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Abstract

Overview and Aims: Chorionic villus sampling (CVS) is a prenatal test performed from the 11th week of
gestation. Risks related to this technique, when performed by experienced operators, are similar to those of
amniocentesis. The authors present their experience on CVS following the routine first trimester aneuploidy
screening among a non-selected low risk population.

Study design: Retrospective study

Population: All patients who underwent CVS procedure at our unit, between October 2008 and March 2011.
Methods: 4.304 screening tests were performed (by certified operators, using the Fetal Medicine Foundation
algorithm) out of which 240 patients opted for CVS after an individualized counseling on the risk of aneuploidy
and the risks/benefits of the technique. The CVS were performed transabdominally by 4 operators with local
anesthesia and aspiration through a 17G needle. Follow up consisted on the knowledge of the pregnancy’s
outcome or, at least, anomaly scan results.

Results: A total of 240 CVS were performed, from 11 to 14 weeks of gestation. One case was excluded due to
lack of follow up. 205 (85,8%) normal karyotypes and 29 (12,1%) abnormal results: trisomy 21 (10), triploidy
(5), trisomy 18 (3), 45,X (2), trisomy 13 (1), trisomy 4 (1), trisomy X (1), trisomy 14 mosaicism (1), trisomy 2
mosaicism (1), mosaicism 45,X/46,XY (1), mosaicism 92,XXYY/46,XY (1), chromosomes 5 and 12 transloca-
tion (1), chromosome 15 deletion (1). We failed to obtain results for 5 patients (2,1%): maternal contamination
(3); cell culture failure (2). Eight cases (3,3%) required amniocentesis: mosaicism (4); maternal contamination
(3); cell culture failure (1). There were 4 fetal losses, all regarding malformed fetuses, only 1 within 14 days
of the procedure.

Conclusions: CVS was successfully implemented at our unit, as a first trimester invasive technique for fetal
karyotyping, following aneuploidy screening.
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INTRODUGAO E OBJECTIVO

A Biopsia das Vilosidades Coridnicas (BVC) ¢ uma técni-
ca invasiva de diagndstico pré-natal que pode ser realizada
a partir das 11 semanas. Consiste na obtengdo ecoguiada de
fragmentos de placenta por aspiragdo através de uma agulha.
Os riscos associados a técnica, quando executada por ope-
radores treinados, sio semelhantes aos da amniocentese.'
Os autores apresentam a sua experiéncia na realizagdo das
primeiras 240 BVC numa unidade de diagnostico pré natal e
medicina fetal, no contexto do rastreio populacional de cro-
mossomopatias ¢ malformagdes major no primeiro trimestre.

POPULACAO E METODOS

Estudo retrospectivo do periodo de 1 Outubro de 2008 a 31
de Margo de 2011. Neste periodo foram referenciadas ao
hospital 4304 gravidas que realizaram colheita de sangue
para os marcadores bioquimicos PAPP-A e B-HCG livre
entre as 9 e as 13 semanas e 6 dias e ecografia detalhada
entre as 11 e as 13 semanas e 6 dias. Os resultados bioqui-
micos e ecograficos foram integrados com a idade materna
para calculo do risco de aneuploidias pelo algoritmo da Fetal
Medicine Foundation (FMF) por médicos acreditados por
esta institui¢do. O rastreio foi considerado positivo quando
o risco foi superior a 1:250 a data da ecografia. Independen-
temente do risco obtido, o resultado do rastreio foi discutido
individualmente com cada casal, que decidiu pela realiza¢ao
ou nao de técnicas invasivas de diagndstico, apos explicagdo
dos riscos e beneficios dos procedimentos.

Também foram aceites para realizagdo de BVC na uni-
dade, utentes referenciadas por rastreio positivo realizado
em outras instituigdes.

Foram incluidas neste trabalho todas as BVC realizadas
entre as 11 e as 14 semanas, no periodo em estudo. Todos
os procedimentos foram realizados por via abdominal, com
assepsia local e anestesia da pele e do tecido celular subcu-
taneo com cloridrato de lidocaina a 1%. Foi utilizada agulha
descartavel de 17 Gauge e efectuada aspiragdo das vilosida-
des com o auxilio de um extensor e uma seringa de 20 ml,
heparinizados. As BVC foram executadas por 4 operadores,
um acreditado pela FMF ¢ 3 em curva de aprendizagem, tu-
torados pelo primeiro, sendo que 87% dos procedimentos
foram realizados pelos mesmos 2 operadores.

