
Califonia) e Agilent 10x Blocking Agent e Agilent 2x Hi-RPM buffer (Agilent
technologies Inc., Santa Clara, USA). A mistura final é colocada na placa de array e
levada ao forno de hibridizacdo (Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA), onde
permanece durante 24 horas a 65°C e a uma rotacdo de 20 rpm. Apoés a hibridizacéo
segue-se um passo de lavagem das laminas com Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip
wash buffer 1, durante 5 minutos a temperatura ambiente e com Agilent Oligo
aCGH/ChIP-on-Chip wash buffer 2 durante 5 minutos a 37°C.

A Ultima etapa do protocolo de array corresponde ao processo de leitura ou
scanning, sendo realizado por um scanner de microarrays de DNA G2565ca (Agilent
technologies Inc., Santa Clara, USA). As imagens obtidas sdo processadas por
software feature extraction v10.7 (Agilent technologies Inc., Santa Clara, USA), antes

de prosseguirem para analise dos dados.
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RESULTADOS
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4.1- Otimizacao do Protocolo da Roche®

4.1.1-Avaliacéo da pré-digestdo a 55°C durante 30 minutos apds
adicdo de proteinase K

Foi feita uma otimizacdo do protocolo ‘High Pure PCR Template Preparation
Kit” (Version 20, Roche Diagnosis GmbH, Mannheim, Germany) através de alteracdes
propostas ao protocolo original e avaliagdo das mesmas. Esta avaliagdo foi feita
através de espetrofotometria utilizando o NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
Wilmington, USA), tendo como comparacdo a realizagdo do protocolo original, sem
qualquer alteracao.

A alteracdo proposta a este protocolo foi a incluséo de uma pré-digestdo, com a
duracdo de 30 minutos a 55°C, logo apds a adi¢do de proteinase K [20 ng/uL] de
modo a aumentar a acdo desta enzima, na tentativa de diminuir o grau de
contaminagdo proteica e obter DNA mais puro na amostra final. Para a realizagéo
deste ensaio foram utilizadas as amostras de cultura de liquidos amnioticos LA94/14,
LA127/14 e LA128/14, divididas em duas aliquotas em que numa foi realizado o

protocolo standard sem alteragdes e na outra a realizacéo da pre-digestao.

A introducdo da pré-digestdo ao protocolo standard teve como resultado a
obtencdo de uma concentracdo superior de DNA e ndo se notou uma melhoria
significativa da qualidade conforme os valores indicados pelas razbes da absorvancia a
260/280 nm e 260/230 nm (Tabela 10).

Tabela 10- Comparacédo dos valores da concentracdo e pureza da amostra de DNA final apos
pré-digestdo em relagdo ao protocolo standard.

Protocolo Standard Protocolo com realizacdo de pré-digestao
Amostra [DNA] 260/230 260/230
260/280 nm [DNA] ng/uL 260/280 nm
ng/puL nm nm
LA94/14 16,9 1,97 1,38 20,4 2,21 1,39
LA127/14 30,3 1,85 1,13 33,0 1,89 1,14
LA128/14 18,2 1,97 1,40 26,5 1,87 1,05
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4.2-Otimizacéao do Protocolo da Zymo®

4.2.1-Ajustamento do volume de eluicéo

O protocolo de concentracéo e purificagdo DNA Clean Concentrator kit (Zymo
Research, CA) foi sujeito a modificagdes, avaliando-se a influéncia das mesmas. O
objetivo foi tentar minimizar as perdas de DNA e contribuir para a obtengdo de DNA

mais concentrado e com uma maior purificacéo.

Tendo em conta as limitagdes de stock de DNA de liquido amniético e de
forma a validar o processo, optdmos nesta fase do estudo por utilizar DNA disponivel
em maiores quantidades proveniente de sangues: S291/14, S293/14 e S314/14.

A primeira otimizagéo realizada neste protocolo foi o ajustamento do volume
de tamp@o de eluicdo final, testando os volumes de 25, 30 e 40 pL por cada amostra. O
objetivo foi averiguar qual dos volumes permitiria obter um maior rendimento de
recuperacdo de DNA, diminuindo as perdas, e ainda definir qual dos volumes

garantiria melhores indices de concentracdo/pureza final.

A realizacdo do protocolo de concentracdo com os 3 diferentes volumes de
eluicdo final (25, 30 e 40 uL) ndo revelou diferencas significativas entre a quantidade
de DNA para os volumes testados. Porém os valores das razbes da absorvancia a
260/280 nm e 260/230 nm demonstram que a amostra de DNA final tem melhor
qualidade em caso de concentrada e purificada utilizando um volume de eluigdo de 25
ou 40 pL (Tabela 11).

Tabela 11- Valores da concentragdo, pureza e rendimento antes e ap6s a realizacdo do Protocolo da
Zymo®, utilizando diferentes volumes de eluicéo.

Volume Antes de Zymo Apds Zymo
de Rendimento

Amostra L [DNA] 260/280 260/230 [DNA] 260/280 | 260/230

eluicéo %

ng/pL nm nm ng/pL nm nm
(ML)

S291/14 25 53,4 1,91 2,30 74%
S291/14 30 36,1 1,88 1,46 34,1 1,90 1,03 57%
S291/14 40 35,1 1,81 2,13 78%
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$293/14 25 154,3 1,88 1,52 37%
$293/14 30 206,6 1,88 2,26 135,7 1,82 1,63 39%
$293/14 40 119,7 1,85 2,39 46%
S314/14 25 133,3 1,88 2,29 46%
S314/14 30 90,8 1,82 2,15 85,0 1,94 0,87 35%
S314/14 40 67,8 1,88 1,06 37%

4.2.2-Ajustamento da temperatura de eluicdo

Foram testadas para cada amostra em separado, tampéo de elui¢do aquecido a

temperatura de 70°C e 80°C respetivamente, avaliando de seguida o rendimento. Neste
teste foram utilizadas amostras de DNA de liquido amnidtico LA647/13 e LA648/13 e
DNA dos sangues S687/13, S996/13 e S941/13.

A utilizacdo de uma temperatura de eluicdo superior a utilizada no protocolo

standard teve como resultado uma redugdo da perda de DNA provocada pela

aplicacdo do protocolo de concentracgéo e purificagdo (Tabela 12).

Tabela 12- Valores da concentracdo antes e depois da aplicacdo do Protocolo da Zymo® e rendimento da
reacao, resultantes da realizagao deste protocolo com temperatura de elui¢do de 70 e 80°C.

Eluicdo com tampdo a 70°C Eluicdo com tampéo a 80°C
DNA] ng/pL DNA] ng/puL DNA] ng/pL

Amostra [ 1naii [ ]_ oK . [DNA] ng/puL [ ]_ oK .

antes de depois de Rendimento depois de Rendimento

antes de Zymo®

Zymo® Zymo® Zymo®
LAG47/13 67 119,9 51% 62,4 168,2 71%
LAG48/13 61,5 36,9 33% 61,5 78,9 71%
S687/13 36,6 455 52% 36,6 47,1 54%
$996/13 22,3 43,6 49% 22,3 63,6 71%
S941/13 103,5 150,3 36% 103,5 150,3 36%
Rendimento médio 44% + 8,9 61% + 15,6
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4.3-Avaliacdo espetrofotométrica do DNA extraido pelo

Protocolo da Roche® apds o Protocolo da Zymo®

Esta avaliagdo espetrofotométrica foi realizada através de Nanodrop com a

utilizacdo das amostras de liquido amnidtico representadas na Tabela 13.

Tabela 13- Amostras de liquido amni6tico e respetivas indicages e tempo de
gestacdo utilizadas na avaliacdo espetrofotométrica do DNA extraido pelo

Protocolo da Roche® seguido do Protocolo da Zymo®

Amostra

Tempo de
gestacdo

Indicacdes

clinicas

LA530/13
(direto)

20 semanas e 6

dias

Malformacdes

ecograficas

LA531/13
(direto)

20 semanas e 6

dias

Malformacdes

ecograficas

LA551/13
(direto)

22 semanas e 1
dia

Malformacdes

ecogréaficas

LA530/13

A andlise espectrofotométrica da aplicacdo do protocolo da Zymo® na amostra

LA530/13 extraida pelo protocolo da Roche®, demonstrou um aumento da

concentracdo de DNA na amostra final e ainda um aumento da sua pureza, visivel

através dos valores das razdes de absorvancia a 260/280 nm e 260/230 nm (Figura 14).
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(A) Antes da aplicagao do protocolo da Zyvimo® (B) Apos aplicacao do protocolo da Zyvmo®
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Figura 14- Graficos de absorvancia e respetivos valores de concentragdo e pureza de DNA por
NanoDrop da amostra LA530/13 (A) antes e (B) ap6s aplicacdo do Protocolo da Zymo®.

