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I.) INTRODUGAO

"o abortamento

Em 1964, Warburton & Fraser escreveram:?
esponténeo é wum dos processos patoldgicos mais comuns e menos
conhecidos™. Passadas mais de duas décadas, os estudos
eromossdmicos em abortos esponténeos mostraram ser as
cromossomopatias zigéticas a principal causa dos abortamentos
espontineos e propiciaram um entendimento mais amplo sobre as
aberragdes cromossdmicas na espécie humana. A nivel individual, o
caridtipo dos abortos espontineos tem se¢ mostrado importante ndo
88 para definir as causas do abortamento, como também pela suas
possiveis implicagles em gestaces futuras (Boué et al., 1973;
Morton et al., 1987; Warburton et al., 1987).

0 valor do estudo anadtomo-patoldgico associado A anélise
citogenética dos abortos espontineos tem sido exaltado por alguns
autores, os quais, baseados nas correlagdes existentes entre o
caribtipo e os achados andtomo~-patol dgicos dos abortos
cromossomicamente anormais, sugerem dgue as caracteristicas
morfolégicas ou expressdées fenotipicas, dos produtos de
abortamentos espontaneos (embrifo ou feto e anexos embriondrios)
podem predizer o diagndstico cariotipico (Philippe & Boué, 1969;
Boué et al., 1970; Honoré et al., 1976; Boué et al., 1976; Geisler
& Kleinebrecht, 1978).

Paralela e mais recentemente, vArios trabalhos tém mostrado
gque determinadas dosagens bioquimicas no soro materno como:
a-fetoproteina, acetilcolinesterase, estriol nfio conjugado e HCG,
entre outras, apresentam niveis anormais na vigéncia de gestagles

com fetos cromossomicamente anormais (Merkatz et al., 1984:



Muller, 1989; 1989; Wald et al., 1988; Bogart et al., 1987). A
utilizagdo dessas dosagens vem sendo empregada para o rastreamento

de aberragles cromossdmicas no periodo pré-natal,

0 estudo cariotipico de produtos de abortamento espontaneo,
contudo, é oneroso e nem todo laboratdério de citogenética
apresenta condigles de realiza-lo, pelo menos em nosso meic. Além
disso, muitas vezes o material chega ao laboratdério em condicSes
que comprometem a realizagdo e o resultado do exame.

Seria interessante, entfo, a utiliza¢8o de testes que
permitissem uma abordagem mais simplificada das perdas
gestacicnais em fases precoces do desenvolvimento. Esses métodos
deveriam oferecer seguran¢a, interpreta¢fo inequivoca e facil
reprodutibilidade.



I.1.) ESTUDOS CITOGENETICOS EM ABORTOS ESPONTANEOS

O conhecimento sobre as associagdes entre as alteracBes do
fenétipo (malformagdes e/ou dismorfias) e as aberracgBes
cromossdmicas, bem como os primeiros relatos sobre triploidia em
abortos espontineos por Penrose & Delhanty (1961) e Delhanty et
al. (1961), estimularam varios pesquisadores na década de 60 a
orientarem suas pesquisas para o estudo citogenético das perdas
gestacionais, mals especificamente dos abortos espontineos.

Varios trabalhos surgiram mostrando gque, além de fregiientes,
alguns tipos de aberracles cromossémicas predominavam entre os
abortos espontlneos (Carr, 1963; Clendenin & Benirschke, 1963:
Thiede & Salm, 1964; Szulman, 1965; Boué et al.,, 1967: Stenchever
et al., 1967; Bowen & Lee, 1969%; Arakaki & Vaxman, 1970).
Posteriormente, com o advento das técnicas de bandamento
cromossdmico, tornou-se possivel a identificag® precisa das
aberragdes cromossémicas, as quais foram destacadas em trabalhos
do continente europeu (Kajii et al., 1973; Lauritsen, 1976; Creasy
et al., 1976; Boué et al., 1975; Kajii & Ferrier, 1978), bem como
do continente americano (McConnell & Carr, 1975: Hassold et al.,
1978; Warburton et al., 1980a; Hassold et al., 1980).

Mais recentemente, as técnicas de HLA (Couillin et al., 1987)
e de biologia molecular (Hassold et al., 1985; Hassold et al.,
1988) vieram complementar os dados citogenéticos sobre os estudos
com abortos espontlnecs, e ampliar o conhecimento sobre aspectos
distintos das aberrag¢des cromoss8micas no homem.



I1.2.) INCIDENCIA DAS PERDAS GESTACIONAIS

0 malogro da reprodu¢do humana pode ser observade em
diferentes estigios dc desenvolvimento 4o concepto. Ccorrendo
repetidas vezes em fases muito precoces do desenvolvimento, a
gestac8o pode ndo ser identificada e traduzir-se como aparente
esterilidade. Quando a gestagio é reconhecida, porém interrompida
nos primeiros meses, ela & identificada como abortamento
espontaneo. Finalmente, o insucesso reprodutivo pode ser
representado por fetos vives ou mortos portadores de malformacgles
congénitas.

Utilizando modelos matemdticos, Roberts & Lowe (1975)
demonstraram que a taxa de perdas conceptuais, além de muito alta,
78%, apresentava uma maior concentragiic em est&gios mais precoces
do desenvolvimento humano. Williamson & Miller (1980), utilizando
a técnica do radioimunoensaioc para dosagem da sub-unidade B da
gonadotropina corifnica humana (B-HCG), demonstraram a alta taxa
de perdas conceptuais Precoces, 41%, em 149 gestagles
diagnosticadas bioguimicamente. Com a utilizag8o de metodologia
semelhante, Edmonds et al. (1982), detectaram uma taxa de perdas
gestacionais pds-implantag¢do igual a 62%.

Antes de finalizar esse item, vale a pena ressaltar o
trabalho de Jacobs (1986), apresentade no Gltimo Congresso
Internacional de Genética Humana, uma vez que ele ratifica os
dados acima relatados. Partindo de wuma revisSo sobre
epidemiologia de abortos espontineos e de recém-nascidos, Jacobs
{(1986) refere que 75% de todas as gestacles nfo sobrevivem ao
termo, sendo 25% perdidas antes da implantag8c, 33% no periodo de
pés-implantagdc precoce, 15-20% entre a 5" e a 27° semana e 1-2%
em periodos mais tardios, correspondendo aos natimortoes.