O material colhido foi colocado no meio de cultura
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Invitrogen)
e enviado ao laboratorio de Genética Médica, juntamente
com uma amostra de sangue da gravida (em tubo com aci-
do etilenodiamino tetra-acético - EDTA) para exclusao de

contaminag@o com células maternas.

Foi efectuada a profilaxia da isoimunizacao Rh as gra-
vidas Rh negativo, com 300pug de imunoglobulina anti D.
A frequéncia cardiaca fetal foi confirmada imediatamente
apos cada procedimento. Foi reforcada a necessidade de
contactar a Unidade ou o Servigo de Urgéncia de Obste-
tricia em caso de hemorragia vaginal e¢/ou febre. Foram
consideradas complicacdes major aquelas que resultassem
em risco de vida materno ou perda fetal até¢ duas semanas
apos o procedimento. O follow up foi considerado conheci-
do sempre que se teve acesso ao desfecho da gravidez ou,
pelo menos, ao resultado da ecografia morfoldgica realiza-
da apos as 20 semanas.

Para o estudo citogenético, o material colhido foi ana-
lisado sob lupa, tendo sido rejeitado o tecido decidual e/ou
coagulos de sangue eventualmente presentes. Apds diges-
tdo enzimatica com colagenase, o material seleccionado foi
dividido em duas partes: uma destinada a cultura in vitro
a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 e a outra destinada
a extraccao de ADN para pesquisa rapida de aneuploidias
e detecgdo de eventual contaminagdo materna. O estudo
cromossomico foi realizado pelo método in situ, tendo os
cromossomas sido corados pela técnica de bandas GTL, de
acordo com protocolos convencionais. O despiste de con-
taminacdo materna foi realizado através da comparagdo do
perfil de marcadores polimérficos amplificados por PCR
obtidos a partir do ADN extraido das vilosidades com o
perfil obtido a partir do sangue da gravida. A pesquisa rapi-
da de aneuploidias dos cromossomas 13, 18, 21, X e Y foi
realizada pela técnica Multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) (MRC-Holland) com o kit P095 ou
por PCR multiplex quantitativo com marcadores polimor-
ficos para os referidos cromossomas.

RESULTADOS

Das 240 BVC efectuadas no periodo em estudo, foi ex-
cluido 1 caso, perdido para follow up. Nos 239 casos em
analise, as indicagdes para o procedimento dividiram-se
em rastreio do primeiro trimestre positivo (n=136; 56,9%),
pesquisa de sindrome genético familiar (n=7; 2,9%), ano-
malia estrutural (n=4; 1,7%) — megabexiga: 1; gastrosqui-
se: 1; regressdo caudal: 1; onfalocelo: 1 —, suspeita ecogra-
fica de triploidia (n=3; 1,3%), ¢ ansiedade materna (n=89,
37.2%). Este tltimo grupo ¢ constituido por gravidas que,
apesar do rastreio negativo, optaram pela realizagdo da téc-
nica, sendo que 42% tinham translucéncia da nuca acima
do percentil 95 e 38,6% tinham idade igual ou superior a 35
anos (com risco final baixo).



Resultados Citogenéticos:

Os resultados da pesquisa rapida de aneuploidias (cro-
mossomas 13, 18, 21, X e Y) ¢ o caridtipo completo fica-
ram disponiveis em média 4 e 7 dias uteis apds a BVC,
respectivamente. Registaram-se 205 (85,8%) resultados
normais e 29 (12,1%) resultados anomalos: trissomia 21
(10), triploidia (5), trissomia 18 (3), monossomia do X (2),
trissomia 13 (1), trissomia 4 (1), trissomia X (1), trissomia
14 em mosaico (1), trissomia 2 em mosaico (1), mosai-
cismo 45,X/46,XY (1), mosaicismo 92,XXYY/46,XY (1),
translocacg@o entre os cromossomas 5 ¢ 12 (1) e delec¢@o do
braco longo do cromossoma 15 (1).