LA531/13

A analise espectrofotométrica da aplicacdo do Protocolo da Zymo® na amostra
LA531/13 extraida pelo protocolo da Roche®, demonstrou um aumento da
concentracdo de DNA na amostra final, recuperando esta amostra para valores de
concentracdo que permitem a realizacdo de aCGH (valores superiores a 30-40 ng/uL).
Alem disso, os valores das razdes de absorvancia a 260/280 nm e 260/230 nm revelam
0 aumento da qualidade desta amostra de DNA resultante da aplicacdo deste protocolo

de concentracdo e purificacdo (Figura 15).
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(A) Antes da aplicaciio do protocolo da Zymo® (B) Apés aplicacio do protocole da Zymo®
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Figura 15- Graficos de absorvancia e respetivos valores de concentracdo e pureza de DNA por
NanoDrop da amostra LA531/13 (A) antes e (B) ap6s aplicacdo do Protocolo da Zymo®.

LA551/13

A anélise espectrofotométrica da aplicacdo do protocolo da Zymo® na amostra

LA551/13 extraida pelo protocolo da Roche®, demonstrou um aumento da

concentracdo de DNA na amostra final e ainda um melhoramento da sua qualidade,

visivel através dos valores das razoes de absorvancia a 260/280 nm e 260/230 nm

(Figura 16).
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(A) Antes da aplicacio do protocelo da Zymo® (B) Apas aplicaciio do protecole da Zymo®
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Figura 16- Graficos de absorvancia e respetivos valores de concentracdo e pureza de DNA por
NanoDrop da amostra LA551/13 (A) antes e (B) ap6s aplicacdo do Protocolo da Zymo®.

4.4- Avaliacao por espetrofotometria da qualidade do DNA
extraido pelo Protocolo da Qiagen® apds o Protocolo da

Zymo®

Esta avaliacdo espetrofotométrica da qualidade do DNA extraido pelo
Protocolo da Qiagen® seguido de aplicacdo do Protocolo da Zymo® foi realizada

utilizando as amostras de liquido amniotico representadas na Tabela 14.
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Tabela 14- Amostras de liquido amniético e respetivo tempo de gestacdo e
indicagBes, utilizadas na avaliagdo espetrofotométrica do DNA extraido pelo
Protocolo da Qiagen® seguido do Protocolo da Zymo®

Tempo de Indicacdes
Amostra 3 .
gestacéo clinicas
LA21/14 21 semanas e 6 Idade materna
(direto) dias avancada
LA759/13 18 semanas e 6 Malformacdes
(direto) dias ecograficas

LA21/14

A anélise espectrofotométrica da aplicacdo do Protocolo da Zymo® na amostra

LA21/14 extraida pelo protocolo da Qiagen®, demonstrou um aumento da

concentracdo de DNA na amostra final, recuperando esta amostra para valores de

concentragdo que permitem a realizagdo de aCGH. A anélise dos valores das razdes de

absorvancia a 260/280 nm e 260/230 nm revelam o aumento da qualidade desta

amostra de DNA resultante da aplicacéo deste protocolo de concentragéo e purificacdo

(Figura 17).

(A) Antes da aplicaciio do protocolo da Zymo® (B) Apos aplicacio do protocolo da Zymo®
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Figura 17- Gréficos de absorvancia e respetivos valores de concentragdo e pureza de DNA por
NanoDrop da amostra LA21/14 (A) antes e (B) ap6s aplicacéo do Protocolo da Zymo®.
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LA759/13

A analise espectrofotométrica da aplicacdo do protocolo da Zymo® na amostra
LA759/13 extraida pelo protocolo da Qiagen®, demonstrou uma diminuicdo da
concentracdo de DNA na amostra final e um aumento da sua qualidade, visivel atraves

do valor da razdo de absorvancia a 260/280 nm (Figura 18).

(A) Antes da aplicacio do protocelo da Zymo® (B) Apas aplicacio do protocole da Zyvmo®
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Figura 18- Graficos de absorvancia e respetivos valores de concentracdo e pureza de DNA por
NanoDrop da amostra LA759/13 (A) antes e (B) apds aplicacdo do Protocolo da Zymo®.

4.5-Avaliacdo da importéancia do Protocolo da Zymo® por
aCGH

A influéncia da aplicacdo do Protocolo da Zymo® na analise dos resultados de
aCGH englobou as culturas das amostras LA30/13, LA774/12 e LA759/13 e o
material bioldgico das amostras CV5/14 e Fb33/13 (Tabela 15). Para cada uma das
amostras, foi efetuado um ensaio comparativo por aCGH utilizando DNA néo
purificado e DNA sujeito ao protocolo de purificacdo de modo a avaliar o grau de

impacto nos resultados obtidos.
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Tabela 15- Amostras utilizadas na avaliacdo da influéncia do Protocolo da

Zymo® por aCGH.

Tempo de o

Amostra 5 Indicagdes
gestagao

L30/13 21 semanas e 5 Malformacdes
(Cultura) dias ecograficas
CV5/14 12 semanas e 6 | Sinais ecograficos
(Cultura) dias de alerta
L774/12 27 semanas e 6 Malformacdes
(Cultura) dias ecograficas
Fb33/13 Malformacdes

23 semanas -
(Cultura) ecogréficas
L759/13 18 semanas e 5 Malformacdes
(Cultura) dias ecograficas

LA30/13

A analise comparativa feita a partir das células em cultura do LA30/13 (com e
sem aplicacdo do Protocolo da Zymo®) por aCGH, revelou que a aplicagdo do
protocolo de concentracdo e purificacdo teve como consequéncia: da analise ao longo
de todo o0 genoma a eliminacédo de 10 alteracBes que correspondiam a falsos positivos
(Figuras 19 (e) e 20 (e) e na Tabela 16), a diminuicdo da dispersdo do gréafico
representativo da analise do ganho ou perda de fragmentos gendmicos ao longo do
genoma (Figuras 19 (a) e 20 (a)), diminuicdo da dispersdo no grafico representativo de
cada cromossoma (Figuras 19 (b) e 20 (b)) e ainda a alteracéo do valor do parametro
(DLRS: do inglés Derivative Log Ratio Spread) que avalia a qualidade da amostra de
DNA utilizada no array para valores mais aceitaveis (Tabela 16) (de acordo com o
Laboratorio de Citogenética e Gendmica da FMUC apenas os valores de DLRS abaixo

de 0,20 validam os resultados da realizacdo de um ensaio de aCGH).
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Antes da aplicacéo do Protocolo da Zymo®
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(e) Chromosome | Start | Stop | Gene Name | Size(bp) Type #Probes | Mean Log Ratio
chi2 172.364.157 172:964.665 509 Mn o4
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chrl9 20.607.860 20.701.620 93.761 -0,754
chr13 57.349,083 57,351,566 PEG2,ZIM2 2.484 0,331
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Figura 19- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra LA30/13 em cultura sem realizacdo
do Protocolo da Zymo® em aCGH. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variacdo
do log ratio spread para o cromossoma 2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca
significativa da hibridizaco de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo
normal na regido destacada em (c). e) Tabela descriminada das 15 altera¢Bes encontradas (dele¢Bes e

duplicacbes) com indicagdo do cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.
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Apos aplicagdo do Protocolo da Zymo®
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| #Probes | Mean Log Ratio |
chré 259.528 293.615 DUSP22 34.088 Amplification 0,38

chrB 43.365.995 43.383.206 17.212 Amplification 0,375

chril 4.262.817 4.367.319 104.503 tion 0,871
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Figura 20- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra LA30/13 em cultura apés realizacdo
do Protocolo da Zymo®. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variagdo do log ratio
spread para o cromossoma 3. ¢) Regido no cromossoma 3 na qual se verifica uma diferenca significativa
da hibridizacdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo normal na regido
destacada em (c). e) Tabela descriminada das 5 alteracGes encontradas (delecBes e duplicacBes) com
indicacdo do cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.

Tabela 16- Valores da concentracdo de DNA, razdo da absorvancia 260/280 nm e 260/230 nm das duas
amostras (com e sem purificacdo) aplicadas em aCGH e comparagéo da influéncia do Protocolo da Zymo®
em relagdo ao pardmetro DLRS e nimero de regides alteradas (amplificadas e deletadas).

Sem aplicacéo de protocolo de purificagdo Zymo Com aplicacdo de protocolo de purificacdo Zymo
NC de . N° de Ne de . Ne de
[DNA] 260/280 260/230 ” N° de regides » [DNA] 260/280 260/230 » NP de regides »
DLRS regioes o regioes DLRS regides o regides
ng/pL nm nm amplificadas ng/pL nm nm amplificadas
alteradas deletadas alteradas deletadas
908 182 1,68 0,2283 15 10 5 316 173 221 0,1743 5 3 2

A analise comparativa feita a partir das células em cultura da CV5/14 (com e
sem aplicacdo do Protocolo da Zymo®) por aCGH, revelou que a aplicacdo do
protocolo de concentracdo e purificacdo teve como consequéncia: da analise ao longo

de todo o genoma a eliminacdo de uma alteracdo que correspondia a um falso positivo
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(Figuras 21 (e) e na Tabela 17), a diminuicdo da dispersdo do grafico representativo da
analise do ganho ou perda de fragmentos genémicos ao longo do genoma (Figuras 21
(@) e 22 (a)), diminuicdo da dispersdo no grafico representativo de cada cromossoma
(Figuras 21 (b) e 22 (b)) e ainda a alteracéo do valor do pardmetro DLRS para valores
mais aceitaveis (Tabela 17).