I.3.) INCIDENCIA DAS ABERRACOES CROMOSSOMICAS ENTRE
AS PERDAS GESTACIONAIS

Assumindo que 15% das gestagdes reconhecidas clinicamente
terminam em abortamentos espontineos e, que 50% dos abortos sio
portadores de aberrag¢fes cromossdédmicas, Hassold (1986) sugere que,
pelo menos, 7-8% de todas as gestagdes humanas diagneosticadas
devem ser cromossomicamente desequilibradas. No mesmo trabalho,
Hassold (1986) revisou a freqli®ncia des principais tipos de
aberrag¢des cromossdmicas entre os abortos espontineos e comparcu-a
as freqliéncias encontradas em natimortos (NM) e nativiveos (NV)
(tabela 1}.

Tabhela 1 - Fregiéncia dos principais tipos de aberragdo
cromossdmica nos diferentes estidgios de desenvolvimento da espécie
humana {(modificada de Hassold, 1986).

a1 *Preqiéncia da aberraclo em %
Aberrac8o cromossdmica g a ab ¢

Aborto espontfneo NM NV
Todas as abherra¢des 50 5 0,5
Trissomias:
16 7;5 - -
13, 18 e 21 4,5 2,7 0,14
Aberragles dos
cromossomos sexuails 0,3 0,4 0,15
Monossomia X 8,7 0,1 0,01
Tripleoidia 6,4 0,2 -
Tetrapleoidia 2,4 - -
Aberragdes estruturais 2,0 0,8 0,3

XHageada na revisado de Hassold {13886}.



Como pode ser observado nessa tabela, existe um declinio
consideravel na freqiidncia de anormalidades cromossdémicas gquando
ge leva em consideracgfio a fase de desenvolvimento. Engquanto essa
freqiiéncia é extremamente alta em abortos espontadneos, em torno de
50%, ela cai para 5% entre os natimortos, sendo ainda 10 vezes
menor, 0,5%, entre os nativivos. Esse efeito de selecdo in utero
faz c¢com gque; aoc nascimento, cerca de 95% das concepgdes
cromossomicamente anormais, segundo Hassold (1986), tenham sido

eliminadas.

1.4.) ABERRAGOES NUMERICAS

I.4.a.) Trissomias autossdmicas

As aherragdes numéricas s8o as mais frequentemente
encontradas entre os abortos espontfineos, sendo representadas
pelas aneuploidias (monossomias e trissomias) e pelas euploidias
(triploidias e tetraploidias). As mais comuns s%c as trissomias,
as quais ocorrem em cerca de 1/2 dos abortos cromossomicamente
anormais, 1/4 de todos os abortos e, aproximadamente 4% de todas
as gestacgGes clinicamente conhecidas (Boué et al., 1985; Hassold &
Jacobs, 1984). Trissomias de todos os cromossomos, exceto do
cromossomo 1, 3j& foram identificadas em abortos espontineos. A
trissomia 1 foi descrita pela primeira vez na espécie humana num
embriSoc de oito células, descoberto a partir de um protoceolo de
fertilizag8o in vitro (Watt et al., 1987). A presenga de
cromossomo 1 extra, contudo, tem sido detectada, com certa
freqiiéncia, em estudos de espermatozdides humanos baseado no teste
de hamster (Brandriff et al., 1985; Martin et al., 1983).

Em abortos esponténeos a fregiléncia individual das trissomias



-

é¢ muito variada, enquanto a trissomia do cromeossomo 16 &
extremamente c¢omum, ocorrende em 1/3 de todas as trissomias
autoss8micas dos abortoes, outras, como as dos cromossomos 3, 5, 6,
11, 12, 17 e 19 sdo bem menos fregiientes, (Boué et al., 1985;
Hassold, 1986). RAs trissomias dos acrocéntricos, por outro lado,
seguem a trissomia do 16, em termos de fregiiéncia.

Baseados na alta freqliéncia de aberragles que envolvem
cromossomos com regifo centromérica heterocromética polimérfica,
Meulenbroek & Geraedts (1982) sugeriram uma possivel relagio
causal entre a presenga desses polimorfismos heterocromaticos e a
ocorréncia de n#o disjuncdo.

A grande diferenga cbservada entre as freqiléncias dos varios
tipos de trissomias autossdmicas pode ser presumivelménte
atribuida a, pelo menos, trés fatores: 1) diferentes taxas de n#o
disjungdo para cada par de cromossomos; 2) diferengas nas
fregiiéncias de aberragles nos gametas na época da concepglio e 3)
diferengas nas taxas de perdas conceptuais antes de a gestaclo ser
¢linicamente reconhecida.

Ha4 evidéncias mostrando a existéncia da selecio diferencial.
Assim, ao se comparar as taxas e tipos de aberracdes cromossdmicas
encontrados em diferentes populagdes, como as de abortos
espontfneos, natimortos e nativivos, constata-se que alguns tipos
de aberragdco s6 sd3o encontrados entre os abortos, como por exemplo
a trissomia do 16, sendo portanto incompativeis com a vida (tabela
l1). De maneira semelhante, também pode-se observar diferengas ou
variagBes nas freqiiéncias de falta de disjunc8o dos varios
cromossomos. Observando a tabela 1 percebe-se gque dentre as
trissomias autossOmicas, a trissomia 16 &, sem davida, a mais
freqiiente, sugerindo, uma maior f£reqiiéncia de falta de disjuncSBo
para esse autossomo em particular.

As trissomias duplas ocorrem com uma freqiiéncia baizxa,
inferior a 2%, entre os abortos cariotipicamente anormais (Hassold
et al., 1980), refletindo, muito provavelmente, a suz reduzida
viabilidade (Kajii et al., 1980).

Finalmente, a trissomia tripla de autossomos constitui um

evento extremamente raro entre os conceptos estudados, conhecendo-



se poucos exemplos, tais como: 49,XX,+2,+5,+8 (Kajii et al.,
1980), e 49,XX,+14,+15,+22 (Hassold et al., 1984).

1.4.b.) Monossomias autossdmicas

Baseado no mecanismo gque mails fregiientemente origina as
aneuploidias ~ a falta de disjun¢8o, seria de se esperar um nfimero
de conceptos monossémicos, pelo menos, igual ao de trissdmicos.
Porém, entre as aneuploidias, as monossomias autossdémicas s3c
virtualmente inexistentes na espécie humana. Acredita-se que os
conceptos monossdmicos, por serem muito letais, s8c perdidos
precocemente ou ndo chegam a se formarem. Na realidade, existem
observagfes em camundongos mostrande gque conceptos monossémicos
s8o formados com freqiléncia similar as trissomias, porém, réapida e
espontaneamente, s8c expulsos do organismo materno, durante o
periodo de pré-implantag8c (Gropp, 1982).