Em 5 casos (2,1%) ndo foi possivel a obtencao do resul-
tado: em 3 casos (1,3%) devido a contaminagao por células
maternas ¢ em 2 casos (0,8%) por falha de crescimento de
células fetais em cultura. Em 8 casos (3,3%) foi necessaria
a realizacdo de amniocentese: os 4 casos de mosaicismo
(1,7%), os 3 casos de contaminagdo materna ¢ 1 dos casos
de falha de crescimento de células em cultura (sendo que
no outro, ocorreu morte fetal in utero as 16 semanas).

Todos os casos de trissomia 21, 13, 18, triploidia e mo-
nossomia X foram diagnosticados por PCR (pesquisa ra-
pida) e confirmados ap6s cultura. No caso de trissomia X
e de mosaico 92,XXYY/46,XY a PCR foi inconclusiva e
no caso de mosaico 45,X/46,XY foi normal, pelo que estes
diagnosticos so6 foram estabelecidos apds cultura.

Complicag6es e seguimento

Registaram-se 3 complicagdes clinicas minor, sem ne-
cessidade de terapéutica especifica: um hematoma da pare-
de abdominal (0.4%), um caso de hemorragia vaginal sem
abortamento (0,4%) e uma reacc¢ao vagal (0,4%). Em ne-
nhum caso foi necessario efectuar mais que uma inser¢ao
da agulha.

Ha a referir 4 casos de morte fetal: um no primeiro tri-
mestre, em que se constatou foco negativo 3 dias apds o
procedimento, sem registo de hemorragia vaginal até ao
diagnostico. Neste caso a BVC foi efectuada por rastreio
positivo para trissomia 13/18, associada a suspeita de mal-
formacgao cardiaca. O caridtipo foi normal e o estudo feto-
patolégico confirmou a presenga de malformagao cardiaca
(dilatacdo ventricular direita e comunicagdo iterventricular
mesoseptal).

No segundo caso, a morte fetal registou-se as 17 se-
manas; a BVC foi efectuada por rastreio positivo para tris-
somia 21 e 13/18, sendo o cariétipo normal; apresentava
megabexiga (<15mm) no primeiro trimestre ¢ malforma-
¢do uroldgica e restri¢do de crescimento no segundo tri-
mestre. O exame fetopatologico revelou RCIU e sindrome
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polimalformativo major (malformagao renal quistica com-
pativel com sindrome de valvula uretral posterior (micro-
quistos tubulares renais e dilatagao piélica); rins fundidos
na linha média.

No terceiro caso, ocorreu morte fetal as 26 semanas.
A BVC foi efectuada por rastreio positivo para trissomia
13/18 e megabexiga (<15mm). O caridtipo foi normal e na
ecografia morfoldgica foi detectado rim unico em posi¢ao
pélvica. O exame fetopatologico confirmou a existéncia de
rim pélvico em ferradura e relatou ainda imperfuragdo anal
e micropénis, além de outras malformagdes minor.

No ultimo caso, a BVC foi efectuada por suspeita de
triploidia. O caridtipo ndo foi determinado por falha de
crescimento de células fetais em cultura (sendo o PCR nor-
mal) e a morte fetal ocorreu as 16 semanas de gestagao, an-
tes da realizagdo de amniocentese. O exame fetopatologico
revelou RCIU, artéria umbilical inica, altera¢cdes minor do
habito externo (micrognatia, filtrum alto, fenda palpebrais
obliquas, pavilhdes auriculares de implantagdo baixa) e
microquistos tubulares renais.

Trinta das gravidas submetidas a BVC optaram pela in-
terrup¢do médica da gravidez: 23 por cromossomopatia, 4
por malformacao fetal major com caridtipo normal, 2 por
atrofia muscular espinhal e 1 por deleccdo responsavel pelo
sindrome de Angelman/Prader-Willi. Estas interrupgdes de-
correntes da avaliacao do primeiro trimestre ocorreram entre
as 11 e as 18 semanas (moda e mediana = 14 semanas).