Antes da aplicacéo do Protocolo da Zymo®
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Figura 21- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra CV5/14 em cultura sem realizacdo do
Protocolo da Zymo® em aCGH. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variagdo do
log ratio spread para o cromossoma 2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca
significativa da hibridizagdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacéo
normal na regido destacada em (c). e) Tabela descriminada da alteracdo (delecdo) encontrada com
indicacdo do cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.
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Apos aplicagdo do Protocolo da Zymo®
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Figura 22- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra CV5/14 em cultura apés realizacdo do
Protocolo da Zymo®. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variacdo do log ratio
spread para o cromossoma 2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca significativa
da hibridizagdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo normal na regido
destacada em (c).

Tabela 17- Valores da concentragdo de DNA, razdo da absorvancia 260/280 nm e 260/230 nm das duas
amostras (com e sem purificacdo) aplicadas em aCGH e comparacéo da influéncia do Protocolo da Zymo®
em relagdo ao pardmetro DLRS e numero de regides alteradas (amplificadas e deletadas).

Sem aplicacéo de protocolo de purificagdo Zymo Com aplicacdo de protocolo de purificacido Zymo
NC de . NC de Ne de . Ne de
[DNA] 260/280 260/230 ” N° de regides » [DNA] 260/280 260/230 » NP de regides »
DLRS regioes o regioes DLRS regides o regioes
ng/pL nm nm amplificadas ng/pL nm nm amplificadas
alteradas deletadas alteradas deletadas
1385 1,93 2,17 0,2368 1 0 1 574 1,83 2,23 0,1276 0 0 0

A analise comparativa feita a partir de células da cultura da amostra LA774/12
(com e sem aplicacdo do Protocolo da Zymo®) por aCGH, revelou gue a aplicacdo do
protocolo de concentracdo e purificacdo teve como consequéncia: da analise ao longo
do genoma uma diminuicdo da dispersdo do grafico representativo da analise do ganho

ou perda de fragmentos genémicos (Figuras 23 (a) e 24 (a)), a diminuicdo da dispersdo
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do gréafico representativo do ganho ou perda de fragmentos gendmicos para cada
cromossoma (Figuras 23 (b) e 24 (b)) e ainda a alteracdo do valor do DLRS para

valores mais aceitaveis (Tabela 18).

Antes da aplicacéo do Protocolo da Zymo®
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Figura 23- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra LA774/12 em cultura sem realizagdo
do Protocolo da Zymo® em aCGH. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variacao do
log ratio spread para o cromossoma 1. ¢) Regido no cromossoma 1 na qual se verifica uma diferenca
significativa da hibridizacdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo
normal na regido destacada em (c).
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Apos aplicagdo do Protocolo da Zymo®
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Figura 24- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra LA774/12 em cultura apés realizacdo
do Protocolo da Zymo®. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variagdo do log ratio
spread para o cromossoma 1. ¢) Regido no cromossoma 1 na qual se verifica uma diferenca significativa
da hibridizagdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo normal na regido
destacada em (c).

Tabela 18- Valores da concentracdo de DNA, razdo da absorvancia 260/280 nm e 260/230 nm das duas
amostras (com e sem purificacdo) aplicadas em aCGH e comparacdo da influéncia do Protocolo da
Zymo® em relacdo ao pardmetro DLRS e ndmero de regides alteradas (amplificadas e deletadas).

Sem aplicacéo de protocolo de purificagdo Zymo

Com aplicacdo de protocolo de purificacido Zymo

[DNA]
ng/pL

260/280
nm

260/230
nm

DLRS

N° de
regioes
alteradas

N° de regides
amplificadas

N° de
regides
deletadas

[DNA]
ng/pL

260/280
nm

260/230
nm

DLRS

N° de
regides
alteradas

NP de regides
amplificadas

N° de
regides
deletadas

1121

1,94

2,14

0,3100

0

0

0

60,6

1,86

2,37

0,1100

0

0

0

Fb33/13

A andlise comparativa da amostra do Fb33/13 (com e sem aplicacdo do

Protocolo da Zymo®) por aCGH, revelou que a aplicacdo do protocolo de

concentracdo e purificacdo teve como consequéncia: da analise ao longo de todo o

genoma o aparecimento de uma nova alteracdo (Figuras 25 (e) e 26 (e) e na Tabela

19), a diminuicdo da dispersdo do gréfico representativo da anélise do ganho ou perda
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de fragmentos gendmicos ao longo do genoma (Figuras 25 (a) e 26 (2)), a diminuicdo
da dispersdo do grafico representativo do ganho ou perda de fragmentos genémicos
para cada cromossoma (Figuras 25 (b) e 26 (b)) e ainda a alteracdo do valor do DLRS
para valores mais aceitaveis (Tabela 19).

Antes da aplicacéo do Protocolo da Zymo®
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(€) Chromosome Start Stop | Gene Name | Size(bp) | Type #Probes Mean Log Ratio |
chr3 SurefSH 195.770.653 196.650.399 g W Lo BT9.74T Deletion 75 -0,402

Figura 25- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra Fb33/13 em cultura sem realizacdo do
Protocolo da Zymo® em aCGH. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variagdo do
log ratio spread para o cromossoma 2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca
significativa da hibridizacdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populagio
normal na regido destacada em (c). e) Tabela descriminada da alteracdo encontrada (dele¢do) com
indicagdo do cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.
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Chromosome | Start Stop | Gene Name Size(bp) Type #Probes Mean Log Ratio
chr3 SueFSH 196.058.185 196.650.399 2 2 g 592.215 Deletion 61 -0,419
chrlg 2.275.610 3.927.999 : METTL4,N 1.652.390 n -0,261

Figura 26- Perfil de resultados em aCGH da aplicagdo da amostra Fb33/13 em cultura ap6s realizagdo do
Protocolo da Zymo®. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variacdo do log ratio
spread para o cromossoma 3. ¢) Regido no cromossoma 3 na qual se verifica uma diferenca significativa
da hibridizagdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em popula¢do normal na regido
destacada em (c). e) Tabela descriminada das 2 alteracfes encontradas (ambas dele¢des) com indicacéo
do cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.

Tabela 19- Valores da concentracdo de DNA, razdo da absorvancia 260/280 nm e 260/230 nm das duas
amostras (com e sem purificacdo) aplicadas em aCGH e comparacédo da influéncia do Protocolo da Zymo®
em relacdo ao parametro DLRS e numero de regides alteradas (amplificadas e deletadas).

Sem aplicacéo de protocolo de purificagdo Zymo Com aplicacdo de protocolo de purificacdo Zymo
NC de . N° de Ne de . Ne de
[DNA] 260/280 260/230 ” N° de regides » [DNA] 260/280 260/230 » NP de regides »
DLRS regioes o regioes DLRS regides o regides
ng/pL nm nm amplificadas ng/pL nm nm amplificadas
alteradas deletadas alteradas deletadas
266 1,86 2,58 0,1700 1 0 1 614 181 2,29 0,1300 2 0 2

A analise comparativa feita a partir de células da cultura da amostra LA759/13
(com e sem aplicacdo do Protocolo da Zymo®) por aCGH, revelou gue a aplicacdo do
protocolo de concentracdo e purificacdo teve como consequéncia: a eliminacdo de 3
alteracdes que correspondiam a falsos positivos (Figuras 27 (e) e Tabela 20), a
diminuicdo da dispersdo do gréafico representativo da analise do ganho ou perda de
fragmentos genémicos ao longo de todo o genoma (Figuras 27 (a) e 28 (a)), a

diminuicdo do grafico representativo da analise do ganho ou perda de fragmentos
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gendmicos para cada cromossoma (Figuras 27 (b) e 28 (b)) e ainda a alteragéo do valor
do DLRS para valores mais aceitaveis (Tabela 20).

Antes da aplicacéo do Protocolo da Zymo®

mESad X

(a)
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(c) (d) I I .