Embora rara, considera-se gue a monossomia do 21 é a Gnica
monossomia de autossomos observada em abortos espontfneos (Boué et
al., 1985).

I.4.¢.) Bupleoidias

A triploidia é uma aberracfio cromossémica relativamente comum
(1-3%) em populagBes humanas gragas A fregiléneia com que aparece
entre os abortos cromossomicamente anormais, cerca de 15-20%
(Carr, 1971: Boué et al., 1975; Creasy et al., 1976; Lauritsen,



1976; Couillin et al., 1978; Jacobs et al., 1978; Hassold et al.,
1980, Kajii et al., 1880; Meulenbroek & Geraedts, 1982), ou seja,
6,4% entre todos os aborteos (tabela 1).

Os abortos triplédides podem ser classificados em trés tipos
de acordo com a constituigSo dos c¢romossomos sexuais: 69,XXY:
69,{XX e 69,XY¥YY., Desses, o primeiro constitui o tipe mais
. freqliente, enquanto o 14ltimo, s & observade em rarissimas

ocasifes (tabela 2).

Tabela 2 - Representagdc cariotipica dos abortos tripléides,
segundo dados da literatura.

Tipo de cariétipo
Referéncia N°® de
3n 63,7 69,XXY 69,XXX 69,XYY Hiper3n*

Szulman, 1965 5 1l 4 - - -
Arakaki & Wazxman,

1970 7 - 3 3 1 -
Dhadial et al., 1970 13 - 8 5 ~ -
Carr, 1971 25 - 13 9 - 3
Boué & Bouéd, 1974 183 27 92 57 7 a
MeConnell & Carr,

1975 5 - 4 1l - -
Creasy et al., 1976 39 - 18 i8 1 2
Lauritsen, 1976 14 5 9 ~ -
Kajii et al., 1980 29 - 16 11 - 2
Hassold et al., 1980  70® - 49° 16 1 3
Procter et al., 1986 9 1 & 2 - -

XTodos apresentavam 70 cromossomos. a- Boué et m)l. (1986)
rafaerem 4 casos hlpertripléides neosa amoatra. b= Um
cariétipo é B8,XX. e~ Um carféditipo mostrava também

uma translocacfo equilibrada. '

Os caridtipos hipertripléides, ou seja, com um ou mais

cromossomos adiciconais além dos 69 esperados, costumam ocorrer com



uma freqiiéncia de 3,5-5% entre os itripléides (tabela 2; Bouéd et
al., 1985}, De maneira semelhante aocs tripldides puros, os
hipertripléides também mostram uma predominsncia do complemento
gonossdmico tipo XXY em detrimento do XXX. 0 cromossomo extra
nesses casos, de maneira semelhante ac gue se observa entre os
abortos trissémicos é, freqgilentemente, representado pelos
cromossomos dos grupos E, D e C,

Os «caridtipos hipotripléides s8o muito mais raramente
observados e, todos os casos descritos apresentam 68 cromossomos,
sendo o©0s c¢romossomos ausentes, geralmente, o X levando ao
caridtipo 68,XX (Bouéd et al., 1985; Jacobs et al., 1982; Uchida et
al., 1985), ou, muito esporadicamente, o 22: 68,XXY,-22 (Jacobs et
al., 1982).

As tetraploidias s8oc observadas em cerca de 5% dos abortos
anormais (Boué & Boué, 1974, Hassold et al., 1978; Kajii et al.,
1980), ou 2,4% de todos os abortos, sendo virtualmente
inexistentes entre nativivos e natimortos (tabela 1).
Aproximadamente metade dos casos apresenta complemento
cromossfémico sexual XXXX, enguanto a outra metade mostra caridtipo
92, XXYY.

Os caridtipos hipertetrapldides também j& foram encontrados
em abortos espontdneos e, em ambos os c¢asos relatados, os
cromossomos extras eram o 16: 94,XXYY,+16,+16 (Kajii et al., 1980)
e 94 ,XXXX,+16,+16 {(Boué & Boué, 1974).

A hipotetraploidia pode ser aqui exemplificada pelo cariétipo
90,XX detectade num feto de 21 semanas portador de quadro
fenotipico caracteristico da sindrome de Turner (Fryns et al.,
1987).

1.4.d.) Meonossomia X

Esse tipo de aberragfo cromossdmica constitui um dos mais

10



fregiientes entre os abortos espontinecs, correspondendo a quase 9%
de todos os abortos (tabela 1), ou a cerca de 15-25% dos anormais
(Boué & Boué, 1974; Creasy et al., 1976; Hassold et al., 1980).
Uma revisfo realizada pela autora (Cavalcanti, 1986), mostrou gque,
iscladamente, a monossomia X corresponde a aberrag@o cromossdmica
mais comum entre abortos espontineos. Na grande maioria das
vezes, e, ao contrario do que acontece em nativivos, o caridtipo
45,% aparece como Unica linhagem, ou seja, praticamente n3oc ha
mosaico envolvendo a monossomia X em abortos (Boué et al., 1985;
Hassold et al., 1988),

I.5.) MOSAICOS

A presenga de mais de uma linhagem celular de mesma origem
genética, o gque na prética corresponde a duas linhagens celulares,
na grande maioria deos casos, configura o quadro de mosaicismo. Em
abortos espontineos as freqiiéncias de mosaicismo variam de
aproximadamente 2% a pouco mals de 5% (Boué & Boué, 1974; Kajii et
al., 1980; Creasy et al., 1976; Hassold et al., 1980).

B detecgdo de mosaicismo depende muito da metodcoclogia
utilizada, nd3o sé o numero de células analisadas €& importante, o
tecido estudado parece ser de fundamental importéncia K nesse
achade. Tanto & assim gue, gquase todos 08 mosaicos relatados em
abortos foram analisados a partir de &mnio ou c¢dérion e ndo do
embrifo propriamente dite (Boué et al., 1985).

Trabalhos mais recentes demonstraram a presenga de mosaicismo
cromossémico confinado ao trofoblasto, em placentas de conceptos

portadores de trissomias 13 e 18, sugerindo que a perda do

Cromoss omo extra nas células genitoras da camada
citotrofoblastica, favorece a sobrevivéncia desses conceptos
{Kalousek et al., 1989). Tais achados, no entanto, nfc foram
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detectados em conceptos trissOmicos para o cromossomc 21 {Kalousek
et al., 1989; Cavalcanti - dados n3o publicados).