Excluindo os 3 casos de morte fetal até as 17 semanas,
as demais 206 gravidas realizaram ecografia morfologica
entre as 18 e 20 semanas de gestagdo e foram diagnostica-
das 6 malformagdes major: 2 casos de malformacdo car-
diaca grave, 2 casos de malformacao renal multiquistica,
1 caso de displasia tanatoforica tipo I e 1 caso de malfor-
magdo adenomatosa quistica (MAQ). Nos primeiros cinco
casos, as gravidas optaram pela interrupcao da gravidez.
No caso de MAQ o diagnostico foi confirmado no periodo
pbs-natal por ressonancia magnética. O diagnostico da dis-
plasia esquelética foi efectuado na ecografia morfologica
as 20 semanas e foi confirmada displasia tanatoforica tipo
I por método de microarray (mutacdo ¢.742C>T em hete-
rozigotia no gene FGFR3) em DNA extraido do material
da BVC.

Das 200 gestagdes que evoluiram, 196 nasceram sem
malformagdes major nao identificadas no periodo pré-
natal. Em 4 casos, ndo foi possivel confirmar o desfecho
final da gravidez (sendo que se confirmou uma evolugdo
normal da gravidez até as 20-24 semanas, na ecografia
morfolégica).
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DISCUSSAO

No panorama actual de diagndstico pré-natal e com a an-
tecipacdo do rastreio de cromossomopatias para o primei-
ro trimestre, sublinha-se a importancia de uma alternativa
precoce ¢ segura a amniocentese, para o diagndsico invasi-
vo, minimizando os riscos médicos e o impacto psicologi-
co de eventuais intervengoes.

A taxa de bidpsias realizadas foi de 5,7% do total de
rastreios, sendo que as bidpsias efectuadas por rastreio po-
sitivo corresponderam a 3,2% dos rastreios. Dos casos em
que a BVC foi efectuada por ansiedade materna, 38.6%
apresentaram idade materna superior a 35 anos (traduzindo
o estigma que este factor ainda tem na nossa populagao)
e em 42% a translucéncia da nuca estava acima do Pgs
(revelando o peso atribuido isoladamente a este pardmetro
do rastreio pela populagdo médica e de gravidas).

Existe um unico estudo randomizado que compara a re-
alizacdo de amniocentese com atitude expectante, chegando
a um risco relacionado com a técnica de 1%.” Nio existe ne-
nhum trabalho semelhante para as BVC. Existem no entanto
alguns estudos comparativos entre as BVC e a amniocente-
se. Smidt-Jensen compara a BVC por via abdominal com a
amniocentese no segundo trimestre, descrevendo uma per-
centagem equivalente de perdas fetais®. Varios estudos com-
pararam a biopsia das vilosidades (por via abdominal e/ou
transcervical)™ com a amniocentese precoce (realizada antes
das 16 semanas)’®, mostrando que as taxas de abortamento
apos a BVC sdo menores que nas amniocenteses precoces'”z.

E preciso ndo esquecer que a taxa de perda fetal espon-
tdnea ¢ maior as 12 semanas que as 16 e espera-se maior na
populagao com indica¢do para BVC. Akolekar et al desen-
volveram um algoritmo para estimar o risco de perda fetal
espontanea, tendo em conta as caracteristicas maternas e os
resultados do rastreio do primeiro trimestre. Nesse mesmo
trabalho que incluiu 33856 rastreios do 1° trimestre e 2396
BVC realizadas, os autores concluem nao haver aumento
significativo do risco de perda fetal relacionada com a téc-
nica de BVC (acima do risco basal calculado para aquela
populacao), quer fosse executada por operadores experien-
tes ou em processo de treino supervisionado.’

Na nossa amostra, a taxa de perda fetal total foi de
1,7%. Se consideradas apenas as perdas fetais nos 14 dias
apos o procedimento a taxa ¢ de 0,4%. No unico caso que
cumpre este critério, o estudo feto-patoldgico revelou uma
malformagdo cardiaca tornando dificil a distin¢do entre o
risco basal e o risco atribuivel a técnica.

A associagdo entre BVC e defeitos de redugdo dos
membros foi descrita em 1991 quando, numa série de 289

biopsias realizadas entre as 8 e as 9 semanas, foram des-
critos 5 casos.'? Esta associa¢do ndo foi confirmada em es-
tudos posteriores com procedimentos efectuados apds as
10 semanas.'""'* Na nossa amostra, em que todos os proce-
dimentos foram efectuados apds as 11 semanas, ndo se ve-
rificou nenhum caso de defeitos de redu¢do dos membros.