11,
T I,

1 ] 1 0GV_ha19_d

| Start. | Stop | Gene Name | Size(bp) Type #Probes | Mean Log Ratio |
chr5 68.849.5%4 70.657.747 N,SERF1A,SMN1,5MNZ 1.808.154 10 -0,643
<hr16 e EH 10.551.186 11.287.050 L ATFTIPR,TEK 735.865 Deteton [ a2
chrY 3.085.622 4.143.002 ; 1.057.381 oetetion B 0,267

Figura 27- Perfil de resultados em aCGH da aplicagcdo da amostra LA759/13 em cultura sem realizacdo
do Protocolo da Zymo® em aCGH. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variacéo
do log ratio spread para o cromossoma 2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca
significativa da hibridizacdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo
normal na regido destacada em (c). e) Tabela descriminada das 3 alteragBes encontradas (todas
dele¢des) com indicagdo do cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.
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Figura 28- Perfil de resultados em aCGH da aplicacdo da amostra LA759/13 em cultura ap6s realizacdo
do Protocolo da Zymo®. a) Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variagdo do log ratio
spread para o cromossoma 2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca significativa
da hibridizagdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em popula¢do normal na regido
destacada em (c).

Tabela 20- Valores da concentragdo de DNA, razdo da absorvancia 260/280 nm e 260/230 nm das duas
amostras (com e sem purificacdo) aplicadas em aCGH e comparacdo da influéncia do Protocolo da Zymo®
em relacdo ao parametro DLRS e numero de regiBes alteradas (amplificadas e deletadas).

Sem aplicacéo de protocolo de purificagdo Zymo Com aplicacdo de protocolo de purificacdo Zymo
NC de . N° de Ne de . Ne de
[DNA] 260/280 260/230 ” N° de regides » [DNA] 260/280 260/230 » NP de regides »
DLRS regioes o regioes DLRS regides o regioes
ng/pL nm nm amplificadas ng/pL nm nm amplificadas
alteradas deletadas alteradas deletadas
1518 1,96 197 0,2644 3 0 3 1252 1,89 2,25 0,1115 0 0 0

4.6-Otimizacao do Protocolo da Qiagen®

Realizou-se a otimizacdo de um método alternativo de extracdo de DNA
implementado recentemente no laboratério, o Qiamp DNA Blood Midi Kit Qiagen®.

As alteracOes propostas foram realizadas em relacdo ao protocolo standard fornecido
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pelo fabricante. Ao contrério do que foi feito durante a otimizacdo do Protocolo da
Roche®, todos os resultados das alteracGes realizadas em relacdo a este protocolo
foram analisadas ap6s cada amostra ter sido concentrada e purificada pelo Protocolo

da Zymo®.

4.6.1-Ajustamento do volume de eluicéo

A primeira modificacdo testada foi a alteracdo do volume de eluicdo de 300uL
para 200uL de acordo com os estudos de Bi e colaboradores em 2008 e Breman e
colaboradores em 2012 (Bi et al., 2008; Breman et al., 2009).

A alteracdo testada revelou de uma forma geral um pequeno aumento da
quantidade de DNA extraido e um aumento bastante significativo da concentracao e
qualidade do DNA na amostra final (Tabela 21).

Tabela 21- Valores da concentracdo e pureza da amostra de DNA final para o0s
dois volumes de eluicédo utilizados.

Volume de eluigdo de 300pL Volume de elui¢do de 200uL
Amostra [DNA] | 260/280 DNA [DNA] | 260/280 DNA
ng/pL nm extraido (ng) | ng/uL nm extraido (ng)
LA110/14 4,6 1,85 1380 4,9 2,26 980
LA112/14 55 2,14 1650 13,4 1,84 2680
LA113/14 6,0 2,49 1800 8,4 1,91 1680

4.6.2-Avaliacéo da pré-digestdo a 55°C durante 30 minutos

Tal como no Protocolo da Roche® foi também testado se a introducdo de uma
pré-digestdo a 55°C durante 30 minutos seria vantajosa para este protocolo de
extracdo. Neste teste foram utilizados os liquidos LA136/14 direto e os liquidos de
cultura: LA115/14, LA123/14, LA125/14. E de destacar que no caso do LA136/14, a
andlise foi feita apds a realizacdo do Protocolo da Zymo® para ambos os protocolos

(com e sem pré digestdo).
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A introducdo da pre-digestdo no protocolo standard teve como resultado o
aumento da concentragdo de DNA na amostra final e um leve melhoramento da

qualidade do DNA final conforme os valores indicados pelas razGes da absorvancia a
260/280 nm e 260/230 nm (Tabela 22).

Tabela 22- Valores da concentracdo e pureza da amostra de DNA final sem e com pré-

digestao.

Protocolo Standard Protocolo com realizacdo de pré-digestdo

Amostra 260/280 260/230 260/280 260/230
[DNA] ng/uL [DNA] ng/uL
nm nm nm nm

LA136/14 27,2 1,70 1,60 29,9 1,73 2,02
LA115/14 7,7 1,82 -2,20 5,0 1,76 -0,92
LA123/14 44 1,47 -1,45 58 1,53 -2,08
LA125/14 3,4 1,21 -0,60 4,2 1,65 -0.86

4.7-Comparacao dos metodos de extracao

Ap0s o processo de otimizacdo dos protocolos (Qiagen® e Roche®) procedeu-
se a aplicacdo em paralelo dos dois na mesma amostra de modo a verificar se haveria
diferencas de ambos os protocolos em relacdo a qualidade. A andlise dos resultados
obtidos foi feita por espetrofotometria para determinacao da quantidade e qualidade do
DNA extraido (Tabela 23) e por avaliacdo de resultados de aCGH utilizando um
Agilent human genome microarray 4x180K (Agilent technologies Inc., Santa Clara,
USA) (Figuras 29 e 30; Tabela 24). Esta analise comparativa foi realizada recorrendo
a DNA extraido de um liquido amniotico ndo cultivado (direto) (L141/14) e de trés
liquidos provenientes de cultura (L138/14, L146/14 e L147/14).

4.7.1-Resultados da comparacdo espectrofotométrica dos dois

protocolos otimizados

A comparacdo dos dois protocolos de extracdo por espetrofotometria nao
revelou diferencas de qualidade e quantidade de DNA extraido no caso da extracao de
DNA do liquido néo cultivado (L141/14).
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Relativamente aos outro liquidos verificou-se uma maior quantidade de DNA
extraida pelo Protocolo da Qiagen®. Em relacdo a qualidade do DNA os valores da
razdo da absorvancia 260/280 nm demonstraram que a exce¢do do DNA do LA138/14
extraido pelo Protocolo da Qiagen® todas as amostras de DNA ndo revelam
contaminagdo com proteinas. Contudo os valores de Abs260/230 nm mostram que
apenas o DNA proveniente do liquido LA147/14 extraido pelo Protocolo da Qiagen®

se encontra desprovido de contaminantes organicos (Tabela 23).

Tabela 23- Comparacdo dos valores de concentracdo e pureza de amostras extraidas pelos dois métodos de
extracdo (Roche® e Qiagen®)

Protocolo da Roche Protocolo da Qiagen
Antes de Zymo Depois de Zymo Antes de Zymo Depois de Zymo
Amostra
DNA DNA
[DNA] 260/280 260/230 [DNA] 260/280 260/230 [DNA] 260/280 260/230 [DNA] 260/280 260/230

extraido extraido
ng/uL nm nm ng/pL nm nm ng/uL nm nm ng/pL nm nm
(ng) (ng)
L141/14 129 1,83 1,05 245 1,89 1,62 612,5 41 1,73 -2,21 248 1,63 171 620

L138/14 231 1,46 0,78 153 1,88 1,84 3825 95 1,74 2,60 222 1,78 0,36 555

L146/14 2715 151 0,79 196 1,82 0,34 490 128 1,81 253 336 1,86 0,43 840
L147/14 354 1,48 0,92 308 1,86 0,32 770 152 1,77 2,72 433 1,85 2,26 10825

4.7.2- Resultados da comparacdo por aCGH dos protocolos

otimizados

A analise comparativa das amostras extraidas pelos dois diferentes protocolos
por aCGH, ndo demonstrou diferencas significativas quer em relacdo a falsos
positivos, dispersdo do grafico representativo da andlise do ganho ou perda de
fragmentos gendmicos ao longo do genoma e valor de DLRS (Figura 29, 30 e Tabela
24).
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Figura 29- Perfil de resultados em aCGH da amostra LA141/14 extraido pelo Protocolo da Roche®. a)
Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variagdo do log ratio spread para o cromossoma
2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca significativa da hibridizacao de sondas
entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo normal na regido destacada em (c). €)
Tabela descriminada das 4 alteragBes encontradas (delec6es e duplicacBes) com indicacdo do
cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.
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Figura 30- Perfil de resultados de aCGH da amostra LA141/14 extraido pelo Protocolo da Qiagen®. a)
Log ratio spread ao longo do genoma. b) Pormenor de variacdo do log ratio spread para o cromossoma
2. ¢) Regido no cromossoma 2 na qual se verifica uma diferenca significativa da hibridizacdo de sondas
entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populagdo normal na regido destacada em (c). e)
Tabela descriminada das 4 alteracBes encontradas (delecBes e duplicagdes) com indicacdo do
cromossoma, regido envolvida, tamanho e genes envolvidos.
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Tabela 24- Comparagao dos valores do parametro DLRS e nimero de regifes alteradas
(amplificadas e deletadas) entre amostras extraidas pelo Protocolo da Roche® e Protocolo

da Qiagen®.
DNA extraido pelo Protocolo da Roche® DNA extraido pelo Protocolo da Qiagen®
N° de N° de N° de N° de N° de N° de
DLRS | regifes regides regides DLRS | regides regides regides
alteradas | amplificadas | deletadas alteradas | amplificadas | deletadas
0,1762 4 1 3 0,1792 4 1 3

A utilidade do aCGH em DPN foi comprovada neste trabalho através da
avaliacdo de uma amostra do Laboratério de Citogenética e Genémica da FMUC
recorrendo a duas metodologias: citogenética convencional (atualmente técnica de
primeira linha) (Figura 31) e aCGH (Figura 32).