Mais comumente os mosaicos =830 encontrados associados as
trissomias em abortos espontfBnecs e, a linhagem trissémica nesses
casos mostra grande semelhanga com as trissomias puras noe gque diz
respeito a freqiiéncia do cromossomo extra detectado (Boué et al.,
1585}, E interessante notar também que a freqgiiéncia de mosaicismo
é maior entre as trissomias de cromossomos ndo acrocéntricos, do
que entre as trissomias de acrocéntricos (Hassold, 1982).

I.6.) REARRANJOS ESTRUTURAIS

As anomalias c¢romossBmicas estruturais foram relatadas em
estudos scobre abortos espont@neos numa fregqgiiéncia de 3-6% dos
anormais (Boué et al., 1985), ou de 2% de todos os abortos (tabela
1). Considerando-se os rearranjos equilibrados percebe-se que a
freqidncia de 0,28%, nfo difere muito da encontrada em
recém-nascidos (0,19%) (Jacobs, 1981), sendo ambas inferior a
freqiiéncia de <rearranjos encontrada em estudos sobre mortes
perinatais (0,4%) (Machin & Crolla, 1974; Xuleshov, 1976:
Sutherland et al., 1978).

Por outro lado, guando se leva em considerag¢8o os rearranjos
ndo equilibrados observa~se que a fregiiéncia encontrada em abortos
espontdneocs (1,54%) € cerca de 30 vezes mais alta que a encontrada
em nativivos (0,05%) (Jacobs, 198l) e, aproximadamente, trés vezes
4 observada em populagbes de dSbitos perinatais (0,5%) (Machin &
Crolla, 1974; Kuleshov, 1976). Boué et al. (1985) referem gque, a
julgar por trabalhos ©prévios do grupoe, os rearranjos n3o
equilibrados =80, em metade dos casos, herdados e na outra metade,

um evento ocorrendo de novo.
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I.7.) MECANISMOS DE FORMAGAO DAS ABERRACOES CROMOSSOMICAS

0 processo ordenado de segregacglo de c¢romossomos e/ou
cromatides durante a andfase de uma célula em divisio pode, por
vdrias razdes, falhar (falta de disjunc¢do), dando origem a células
anormals, sejam elas nulissémicas, monossdmicas, dissémicas ou
trissdmicas, dependendo do tipo de divisZo celular em gquestio,
gquando apenas um par de cromossomes estid envolvido.

Mais raramente, durante o processc de migragio de um dado
cromossomo para um dos pélos da célula, pode acontecer um atraso
anafasico levando a perda desse cromossomo e, consequentemente, 2
formagdc de células anormais, Se células trissémicas e/ou
monossémicas viidveis surgem em tecidos somédticos, seja por um
processo de atraso anafasico, seja por um processc de falta de
disjungdo, o resultado & o mosaicismo (Therman, 1986).

Em relagdo as euploidias os mecanismos de formacgio envolvidos
podem ser distintos ou semelhantes em ambas, triploidias e
tetraploidias.

Entre as triploidias, sabe-se que as mesmas podem surgir de
diferentes maneiras a partir de variagles de apenas dois
mecanismos bésicos: fusdo de trés gametas hapléides ou através da
jun¢dec de um gameta hapldide e outro dipldide (Jacobs & Morton,
1977). Nessa fGltima situac3o pode-se presumir gue o gameta
dipléide, por sua vez, origina-se por falta de segregaciio de todo
o lote cromossdmico ou ¢romatidico.

Denomina~se dispermia a fusfo de wum évule (n) por dois
espermatozdides (n cada um deles), diandria a fusdo de um évulo
hapldide com um espermatozéide dipldide e diginia a fusfo de um
dvulo dipldide com um espermatozdéide hapléide,

A formag8oc de um tetrapldide pode se dar por meio de trés
mecanismos distintos: 1) falha na primeira clivagem ou em divisdes
muito precoces de um zigoto; 2) fusfo de dois gametas dipléides e
3) fus3o de trés ou mais gametas (Jacobs & Morton, 1977).
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Quanto acs rearranjos estruturais, eles surgem a partir de
guebras cromossdmicas, as quais podem ocorrer espontaneamente ou
devido 3 agdo de algum agente mutagénico (Therman, 1986)., £ ébvio
que a grande variedade de rearranjos depende do nlmero e dos

locais de quebra.

I.8.) ORIGEM PARENTAL DAS ABERRACOES CROMOSSCMICAS

Baseado no fato, sobejamente conhecido, de gque os cromossomos
podem apresentar regifes polimérficas, as gquais segregam segundo
as leis de Mendel, numerosos autores {é&m utilizado esse
conhecimento para estudar a origem parental das aberragdes
cromossomicas, sejam as aneuploidias, sejam as euploidias.

Embora existam outras técnicas de bandamento cromossémico
capazes de evidenciar os polimorfismos, as mais frequentemente
utilizadas s80 as bandas Q (QFQ) e C (CBG) (Lauritsen & Friedrich,
1976; Niikawa et al., 1977; Kajii & Niikawa, 1977: Lauritsen et
al., 1979; Hassold & Matsuyama, 1979; Meulenbroek & Geraedts,
1982; Hassold et al., 1984). A banda R (Niikawa et al., 1977;
Kajii & Niikawa, 1977) e a banda NOR {Meulenbroek & Geraedts,
1982), também tém sido utilizadas para a detecclo de polimorfismos
cromossémicos especificos.

Além dos polimorfismos cromossémicos detectados por técnicas
citogenéticas, outros procedimentos também tém sido utilizados com
o objetivo de se identificar a origem parental das aberracgdes
¢romessdmicas. Polimorfismos dos antigenos HLA e de DNA
{hibrida¢8o molecular a partir da técnica de Southern) foram
utilizadoes por Couillin et al, (1987) para determinar a origem
parental de ahortos tripléides, engquanto que Surti et al. (1986)
lancaram mio de técnicas citogenéticas e do estudo de isocenzimas e
de pelimorfismos no tamanho de fragmentos de restrigio

(restriction fragment length polymorphism, RFLP} para identificar
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a origem parental de tetrapldides. Os RFLP também foram
utilizados na identificac¢8o da origem parental do X na monossomia
X em material de aborto (Hassold et al., 1985; Hassold et al.,
1988).