E importante salientar que a experiéncia do operador
em procedimentos invasivos ecoguiados ¢ essencial para a
equivaléncia dos riscos mencionados."* Na UMF todos os
procedimentos foram realizados ou supervisionados por
operadores certificados pela FMF, com experiéncia em téc-
nicas invasivas fetais ecoguiadas.

Num estudo retrospectivo de 20 anos que analisa, em
intervalos de 5 anos, a taxa de abortamento apds proce-
dimentos invasivos (amniocentese versus BVC) foi mos-
trado que a taxa de abortamento pds-amniocentese era
inicialmente menor do que a das bidpsias, mas, a medida
que a equipa se tornou mais experiente nas BVC, a taxa de
abortamento igualou-se.”

Como qualquer teste, a BVC tem também limitagdes.
Quando ¢ diagnosticado um mosaicismo, o que acontece em
1% dos casos (versus 0,1% das amniocenteses), esta indicada
a confirmacao no liquido amnidtico para excluir uma altera-
¢do confinada & placenta (80-90% dos casos).” Dos quatro
mosaicismos encontrados (1,7%), a amniocentese confirmou
a alteracdo nos casos de sindrome de Turner e trissomia 14
(em mosaico), sendo normal nos restantes 2 casos.

Outras limitagdes verificadas, que levaram também a re-
alizacdo de amniocentese, foram a contaminagdo materna da
amostra de vilosidades (1,3%) e a auséncia de resultado de
PCR e de crescimento celular em cultura (0,8%). Esta lti-
ma situacdo foi atribuida a insuficiéncia da amostra colhida.

Esta descrito que 1,1% dos casos de BVC requerem um
teste de diagnostico adicional para esclarecer o resultado
citogenético.14 Na nossa amostra este valor foi de 3,3%,
sendo que a taxa de mosaicismos encontrada foi também
superior a descrita na literatura.

Com o declineo no nimero de procedimentos invasi-
vos resultante de métodos de rastreio mais efectivos, tem
aumentado o debate sobre o tema da qualidade e treino de
competéncias. A literatura tende para o consenso de que o
foco deve incidir sobre o desempenho do operador e nao
da unidade/centro de cuidados.'*'>'® Apesar de ndo ser
possivel actualmente estabelecer recomendacdes basea-
das na evidéncia, para o numero de procedimentos anuais
necessario para a manuten¢ao de competéncias, o RCOG
sugere um volume minimo de 30 procedimentos/ano por
operador'?, enquanto um relatorio de uma Comissdo de
Trabalho Dinamarquesa sugere o nimero 100'. Operado-
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res muito experientes (>100 procedimentos/ano) poderdo
ter maior taxa de sucesso e menor taxa de complicagdes."
No nosso centro, o treino dos trés operadores ocorreu de
forma sequencial e incluiu elementos internos e externos
ao servigo. Este treino foi organizado de forma a que cada
operador certificado do servigo efectue pelo menos 30 pro-
cedimentos por ano.

As recomendacdes do RCOG sublinham a importancia da
auditoria anual na manutengdo de uma boa pratica em testes
invasivos, definindo como pardmetros auditaveis os seguin-
tes: taxa de perda fetal (divididas em 3 grupos: até 14 dias
apos o procedimento, até as 24 semanas de gestagio e até ao
término da gestagdo); taxa de procedimentos requerendo mais
que uma inser¢do da agulha; taxa de falha de obtencdo de
amostra adequada; taxa de falha de cultura laboratorial; taxa
de complicagdes; proporgdo de gravidas Rh negativo em que
foi feita a profilaxia da isoimunizagio Rh."

CONCLUSOES

A bidpsia das vilosidades coridnicas, como técnica de elei-
¢do para o estudo do cariétipo fetal, no seguimento do ras-
treio combinado do primeiro trimestre foi introduzida na
Unidade de Medicina Fetal do Departamento de Obstetri-
cia e Ginecologia do nosso hospital, com taxas de sucesso
e complicagdes semelhantes as descritas na literatura.
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