A amostra utilizada correspondeu a uma cultura de um liquido amnidtico
proveniente de uma gestacdo de 17 semanas e 2 dias com suspeitas de trissomia 18,
com rastreio bioguimico positivo, cujo resultado do cariotipo apontava para uma
translocacédo de novo entre 0s bracos longos dos cromossomas 2 e 5 e uma inversao no
braco curto do cromossoma 3, também ela de novo. A realizacdo do array foi feita de
modo a avaliar a existéncia de rearranjos desequilibrados envolvendo possivelmente
0s pontos de quebra, com possivel perda de genes e consequentemente com impacto

clinico.

O DNA desta amostra foi extraido utilizando o Protocolo da Roche® e

concentrado e purificado utilizando o Protocolo da Zymo®.

Resultado da citogenética
46, XY, 1(2;5) (933;922) dn, inv(3) (p26.2-p23) dn

Os resultados da realizacdo da técnica de citogenética convencional neste
liguido indicaram uma translocagdo entre os bracos longos dos cromossomas 2 e 5
tendo como pontos de quebra 33 e 22, respetivamente, e ainda uma inversao

paracéntrica no cromossoma 3 localizada entre p26.2 e p23 (Figura 31).
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Figura 31- Cariétipo do LA524/12 com t(2;5) e inv(3) (Fonte: Laboratério de
Citogenética e Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra)

Resultados do aCGH

A realizacdo da técnica de aCGH neste liquido identificou a existéncia de 3
delecBes localizadas nos cromossomas 3 e 5 mas em localizacGes diferentes das
observadas pela citogenética convencional. A alteracdo no cromossoma 3 esta
localizada entre g22.2-q22.3 (135,202,792-136,705,332) e tem um tamanho de 1,5Mb
envolvendo um total de 8 genes. A outra alteracdo encontra-se localizada no braco
curto do cromossoma 5 em p13.2 (33,854,643-35,133,927), tendo o tamanho de 1,3Mb

e envolvendo um total de 14 genes conhecidos (Figura 32).
O resultado do cariétipo molecular foi:

Arr[hg19] 3922.2.922.3(135,202,792;136,705,332)x1,
5p13.2(33,854,643;35,133,927)x1
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Figura 32- Perfil de resultados de aCGH da amostra LA524/12 em aCGH. a) Comparacdo da intensidade
do sinal entre a amostra e o controlo ao longo de todo o genoma Pormenor de variagdo do log ratio
spread para o cromossoma 5. ¢) Regido no cromossoma 5 na qual se verifica uma diferenca significativa
da hibridizagdo de sondas entre controlo e amostra. d) CNVs reportadas em populacdo normal na regido
destacada em (c). ) NUumero total de regifes com suspeita de duplicacdo ou delecdo de regides do
genoma.

4.8-Avaliacao da fragmentacao do DNA por gel de agarose

A quantidade de DNA necessaria para a realizacdo de um ensaio de aCGH nao
€ 0 Unico fator a ter em conta para que se possa garantir uma analise adequada. A
contaminacdo do DNA com proteinas ou RNA, e ainda a fragmentacdo do DNA séo
fatores que podem condicionar a analise provocando hibridizacGes heterogéneas do
aCGH que pode condicionar uma boa analise ou até mesmo induzir o aparecimento de
falsos positivos. Com o objetivo de analisar o grau de fragmentacdo das amostras que
foram submetidas a analise por aCGH, foi realizado um gel de agarose. Além da
avaliacdo do grau de fragmentacdo do DNA, foi ainda avaliada a possibilidade de

remocdo de DNA fragmentado através do Protocolo da Zymo®.

Os resultados da analise deste gel demonstram que em geral ndo parece haver
fragmentacdo do DNA das amostras analisadas. Porém, ressalvam-se algumas
suspeitas no DNA das amostras CV5/14 (poco 2 e 3), LA774/12 (pogo 6 e 7) e
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LA759/13 (poco 11 e 12) devido & existéncia de um reduzido arrastamento que ndo se
verifica nas outras amostras analisadas (Figura 33).

Figura 33- Gel de agarose a 1,5% para avaliacdo do grau de fragmentacdo do DNA. 1) Marcador
Molecular, 2) CV5 sem purificagdo, 3) CV5 apds purificagdo, 4) Fb33 purificagdo, 5) Fb33 apds
purificacdo, 6) LA774 sem purificacdo 7) LA774 purificacdo 8) Marcador Molecular, 9) LA30
purificacdo 10) LA30 ap6s purificagdo 11) LA759 sem purificagdo 12) LA759 apds purificacdo.

4.9-Aplicacao de Array comparative genomic hybridization em
amostras de liquido amniotico direto do Laboratorio de
Citogenética e Genomica da FMUC

A (ltima etapa do trabalho correspondeu a uma aplicacdo da estratégia
otimizada ao longo deste estudo (extracdo do DNA pelo Protocolo da Roche® seguido
da aplicacdo do Protocolo da Zymo®) em amostras de liquido amnidtico diretas que
eram recebidas pelo LCG da FMUC. A excepcao das amostras LA272/14 e LA141/14,
todas as amostras na qual foi aplicada a estratégia otimizada ao longo deste estudo
demostraram valores de concentracdo e pureza dentro dos valores necessarios para a
realizacdo de aCGH (Tabela 25).
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Tabela 25- Valores da avaliacdo espetrofotométrica da quantidade e pureza do DNA extraido de liquido amnidtico
direto de acordo com a estratégia otimizada.

Quantidade | Antes da aplicagio do protocolo Ap6s aplicagdo do protocolo da

Seman de Ilg}J!do da Zymo Zymo
Amostra as/ Informagao clinica amniotico
Dias usado para | [DNA] 260/280 260/230 | [DNA] 260/280 260/230
extracao ng/pL nm nm ng/uL nm nm
(mL)
Malformacoes
LA272/14 15s 6d ecograficas 13 21,9 1,63 0,79 17,6 1,72 1,47
Gravida com rearranjo

LA252/14 16s 4d Cromossémico 13 23,2 1,67 1,07 34,2 1,89 1,97
LAL41/14 | 17s0d | 'dadematernaavancada 85 12,9 183 1,05 245 1,89 162

e 2 filhos com autismo
Malformacoes
LA531/13 20s 6d ecograficas (Displasia 10 26,6 1,65 1,03 50,7 1,84 2,09
renal bilateral)
Malformacoes

LA147/14 22s5d ecogréficas (Arnold 10 20,8 1,7 1,26 33,9 1,77 1,95
Chiari I1)
LA70/14 | 23s0d Malformacges 10 256 1,62 1,05 42,9 155 171
ecogréficas (Cardiopatia)
Rastreio bioquimico 1.°
LA729/13 23s0d Trimestre elevado para 15 79,7 1,93 2,33 45,1 1,89 2,24
T18
Malformacoes
LA340/14 23s 6d ecograficas 9 39,6 1,70 1,15 28,8 2,03 2,24
(Calcificagdes hepaticas)
LAS30/13 | 24s0d Malformagges 10 449 181 1,46 761 1,91 231
ecograficas
Malformacoes
LA87/14 28s7d ecograficas (Agenesia 8 38,6 1,75 1,69 55,1 1,90 2,29

renal)
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5.1 - Utilidade do Array comparative genomic hybridization
em diagnostico pré-natal

Desde a década de 70 que o caridtipo é a tecnologia de primeira linha no
despiste de alteragcdes cromossomicas em diagnostico pré-natal (DPN). Recentemente
surgiu uma tecnologia de maior resolucdo e répida emissdo de resultados, o aCGH,
que passou a ser considerado a tecnologia de primeira linha no despiste de
desequilibrios gendmicos em diagndstico pos-natal em determinadas situagdes
clinicas. Atualmente tem-se avaliado a utilidade desta técnica como procedimento de
rotina em DPN (Vermeesch et al., 2005; Miller et al., 2010; Wapner et al., 2012).