I.8.a.) Origem parental das trissomias autossémicas

Entre os abortos espontlneos, na maior parte das vezes, o
cromossomoe extra do par trissdmico tem origem a partir de erro de
disjung¢do durante a primeira divisSo meiética materna (MImat)
(Lauritsen & Friedrich, 1976; Hassold & Matsuyama, 1979;
Meulenbroek & Geraedts, 1982; Hassold et al., 1984). Origem
parental semelhante também foi detectada entre os mosaicos
(Hassold & Matsuyama, 1979), sugerindoc que a formagdo da linhagem
celular normal deve ocorrer apés a fertilizacgSHo.

A partir de uma revis3o de 5 trabalhos sobre a origem do
cromossomo extra entre os abortos trissémicos, Boué et al. (1985),
mostraram gque o erro de digjuncfo na MImat é o achado mais
freqliente n8o sé nas trissomias de acrocéntricos como também nas
trissomias de nf¢ acrocéntricos. Também £icou <c¢laro, nessa
revis8o, gue somando os erros das meioses I e II, tanto materna
quanto paterna, percebe-se gque a falta de disjuncfo & oito vezes
mais fregliente durante a ovogénese (19,5%) do que durante a
espermatogénese (2,4%),

Em relag¢8o a trissomia dupla, os dois eventos levando 4
formagdo desse tipo de aberrac¢3o cromossdmica s3o, aparentemente,
independentes, ignora-se, no entanto, se as duas aneuploidias
resultam de falta de disjun¢do de dois cromossomos diferentes no
mesmo gameta, ou se ocorre falta de disjungfSo em cada um dos
gametas que participam da formagB8o do zigoto (Boué et al., 1985).
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I1.8.b.) Origem parental das triploidias

Embora os trés principais mecanismos, anteriormente referidos
(diandria, diginia e dispermia), sejam capazes de originar
conceptos tripldides, numerosos trabalhos utilizande o estudo de
polimorfismos cromossdmicos (Kajii & Niikawa, 1977; Jacobs, et
al., 1978; Lauritsen et al., 1979; Meulenbroek & Geraedts, 1982,
Jacobs et al., 1982; Uchida & Freeman, 1985) mostraram, de maneira
inquestionivel, que a dispermia ¢ o mecanisme gque mais
freqiientemente leva & formagfio de tripléides.

Numa revisdo, Lauritsen et al, (1979) demonstraram gque, de 48
casos informativos, 83,3% dos tripléides eram de origem paterna,
sendo, pelo menos, 45,8% originados por dispermia: enquanto que
16,7% dos casos tiveram origem 1na meiose I materna.
Posteriormente, Jacobs et al. (1982), estudande 108 tripldides
encontraram 78 casos informativos. Desses, 57 ou 73% eram de
origem paterna, sendo 41 ou 53% do total devido & dispermia.

A dispermia, como principal mecanismo de origem dos
tripldéides, também foi demonstrada analizando-se os polimorfismos
de HLA (Couillin et al., 1987).

A origem parental dos hipertripldides é semelhante a origem
dos tripldides e a dos trissdmicos em conjunto uma vez gue s
abortos, cujos cariétipos mostram uma hipo ou hipertriploidia s3o
decorrentes de dois diferentes erros, portanto dois mecanismos de
aberragdo cromossémica independentes, ou pelo menos aparentemente
independentes, se associam para formar um caridétipo com uma dupla
anomalia, (Boué et al., 1985),

I.8.c.) Origem parental das tetraploidias

Apoiando-se no fato de que, aproximadamente, metade dos
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abortos tetrapldides =830 92,¥XXY e a outra metade 92, HXYY,
acredita-se, em geral, gue esses dacdos suportam a hipétese de que
¢ principal mecanismo de formagdo dos tetrapldides & a falta de
clivagem ou de citocinese nas primeiras divisdes do zigoto (Jacobs
& Morton, 1l977; Boué & Boué, 1974; Kajii & Niikawa, 1977; Boué et
al., 1985).

Os rarissimos casos de hipertetraploidia -~ 94,XXYY,+E,+E
(Kajii et al., 1980) e 94,XXXX,+16,+16 {(Boué & Boué, 1974) tém
sido explicados como sendo decorrentes de uma falha na clivagem da
primeira divisfo de um zigoto com trissomia 16 (Boué & BRBoué&,
1970).

Mais recentemente, Surti et al. (1986) demonstraram gue dois
tetrapldides, ambos com caridtipo 92,¥XXY, foram originados por
trispermia. £m verdade, Shepard et al. (1982), wutilizando
polimorfismos citogenéticos e bioguimicos, Jj& haviam demonstrado

esse mecanismo em um aborto tetrapléide com caridtipo 92, XXXX.

1.8.d4.) Origem parental da Monossomia X

Nc passado, a origem do Unico X nas pacientes portadoras de
Sindrome de Turner (45,X), assim como a origem do X extra nos
portadores de 8Sindrome de Klinefelter (47,XXY), foi demonstrada
utiligando o estudo de marcadores ligados ao cromossomo X, como
por exemplo, o estudo do grupo sangilinec Xg (Race, 1975).

Baseado nesses dados e na alta incidéncia do cariétipo 45,X
entre abortos espontineos, supunha-se, até ha bem pouco tempo, que
a origem do {(nico X presente nesses conceptos poderia afetar o
fendtipo e, em pariicular, a4 sobrevivéncia dos mesmos.
Acreditava-se que entre os abortos poder-se-jia encontrar uma maior
freqiiéncia de abortos 45,X com o X de origem paterna (45,XP), uma
vez gue entre os 45,X sobreviventes a maior parte herda o X
materne {45 ,X”) .
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Hassold et al. (1985), utilizando a técnica de RFLP em
células cultivadas de abortos 45,X, demostraram que o fGnico X,
tanto poderia ser de origem paterna quanto materna e, & semelhancga
do gque acontecia entre os individuos vivos com sindrome de Turner,
a maior parte dos abortos eram 45,x" (6 em 9 casos). Mais
recentemente, Hassold et al. (1988) confirmaram esses dados
estudandc uma amostira de 35 abortos.

Aparentemente a falta de disjungfic seria o© mecanismo de
origem de gametas que formaria os conceptos 45,X. Por outro lado,
se esta fosse a 1Unica fonte de monossomia X, trissomias de
cromossomos sexuais como, 47,¥XX; 47,%XXY ou 47,XYY deveriam ser
td3o comuns quanto é& o caridtipo 45,X, e nfSo o s3o. Selegdo in
uterc nfio poderia explicar a baixa freqliéneia daguelas trissomias,
inclusive porgque a maioria delas sobrevive aoc termo. De todo o
modo, esses dados fazem supor gque uma parte dos 45,X surge a
partir de wum processo de perda de um cromossomo sexual, ndo
relacionado a falta de disjunc¢do meidtica (Hassold, 1986).

Em relagdc ao caribtipo 47,XYY, referido acima, Guittenbach &
Schmid (1990) demonstraram, utilizando hibridagfo in situ, que é
baixa a freqliéncia de espermatczéides com 2 cromossomos Y (0,27%),
refletindo a baixa freqiidnecia de XYY que ¢é detectada entre

recém-nascidos.

1.9.) RAZAC DE SEXO DOS ABORTOS

Alguns trabalhos sobre citogenética de abortos espontineos
mostram um excesso de caridtipos femininos entre os caridtipos
normais {(Hassold et al., 1980; Lauritsen, 1976), enguanto ocutros
mostram um excesso de caridtipes masculinos (Creasy et al., 1976;
Kajii et al., 1980). Considerando a grande dificuldade em evitar

contaminag¢do de células maternas em culturas de abortos, presume-
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se que esse ¢ um dos fatores responsédveis por essas diferengas
(Kajii et al., 1973; Hassold et al., 1983).

Hassold et al. (1983) demostraram que a razdo de sexo entre
abortos cromossomicamente normais era 1,32, significativamente
maior gque a razdo de sexo detectada em recém-nascidos {(1,06-1,07).
Para efeito dos cllculos dessa andlise, os autores retiraram os
casos de 46,XX referentes 3as molas verdadeiras e eliminaram
agqueles correspondentes & contaminac8c materna. Em relag8oc a
todas as trissomias, Hassold et al. (1583) encontraram uma razio

de sexo (1,15) significativamente maior gque a unidade.

1.10.) IDADE GESTACIONAL DOS ABORTOS ESPONTANEOS

Cerca de 90% dos abortamentos espontineos ocorrem no primeiro
trimestre gestacional (Boué et al., 1985) e, de uma maneira geral,
eles podem acontecer em qualquer semana dentro desse perfiodo.
Contudo, existem algumas diferengas gquando essa anilise & feita
observando~se o tipo de caridtipo dos abortoes.

Metade dos abortamentos com abortcs cromossomicamente normais
acontecem até a 17% semana, enquantc gque 60% dos anormais
concentram-se em torno da 11* semana (Creasy et al., 1976; Kajii
et al., 1980). Os abortos 45,X e os tripldides, por outro lado,
costumam apresentar uma idade gestacional mais avangada, sendo
esses, juntamente com os que apresentam trissomias dos cromossomos
21, 18 e 13, responsadveis por 70% dos cariétipos anormais
encontrados entre abortos com idade gestacional de 16 semanas
{Hassold et al., 1980).

Outra observacdo interessante é a de que, a idade gestacional
média dos tripléides varia de acordo com a origem parental do lote
hapldide extra e tende a ser maior quando esse & de origem
paterna, em torno de 17 semanas. Ao contrario, o lote haplédide

extra sendo de origem materna, a idade gestacional média tende a
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ser inferior agquela, ou seja, de 10 ou 13 semanas, dependendo se a
falha ocorre na 2%cu 1® divisZo meidtica respectivamente (Hassold
et al., 1980).

Ao contrario do esperado, alguns trabalhos mostraram uma
baixa freqildncia de aberracgfes cromossdémicas em abortos com idade
gestacional inferior a 8 semanas (Creasy et al., 1976; Kajii et
al., 1980; Warburton et al., 1980a; Hassold et al.,, 1980). A
verdade, no entanto, é que nfo tém side relatadas abordagens que
permitam um estudo citogenético mais acurado em fases mais
incipientes do desenvolvimento humano. Por outro lado, estudos
realizados em gametas t&m mostrade uma alta freqiidncia de
aberracgBes cromossémicas, Entre os gametas masculinos a
freqiiéncia de espermatozdides cromossomicamente anormais é da
ordem de 8,5% (Martin et al., 1983) enguanto que entre ovécitos a
taxa de anormalidades parece ser cerca de 32%, embora a mesma
tenha se mostrado discordante nos vérios trabalhos como referem
Plachot et al.{(1987).

I.11.) IDADE DE DESENVOLVIMENTO DOS ABORTOS ESPONTANECS

Embora mais facil de ser utilizada para estimar a idade do
concepto, a idade gestacional & considerada um parametro pouco
confidvel, pois estd sujeita a varios tipos de erros e, em relago
aos abortes, n8o reflete a real idade dos mesmos, ou seja, a idade
de desenvolvimento.

Uma estimativa do estidgio de desenvolvimento pode ser feita
por meio de um exame andtomo-patolédgico acurado, com descricfo,
macro e microscépica detalhada do aborto (Philippe & Boué, 1969},

Baseado em estimativas de desenvolvimento embrionaric numa
série de abortos estudados citogeneticamente, Boué & Boué (1970)
demonstraram que, em geral, os abortos permanecem retidos in utero

durante um periodo de 7 semanas em média, apés a parada de
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desenvolvimento. Desse modo a idade real de um aborto
{(correspondente & parada de desenvolvimento), via de regra, nfo

corresponde a idade gestacional.

I.12,) FATORES DE RISCO

I.12.a.) Idade materna nos abortos espontineos

A semelhanga do que acontece entre NV e NM portadores de
trissomias, para os quais existe uma forte associag8c com a idade
materna avangada, alguns trabalhos referentes a abortos tém
mostrado associagdes semelhantes (Boué et al., 1975; Lauritsen,
1976; Kajii et al., 1980; Hassold et al., 1980). Tais
associagdes, porém, variam dependendo do cromossomo em gquestSo.

Entre as trissomias de acrocéntricos, as trissomias duplas e
as trissomias dos cromossomos 18 e 20, por exemplo, cbserva-se o
efeito da idade materna de modo extraordinadrio(Boué et al., 1983).
Quanto & frissomia 16, apenas um aumento moderado da idade materna
tem sido observado (Boué et al., 1985).

Também & interessante ressaltar que, embora as observacdes
sejam preliminares, n8o se tem detectado efeito da idade materna,
em relag¢f8c As aberragSes numéricas, nem em ovécitos de camundongos

{(Golbus, 198l), nem em ovécitos de humanos (Séle, 1989 - dados
apresentados na 28° Reunific da Sociedade Francesa para Estudo da
Fertilidade).

A monossomia do X, ao contrario das trissomias esté associada
a um efeito inverso da idade materna, ou seja, a idade materna
média nesses casos tem se mostrado significativamente mais baixa
inclusive se comparada as idades maternas dos abortos
cromossomicamente normais e nativivos (tabela 3) (Kajii & Ohama.,
1979; Warburton et al., 1980b).
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Tabela 3 - Média e desvio padrSo das idades maternas em abortos
45,X, abortos normais e nativivos, segundo (1} Warburton et
al. (1980b} e (II) Kajii & Ohama (1979).