Apesar do seu grande poder de resolucdo o aCGH tem como limitacdo a
incapacidade para a detecdo de rearranjos cromossoémicos equilibrados, baixos niveis
de mosaicismo e ainda resultados que apontam para alteracdes cuja significancia ao
nivel do fenotipo e ainda desconhecida. Esta é talvez a maior debilidade da tecnologia
de array em DPN pois o estudo do genoma em toda a sua extensao recorrendo a uma
tecnologia de tdo elevada resolucdo pode ter como resultado a identificagdo de CNVs

cujo valor fenotipico ainda é desconhecido (Evangelidou et al., 2013).

O processo de introducdo do aCGH no DPN tem sido consequentemente muito
discutido, e apesar de bastante estudado carece ainda de resultados que permitam dar

resposta a uma série de questdes que se levantam, tais como:

(1) Em que casos deve o array ser aplicado tendo em conta que se trata de uma

tecnologia economicamente dispendiosa?

(2) Deve ser aplicado isoladamente ou como complemento de outro teste de

diagndstico que permita ultrapassar as suas limitacdes?

(3) Em caso de se tornar necessaria a realizagdo de outro teste em paralelo, que

teste deverd ser utilizado?

(4) Quais as indicacbes que determinam a necessidade de realizacdo de aCGH
no DPN?

(5) Qual a plataforma de array que garante melhores resultados neste contexto?
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(6) Quais as quantidades de liquido amnidtico necessario para que se possa
realizar esta técnica, tendo em conta a variavel imposta pelo nimero de semanas do

liquido amniotico?

As limitagdes do array resultantes da dificuldade de classificacdo de CNVs
como benignas ou patogénicas, tem sido um dos principais argumentos que tem
dificultado a introducdo do array como teste de DPN. De forma a tentar ultrapassar
esta limitacdo, os laborat6rios tém recorrido a varios métodos, do qual se destaca o uso
de uma plataforma de array que permita um estudo focado em zonas de importancia
clinica mais relevante. Em outros casos, como forma de ultrapassar a limitacao
causada pela baixa informacéo clinica das CNVs identificadas, a metodologia de array
envolve um estudo dos progenitores de modo a determinar a sua origem (herdada, em
caso da mesma alteracédo estar presente num dos progenitores ou de novo no caso da
mesma ndo estar presente em nenhum dos progenitores). E ainda importante a consulta
de bases de dados de CNVs reportadas em individuos saudaveis e analise dos genes
envolvidos no desequilibrio (Miller et al., 2010).

Em 2011, Fiorentino e colaboradores num estudo que envolveu um total de
1037 amostras com indicacfes de idade materna avangada, anomalias ecogréaficas e
ansiedade por parte dos pais, analisadas separadamente por citogenética convencional
e aCGH, verificaram que o array classificou 34 amostras como patogénicas, de entre
as quais 9 tinham caridtipo normal. Dessas 1037 amostras, 25 tinham cariotipo
anormal e quando analisadas por array, apenas 1 nao foi classificada como patogénica
(Fiorentino et al., 2011).

No ano seguinte, em 2012, Wapner e colaboradores realizaram o estudo de
comparacdo entre 0 aCGH e a citogenética convencional, que envolveu um niimero de
amostras significativo (n=4406). Como resultados destaca-se a capacidade que o array
tem de identificar alteragdes em 6% das amostras que tinham um cariétipo normal
(Wapner et al., 2012).

Mais tarde, em 2013 com o objetivo de investigar as potencialidades do aCGH
em DPN, Evangelidou e colaboradores fizeram um levantamento de varios estudos
que tinham como ponto em comum a identificacdo por aCGH de anomalias

impossiveis de detetar por cariotipo. De uma forma geral, determinaram que o aCGH
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tem a capacidade de detecdo de CNVs patogénicas num valor superior a 5% quando
comparada a andlise por cariotipo (Evangelidou et al., 2013).

O numero de estudos com o objetivo de avaliar a importancia do array no DPN
tem vindo a crescer de ano para ano. Num artigo de opinido, publicado em Dezembro
de 2013 pelo Comité Americano de Obstetricia e Ginecologia, foi revelado que que
apesar do crescente aumento de publicacbes de aplicacdo do aCGH no DPN, este
ainda ndo é suficiente para que haja uma validacdo consensual da sua introdugdo como
tecnologia de DPN. Neste estudo é ainda discutido qual o tipo de plataforma de array
mais adequado para uso em DPN. Fazendo uma anélise mais abrangente, o aCGH
poderé por um lado detetar um maior nimero de alteragdes, porém leva também a um
aumento do nimero de alteracbes de relevancia clinica desconhecida. Uma anélise
mais dirigida permite diminuir o numero de alteragbes de relevancia clinica
desconhecida, mas por outro lado podera tambem limitar a capacidade de diagndstico
(ACOG, 2013).

A comparacdo entre resultados provenientes da citogenética convencional
(Figura 31) e aCGH (Figura 32) foi testada neste trabalho utilizando o LA524/12,
proveniente de uma gestacdo que apresentava indicacGes de rastreio bioquimico
positivo. De acordo com os resultados provenientes da citogenética este caso indicava
que estavamos perante uma translocacgao entre o cromossoma 2 e 5 tendo como pontos
de quebra 933 e 22, respetivamente, e ainda uma inversdo no cromossoma 3
localizada entre p26.2 e p23. O estudo dos progenitores determinou que a origem
destas alteracGes era de novo. Assim sendo o risco do feto ter défice cognitivo seria de

6%, tendo sido dado ao casal a opcdo de uma interrup¢do medica da gravidez.

De forma a avaliar a existéncia de desequilibrios nos pontos de quebra de
ambas as alteracdes (nos cromossomas 2, 3 e 5) ou noutra localizacdo do genoma
realizou-se aCGH neste liquido, tendo como resultado a identificacdo de 3 alteracdes,
com localizacdes diferentes das observadas nos pontos de quebra dos cromossomas 3 e
5. A andlise da base de dados bioinformatica revelou que uma das trés alteracoes ja
tinha sido detetada anteriormente em individuos normais e como tal foi classificada
como benigna. Por outro lado, as outras alteracdes detetadas correspondiam a uma
delecdo de 1,5 Mb no braco longo do cromossoma 3, (g22.2922.3) (135,202,792-

136,705,332), que contétm um total de 8 genes. A outra alteracdo encontra-se
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localizada no brago curto do cromossoma 5 (p13.2) (33,854,643-35,133,927), tendo o
tamanho de 1,3Mb e envolvendo um total de 14 genes conhecidos. Esta analise por
array serviu para constatar que para além das alteracfes cromossdmicas equilibradas
(translocacdo 2;5 e inversdo 3), houve uma perda de um total de 22 genes noutras
localizages nos cromossomas 3 e 5. Antecipou-se portanto que estes desequilibrios
teriam um impacto no fendtipo. A andlise desta amostra serviu para reforcar a
utilidade do aCGH como tecnologia a utilizar em DPN. Neste caso o caridtipo
permitiu a detecdo dos rearranjos cromossémicos, nao tendo no entanto resolugdo para
detetar as microdelegdes identificada por aCGH. O uso do array forneceu dados
bastante importantes para o diagndstico, uma vez que permitiu um célculo de risco de

alteracOes no feto muito superior ao risco inicial com estudo do caritipo.

5.2 - Importancia da qualidade do DNA a ser utilizado em

Array comparative genomic hybridization

A qualidade do DNA é um fator de extrema importancia na realizacdo de
tecnologias de analise do genoma. Um dos principais objetivos deste trabalho foi
desenvolver um processo de otimizacdo, no procedimento que decorre desde a
chegada da amostra de liquido amni6tico ao laboratorio, até a0 momento em que a
amostra de DNA extraido ¢é aplicada no array, sem que haja necessidade de realizacdo
de uma cultura prévia. E necessario que a amostra de DNA final, obtida a partir de
liquido direto, seja desprovida de qualquer tipo de contaminante ou fragmentacdo que
possam prejudicar a sua analise. Dada a dificuldade de obtencdo de amostras de
liguido amnidtico ao longo da realizacdo do estudo, algumas otimizac6es tiveram de
ser realizadas recorrendo a culturas de liquidos e, no caso especial do Protocolo da

Zymo®, utilizou-se DNA extraido de amostras de sangue periféerico e fibroblastos.