Abortos
Ref. N 45,X N normais y  Nativivos
I Al ls 26,2(4,4) 141 30,2(6,0) 6262 28,0(4,8)
A2 36 22,8(4,9) 343 25,5(6,3) 10046 24,3(5,8)
i1 44 25,7(4,4) 206 28,9(5,9) 8587 27,5(5,0)
%*Amooatra 1 - pacientes da rede privada; amostra 2 -~ pacientes da
rede hogpitalar publica. Ambas da cidade de Nova York.

Dados mais recentes mostram uma correlac¢fio entre a origem
parental dos 45,X e a idade parental, havendo uma idade materna
média significativamente mais baixa entre as cariétipos 45,X°, ou
seja entre os casos onde a possivel falta de disjunclio ocorreu na
mde (Hassold et al., 1988). Esses autores chamam ateng80 para o
fato de que uma frag8o dos 45,X estaria, desse modo, relacionada a
mecanismos de falta de disjuncgio que cocorreriam mais
frequentemente em mulheres mais jovens (Hassold et al., 1988). Na
realidade essa associag3o ja havia sido relatada por Penrose na
década de 60, por ocasifio de seu trabalho scbre falta de disjunc8o
e idade parental {Penrose, 1961).

1.12.b.) Outros fatores de risco

Em relag8oc Aas trissomias, existem algumas evidéncias

mostrando uma associag8o entre exposicdo & radiacfo e falta de
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disjung¢3o cromossdémica nos gametas originando conceptos anormais
(Alberman et al.,, 1972; Boué et al., 1975).

Quanto as poliploidias, a associagf8c entre essas e o uso de
anticoncepcionais pela mBe, sugerida por Carr {(1970), nfo foi
confirmada por outros autores, no entanto, considera-se gque as
alteragdes nas férmulas daquelas drogas podem ter modificado os
efeitos colaterais das mesmas (Jacobs, 1977). Por outro lado,
tem-se observado um aumento na freglidéncia de abortos polipléides
em gestagdes cujas ovulaglSes foram induzidas, especialmente quando
o agente terapéutico utilizade foi o HCG (Boué et al., 1975).
Estudos experimentais em camundongos mostraram achados semelhantes
com aumente dos tripldides originados por diginia (Takagi &
Sasaki, 1976).

O0s mecanismos envolvidos na tripleidia parecem estar mais
associados, ou serem mais sensiveis a fatores ambientais que
interfiram com a maturagfic dos ovdcitos. Acredita-se que atrasos
de fertilizagdo, seja por envelheciments do espermatozdide no
trato genital feminino, seja por atraso na liberacdioc do évule
maduro (envelhecimento pré-ovulatério), ou ainda por
envelhecimento do évulo, fertilizado tardiamente (envelhecimento
pbés-ovulatdrio), podem ter influéncia na ocorréncia de
poliploidias (Boué et al., 1985).

Boue et al. (1975), utilizando curvas de temperatura basal,
concluiram que havia um aumento significativo na fregiliéncia de
polipléides quando a ovulag¢foc ccorria apés o 14° dia. O intervalo
médio do primeiro periodo do vcicloc foi de 17,06 dias para
triploidia, enguanto que entre as trissomias e abortos com
cariétipos normais, esse mesmo intervalo de tempo foi de 15,0 e
14,95 dias respectivamente,

Ainda em relagdo aos tripléides, Couillin et al. (1977)
demonstraram a presenga de antigenos HLA comuns entre os pais de
abortos tripldides. Mais recentemente, Couillin et al. (1987),
estudando uma série maior de gestag¢¥es molares, na gqual incluiu os
pais, mostraram uma associagfo positiva entre os antigenos A 28 e
B 7 e os pais dos tripldides,

Utilizando uma outra abordagem, Fellous & Dausset (1970)
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demonstraram gque no espermatozdide os antigenos HLR estédo
localizados na regifio pods-acressomial, leocal esse primeiramente
envolvido com o dvule por ocasifio da fusfo dos gametas durante a
fertilizagBo (Ynagimachi, 1973). Supde-se assim gque, os antigenos
HLA dos espermatozdides possam desempenhar papel importante
durante a fus3o dos gametas. Esses achados sugerem gue, quando
dois gametas apresentam antigencs iguais, o mecanismo gue impede a
penetracio de um outro espermatozdide no dvulo, possa se tornar
mais susceptivel, permitindo dessa forma a entrada de dois
espermatozdides (dispermia) ou mais devidoe & falha de reagfo
cortical (Couillin et al., 1877; Philippe et al., 1980).

Além dessas associagbes, demonstradas e sugeridas, entre HLA
e abortos triplbdides, sabe-se hoje gque c¢s abortamentos espentineos
sdo imunogénicos para a mie (Gelabert et al., 1981), parecendo
indicar, portanto, que o sistema HLA desempenha, de fato, um papel

importante no processo de rejeigdo (Couillin et al., 1987).

1.13.) FENOTIPO DOS ARORTOS ESPONTANEOS

Ainda na era pré-citogenética, mais precisamente nas décadas
de 40 e 50, os trabalhos de Hertig confirmaram, de maneira
irrefutidvel, a idéia do Dr. Streeter e de seus discipulos de que
a etioclogia do abortamento espontineo deveria ser decorrente de
algum defeito do préprio ove fertilizado, idéia essa ezxpressa
naquela época por: '"germ plasm defect" {Hertig & Sheldon, 1943;
Hertig & Rock, 1944; Hertig & Rock, 1949; Hertig et al., 1956;
Hertig et al., 1959).

Em seus trabalhos ficou demonstrado que além da alta taxa de
mortalidade em £fases incipientes do desenvelvimento humano, a
maior parte dos conceptos apresenta alteragdes morfolédgicas
incompativeis com ¢ desenvolvimento. Dentre os ovos patolédgicos
estudados por Hertig & sShelden (1943), metade deles era
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representado pelo ovo cego ou anembrionade.