Todo o processo de otimizacdo realizado neste estudo teve como objetivo
definir a melhor estratégia de modo a maximizar a concentracdo de DNA na amostra
final e com um grau reduzido de contaminantes como proteinas, acidos organicos ou
sais dos tampdes utilizados no protocolo de extracdo. A primeira alteracdo proposta ao
protocolo de extracdo de DNA, que era até a data mais usado no LCG da FMUC, para

a extracdo de DNA a partir de liqguido amniético e vilosidades corionicas o ‘High Pure
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PCR Template Preparation Kit’ (Version 20, Roche Diagnosis GmbH, Mannheim,
Germany), foi a introducdo de uma etapa de pré-digestdo, de modo a maximizar a
eficiéncia da proteinase K, na tentativa de aumentar ndo s6 a quantidade de DNA
extraido como também de diminuir a contaminacdo proteica da amostra final (Tabela
10). A avaliacdo desta alteracdo em trés liquidos (LA94/14, LA127/14 e LA128/14),
todos eles provenientes de cultura, revelou-se positiva, uma vez que ocorreu um
aumento da quantidade de DNA extraido em todos os liquidos testados, sem
comprometer os valores de pureza. Porém, é importante salientar que neste caso foram
utilizados como fonte de DNA liquidos provenientes de cultura, o que potencializa a
presenca de um maior nimero de contaminantes, quando comparado com uma

extracdo feita a partir de liquido direto.

Relativamente a otimizacdo do protocolo de concentracdo e purificagdo, o
primeiro ajustamento a ser feito foi no volume de eluicédo final (Tabela 11), de forma a
definir o volume adequado que permitisse um méaximo de concentragdo com perdas
minimas de DNA. De entre os volumes testados verificou-se uma amostra final com
melhores valores de pureza nos volumes de 25 e 40 uL. Em relacdo a perda de DNA,
verificou-se que esta ndo sofre alteracdes significativas com a variacdo do volume de
eluicdo. A realizacdo deste teste serviu ainda para verificar uma limitacdo deste
protocolo de concentragdo. Em casos de amostras muito concentradas (valores
superiores a 60 ng/uL) verifica-se que a aplicacdo deste protocolo tem como
consequéncia a perda de uma grande parte do material genético, obtendo-se
rendimentos bastante mais baixos. Nestes casos € entdo preferivel a utilizacdo de um

volume de eluicdo maior, de modo a minorizar a perda de material genético.

Segundo indicacdes dadas pelo protocolo do fornecedor, a perda de DNA é
menor no caso da temperatura do tampéo de eluicdo utilizado, for de aproximadamente
70°C. Porém no tempo decorrido entre a retirada do tampéo do banho e a aplicacao na
coluna existe uma perda de calor que faz com que o tampéo seja colocado nas colunas
a uma temperatura inferior principalmente quando se processam varias amostras em
simultaneo. Deste modo optou-se por testar um aumento da temperatura de incubacao
do tampdo de eluicdo de 70 para 80°C, que veio a revelar um rendimento de

recuperacdo significativamente superior (aumento de 44% para 61%) (Tabela 12).
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Apobs a otimizacdo do protocolo de concentragdo e purificagdo seguiu-se a
avaliacdo da influéncia que este tem na melhoria dos resultados obtidos no aCGH. A
avaliacdo da qualidade do DNA purificado foi efetuada por espectrofotometria e mais
tarde por avaliacdo dos resultados por aCGH, para 5 amostras (LA30/13, CV5/14,
LA774/12, Fb33/13 e LA759/13). A anélise por espectrofotometro sugere a partida
que a utilizagéo deste protocolo pode ser duplamente vantajosa. A primeira vantagem
esta relacionada com a recuperagdo de algumas amostras que inicialmente ndo teriam
o valor de concentracdo de DNA necessario para a realizacdo do ensaio de array.
Apesar de alguns estudos defenderem que apenas é necessaria a quantidade de 250 ng
de DNA para a realizacdo de um ensaio de aCGH (Hardin et al., 2009), no LCG-
FMUC considera-se que uma amostra terd de ter uma quantidade de DNA superior a
700 ng para que seja analisada em aCGH. Em relacdo a valores de concentragcfes da
amostra a analisar, tendo em conta que apenas pode ser colocado na plataforma de
array um volume de 26 puL de amostra € necessario por isso garantir amostras com

uma concentragéo superior a 30-40 ng/pLL.

A recuperacdo de amostras para aplicacdo em aCGH, resultante da aplicacéo
do Protocolo da Zymo® foi visivel nas amostras: LA531/13 (Figura 15) e LA21/14
(Figura 17). Para aléem da concentracdo, a melhoria dos indices de pureza, resultante
da aplicacdo do protocolo de concentracdo e purificacdo verificou-se atraves dos
valores da razdo da absorvancia 260/280 e 260/230, nas amostras: LA530/13 (Figura
14), LA531/13 (Figura 15), LA551/13 (Figura 16), LA21/14 (Figura 17) e LA759/13
(Figura 18).

A analise por aCGH revelou que este protocolo pode trazer ainda mais
vantagens no processo de analise de resultados. De uma forma geral, comparando a
mesma amostra com e sem a aplicacdo do protocolo de concentracdo e purificacdo é
de destacar que em todas as amostras analisadas por array hd uma reducdo da
dispersdo do grafico representativo da perda ou ganho de genes por parte amostra do
doente, visivel nas Figuras 19 (a) (b), 20 (a) (b), 21 (a) (b), 22 (a) (b), 23 (a) (b), 24 (a)
(b), 25 (a) (b), 26 (a) (b), 27 (a) (b) e 28 (a) (b) em caso de aplicacdo do Protocolo da
Zymo®.

Analisando agora a influéncia deste protocolo de forma particular em cada

amostra, verifica-se que no caso do LA30/13 a andlise sem aplicacdo do Protocolo da
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Zymo® dava conta da existéncia de 15 alteragOes, apesar da suspeita de algumas delas
serem ndo reais, devido ao seu valor de Log Ratio (Figura 19). Teoricamente é
esperado que este valor seja de aproximadamente -1 (Log2 1/2 = -1) para casos de
delecdes e 0,58 (Log2 3/2 = 0,58) para duplicacbes. Caso haja um distanciamento do
valor de Log Ratio face aos valores tedricos ha entdo uma suspeita de podermos estar
perante uma alteracdo nao real. A aplicacdo do Protocolo da Zymo® veio a comprovar
o facto de 10 das alteracGes levantadas anteriormente serem mesmo nao reais,
considerando a existéncia de apenas 5 alteracGes reais que vieram mais tarde a ser

classificadas como benignas (Figura 20).

A vantagem da aplicacdo do protocolo de concentracdo e purificacdo foi
igualmente demonstrada neste caso pela reducdo do valor do DLRS (de 0,2283 para
0,1743) para valores aceitaveis, indicando desta forma o aumento do padrdo de
qualidade (Tabela 16). De acordo com os parametros de qualidade da plataforma
utilizada, os valores de DLRS deverao ser inferiores a 0,20 para garantir robustez na
analise. Quando este valor é ultrapassado os critérios de qualidade ndo foram atingidos
podendo indicar que estamos perante uma amostra de DNA de baixa qualidade, que

comprometeram a eficiéncia do aCGG.

Relativamente as outras amostras verificou-se igualmente uma diminuicéo dos
valores DRLS, indicativos de melhoria dos padrées de qualidade, comum a todos os
casos que foram tratados com o Protocolo da Zymo® (Tabelas 17, 18, 19 e 20). Além
disso também se verificou a eliminacdo de mais casos de falsos positivos em mais
duas amostras (CV5/14 e LA759/13), porém em numero mais reduzido quando

comparado com o primeiro liquido analisado (LA30/13) (Tabelas 17 e 20).

O caso do fibroblasto 33 revelou um resultado diferente das outras 4 amostras
analisadas por aCGH. Neste caso além da suspeita de uma delecdo em mosaico que se
manteve com a aplicacdo do Protocolo da Zymo®, verificou-se que a aplicacdo deste
altimo protocolo, ao contrario do que aconteceu nos outros 4 casos analisados, revelou
0 aparecimento de uma nova alteracdo (Figuras 25 (e) e 26 (e)). Estas alteraces foram
mais tarde classificadas como ndo reais através de nova andlise recorrendo a

tecnologia de FISH.

Apo6s a analise destas 5 amostras diferentes por aCGH concluiu-se que o

protocolo de concentracdo e purificagdo tem uma agdo sobre a amostra, que permite
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melhorar quer o processo de analise dos resultados quer o padrdo de qualidade do
array. De forma a verificar se a impossibilidade de obtencdo de resultados, bem como
0s resultados de aCGH que contém padrdes de qualidade fora daquilo que é
pretendido, estdo relacionados com uma possivel fragmentacdo do DNA e qual a acéo
do Protocolo da Zymo® nestes casos, procedeu-se a realizacdo de um gel de agarose
cujo resultado esté representado na Figura 33. A anélise deste gel revela que em geral
ndo parece haver fragmentacdo do DNA das amostras analisadas. Porém, ressalvam-se
algumas suspeitas de fragmentacdo de DNA no LA774/12 e LA759/13 devido a
existéncia de um reduzido arrastamento que ndo se verifica nas outras amostras

analisadas.

Em relacdo ao efeito que o Protocolo da Zymo® tem sobre o melhoramento da
amostra, concluiu-se com a realizacdo deste ensaio de eletroforese, que ndo esta
relacionado com a possibilidade de eliminacdo das moléculas de DNA que se
encontram fragmentadas, dado que comparando as amostras com e sem a aplicacéo do
protocolo de concentracdo e purificacdo estas apresentam o mesmo nivel de

arrastamento sem evidéncia de fragmentacao.

Com estes resultados salienta-se ainda a conclusdo de que a impossibilidade de
andlise de resultados em certas amostras testadas em array ndo se deve a fragmentacao
de DNA, podendo antes estar associada a presenca de qualquer contaminante quimico
(por exemplo excesso de sais dos tampdes utilizados no método de extracdo) que de

interfere com o normal procedimento de marcagdo no aCGH.

ApoOs a validacdo da importancia do uso em DPN de um protocolo de
concentracdo e purificacdo seguiu-se a avaliacdo da influéncia do método de extracao
na qualidade e concentracdo da amostra a aplicar na plataforma de array. Tendo em
conta as razdes ja referidas numa fase anterior deste trabalho, o protocolo comercial
testado além do que ja era utilizado como pratica comum no laboratério foi 0 Qiamp
DNA Blood Midi kit Qiagen®.

Tal como os protocolos anteriores também este foi alvo de alteragdes em
relacdo ao protocolo que foi fornecido pela marca. A fase inicial envolveu um ajuste
do volume de eluicdo final testando os volumes de 300 uL (sugerido pelo fornecedor)
e 200uL (com re-eluicdo). Apesar de alguma discrepancia dos resultados esta alteracéo

foi positiva, ndo sé por melhorar a pureza em 2 das 3 amostras testadas como também
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por de uma forma geral aumentar a quantidade de DNA extraido e a sua concentragéo
na amostra final (Tabela 21).

A etapa de pré-digestdo com proteinase K a 55°C durante 30 minutos também
foi testada neste protocolo revelando de uma forma geral um aumento da quantidade e
qualidade de DNA extraido (Tabela 22).

Finalizadas as otimizacGes em ambos os protocolos seguiu-se a uma analise
comparativa recorrendo a um liquido da qual se extraiu DNA de forma direta
(LA141/14) e a trés liquidos provenientes de cultura (LA138/14, LA146/14 e
LA147/14). Estas amostras foram extraidas separadamente utilizando o Protocolo da
Roche® e da Qiagen®, e analisadas numa primeira fase recorrendo a
espectrofotometria (Tabela 23) e numa segunda fase a aCGH, onde apenas foi
utilizado o liquido 141/14 (Figuras 29 e 30). O objetivo desta analise seria averiguar se
0 maior investimento econdmico resultando do uso do protocolo de extracdo de DNA
da Qiagen® seria compensatério, tendo em conta a concentracdo final da amostra, a
sua pureza e qual a sua influéncia no padrées de qualidade do aCGH.

Tendo em conta os resultados provenientes da espetrofotometria e do aCGH,
ambos o0s meétodos de extragdo, apos a aplicacdo do Protocolo da Zymo®,
apresentaram DNA com valores de concentracdo e pureza final bastante semelhantes.
A excecdo ocorreu no caso dos liquidos de cultura em que se obteve uma maior
concentracdo de DNA extraido pelo extraido pelo Protocolo de extracdo da Qiagen®
em relacdo ao da Roche® partindo do mesmo volume de liquido amniotico inicial.
Relativamente a pureza das amostras é de salientar uma baixa contaminagédo proteica
de quase todas as amostras (a excecdo do LA138/14 extraido pela Qiagen®, gque revela
valor de contaminacdo com proteinas). Contudo os valores de Abs260/230 nm apenas
apresentam um valor dentro do intervalo pretendido num unico liquido (LA147/14

extraido pela Qiagen) (Tabela 23).

De uma forma geral verificou-se que tanto a nivel de concentracdo final da
amostra como a nivel de qualidade da amostra final ndo existe uma grande
discrepancia de valores de concentracdo e pureza na amostra final entre os dois

métodos.
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A comparacdo das 2 amostras resultantes da aplicagdo dois protocolos por
aCGH também ndo revelou diferencas significativas sendo detetadas as mesmas
alterac6es em ambos os ensaios de aCGH que obtiveram um valor de DLRS bastante
préximo (Tabela 24). Desta forma e tendo em conta que 0 método de extracdo da
Qiagen implica um investimento econdmico cerca de 4 vezes superior em relagcdo ao
metodo da Roche por amostra, o Protocolo da Roche® acaba por ser aquele que retine
as melhores condicdes custo/beneficio para ser utilizado na estratégia de extracdo de
DNA.

5.3- Validacdo das otimizagbes em amostras de liquido

amniotico direto

Finalizado o processo de otimizacdo dos protocolos de extracdo seguiu-se uma
validacdo de todo o trabalho desenvolvido em amostras de liquido amnidtico que
chegavam ao laboratorio numa fase posterior a otimizacdo dos protocolos. O objetivo
foi verificar qual a concentracdo final de DNA que se poderia obter atraves de um
determinado volume de liquido, extraido DNA de forma direta e sem a realizacdo de

uma cultura.

A realizacdo de uma analise de liquido amniotico de uma forma direta
apresenta varias vantagens face a andlise por cultura: (1) a realizacdo de cultura
implica um maior intervalo de tempo para a obtencdo do resultado de diagnostico, (2)
a obtencdo de DNA de forma direta provoca uma menor contaminacdo da amostra
final, resultado do maior nimero de contaminantes existentes na cultura que pode
provocar a impossibilidade de interpretacdo de resultados e (3) a realizacdo de cultura
estd associada a problemas em casos de mosaicismo, onde a amostra proveniente de
cultura pode ndo ser representativa da amostra fetal. As 2 linhagens de células poderao
ter uma diferente taxa de divisdo celular em cultura, fazendo com que no final da
cultura o indice de mosaicismo seja diferente daquele que seria obtido em caso de

andlise direta do liquido.
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Foram utilizadas 10 amostras distintas todas extraidas pelo Protocolo da
Roche® otimizado seguido do Protocolo da Zymo® (Tabela 25). De todas as amostras
analisadas apenas o LA272/14 revelou um valor de concentragéo de DNA insuficiente
para a realizacdo de aCGH. Porém esta insuficiéncia parece estar associada a algum
problema existente na aplicacdo do protocolo de concentragdo visto que esta passou a
ser menor, ao contrario do que normalmente acontecia. Em relacdo as outras amostras,
todas elas apresentavam um valor de concentragdo a rondar os esperados 30 ng/uL,
que garantem a partida a possibilidade de realizacdo do array.

De entre as 10 amostras extraidas apenas 2 (LA141/14 e LA729/13) foram até
a data analisadas por aCGH, tendo revelado bons padrbes de qualidade que
possibilitaram a analise de resultados, garantindo deste modo que a quantidade de
liguido amnidtico fornecido nestas 2 amostras é suficiente para a realizacdo de pelo

menos um ensaio de array.

Os resultados deste trabalho além de reforcarem a importéncia da tecnologia de
aCGH em DPN, fornecem ainda uma estratégia a desenvolver desde a chegada da
amostra de liquido amniotico ao laboratério até a aplicacdo do DNA extraido em
aCGH, comprovando desta forma a possibilidade de realizacdo desta tecnologia de
elevada resolucdo partindo de liquidos amnidticos recolhidos a partir das 15 semanas

de gestacéo.
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A comparacdo realizada entre os dois protocolos de extracdo de DNA
otimizados, permitiu concluir que a estratégia que garante a maxima
quantidade de DNA de qualidade, para aplicagdo em aCGH (tendo em conta a
relacdo custo/desempenho), corresponde a extracdo de DNA recorrendo ao
Protocolo da Roche® seguido da aplicagdo do Protocolo da Zymo®, ambos
realizados de acordo com a metodologia otimizada neste trabalho.

A realizacdo do ensaio de eletroforese em gel de agarose permitiu concluir que
0 melhoramento dos padrdes de qualidade do aCGH, resultado da aplicacdo do
Protocolo da Zymo®, ndo se encontra associado a qualquer fragmentacéo
existente no DNA da amostra. Esta conclusdo sugere que a impossibilidade de
analise de resultados em alguns ensaios de aCGH pode estar relacionada com a
presenca de contaminantes quimicos que impedem a correta ligacdo entre o
fluorocromo e DNA da amostra em estudo ou a hibridizacdo entre 0 DNA
fluorescente e a sonda contida na placa de aCGH.

A implementacéo da estratégia definida ao longo deste estudo para a extracao e
purificacdo de DNA para aCGH partindo de liquido amniotico direto, permitiu
confirmar a possibilidade de analise de cromossomopatias por esta tecnologia,
partindo de definir pardmetros minimo de volumes de liquido amniotico

(resultantes de amniocenteses realizadas em diferentes periodos gestacionais).
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