Com o desenvolvimento das técnicas citogenéticas, porém ainda
na época pré-banda, alguns trabalhos jiA mostravam uma correlagdo
entre aberragfo cromossdémica e alteragbes andtomo-patoldgicas dos
abortos, (Singh & Carr, 1967: Philippe & Boué, 1969; Mikamo, 1570:
Boué & Boué, 1970). BApds a descoberta das técnicas de bandamento
cromossdmica, varios estudos utilizando metodologia semelhante &
dos trabalhos referidos acima, tentaram delinear melhor o fendtipo
dos diversos tipos de aberrag¢8oc cromoss8mica (Boué et al., 1976;
Honoré et al., 1976; Kajii et al., 1980; Geisler & Kleinebrecht,
1978; Byrne et al., 1985; Canki et al., 1988).

A malor incidéncia de anomalias morfolédgicas é encontrada
entre os abortos mais incipientes, atingindo taxas préximas a 100%
quando a idade de desenvolvimento do concepto é inferior a 4
semanas (Mikamo, 1970; Miller & Poland, 1970), caindo para
aproximadamente 12%, por volta da 12° semana (Mikamo, 1970).

A incidéncia de aberrag¢des cromossémicas, por outro lado,
embora alta, é inferior & taxa de anomalia morfolédgica (Mikamo,
1970). Boué & Bessis (1989), estimaram gque 75% dos abortos que
param de se desenvolver entre 2-3 semanas, o gue corresponde a 4-5
semanas de amencrréia, devem ser portadores de anomalias
cromossdmicas.

Os efeitos letais das aberracdes cromossbmicas se fazem
sentir primeiro na placenta, e s8 posteriormente é gque o
desenvolvimente do embrifio ou feto & comprometido (Boué & Boué,
1970; Geisler & Kleinebrecht, 1978). Na verdade, algumas
aberragdes nHo permitem, sequer, a proliferag¢8c das células da
massa interna que vai dar origem ao embriZo.

De uma maneira generalizada, pode-se dizer que as principais
caracteristicas de abortos portadores de aberragSes cromossémicas
s80: idade de desenvolvimento dinferior a 8 semanas (90% dos
casos), retarde de crescimento placentdric e longo pericde de
retengdo in utero (Boué et al., 1976).

Certas anomalias 580 tdo letais que o} exame
anidtomo-patoldgico mostra uma parada de desenvolvimento em fases

precoces da embriogénese, como é o casc das tetraploidias e de
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algumas trissomias, como as gque envolvem, por exemplo, os
cromossomos 2, 3, 4, 5, 6, 11, 17 e 19 {(Boué et al., 1976). Outras
anomalias, ao contréario, sobrevivem até o 2° trimestre
gestacional, quando ent3c s3o abortadas, como acontece geralmente
com as triploidias e a monossomia X (Philippe, 1986).

Alguns tipos de aberrag8oc cromossdmica mostram forte
associagdo com determinadas alteragSes histopatoldgicas. Por
exemplo, entre os tripldides a associag8c com as itransformacgdes
hidatiformes da placenta, levando ao quadro de mola parcial (Boué
et al., 1976; Honoré et al., 1976; Szulman et al., 1981) & t3o
freqiiente que Philippe et al, (1980) sugeriram o termo de sindrome
da triploidia para essa associag¢8oc. As principais caracteristicas
desses abortos s80: presenca de embrifo ou feto e membranas
fetais, dai o nome de mola embrionada, discreta hiperplasia
trofoblastica e vilos hidrdpicos avascularizados com superficie
irregular e aleatoriamente localizados entre vilos n#o hidrépicos
(8zulman et al., 1982; Boué et al., 1976; Philippe et al., 1980;
Rehder et al., 1989).

Entre as placentas de abortos trissémicos a hipoplasia
trofoblastica com vilos esparsos e avasculares, além de edlulas
trofoblasticas intra-~vilosas parecem ser as pPrincipais
caracteristicas nesses casos (Boué & Philippe, 1969:Boué et al.,
1976; Honoré et al., 1976). A presenga ou ndo de embrifo e o
estigio de desenvolvimento depende do cromossomo envolvidoe.

Por ser a mais freqilente e, portanto, a mais facilmente
estudada, a trissomia 16 fol caracterizada, morfologicamente, como
uma vesicula coridnica pequena contendo um embrifc de 1 mm ou
menos, © gue corresponde a uma parada de desenvolvimento no
estldgio de disco embrionirio (Boué et al., 1976).

O terceiro tipo de aberracdc cromossdmica mais fregiiente,
aqul menc¢ionado, corrvesponde A monossomia X. 0 fenétipo nesses
casos varia de acorde com a idade do aborto, se muito precoce
costuma se apresentar como um saco amnidtico intacteo, contendo um
cord3do bem definido ligado a uma porgfo amorfa de tecido
embriondrio na sua extremidade (Boué et al., 1976; canki et al.,

1988}, Além disso a placenta costuma apresentar trombose
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subcorial, a qual é conhecida pelo nome de mola de Breus (Boué et
al., 1976; Honoré et al., 1976). Nos abortos mais tardios, assim
como entre natimortos portadores do cariétipo 45,X, é comum o
achado de fetos hidrdpicos portadores de malformacSes internas e
anomalias ectoscdpicas principalmente representadas pelo higroma
cistico (8ingh & Carr, 1966; Boué et al., 1976; Canki et al.,
1988; Schwanitz et al., 1989). Na verdade esse fendtipo
(caracteristico da sindrome de Turner) parece ser provocado, antes
pele desequilibrio causade pela razfio autossomo/cromossomo X
(sendo 44:1 nas pacientes 45,X e 88:2 nos fetos 90,XX), do que
pela monossomia do X propriamente dita (Fryns et al., 1987).

Pelo menos para alguns tipes de aberracfo cromossémica a
correlagdo fendtipo versus caridtipo tem se mostrado t3c precisa
que certcs pesguisadores chegam a sugerir que diante de certos
quadros morfoldgicos o diagnédstico cariotipico poderia ser evocado
ou mesmo estabelecide (Philippe & Boué&, 1969; Boué et al., 1978:
Honoré et al., 1976). Esses Gltimos, estudando uma série de
abortos terapéuticos e espontfneos concluiram que o diagnéstico
cariotipico dos abortos poderia ser feito a partir do exame da
placenta com uma precisfo de aproximadamente 80%. Por outro lado,
a experiéncia pessoal da autora, bem comc trabalhos mais recentes
(Novak et al., 1988; Rehder et al., 1989: Minguillon et al., 1989)
ndo confirmam essas observagBes, pelo menos da maneira enfatica
que foi utilizada por agueles autores.

Além do exame histopatoldgico, uma cutra abordagem
morfolégica dos abortos pode ser feita através do exame
ultra-sonografico, uma vez que a precisfo dos aparelhos de
ultra-sonografia aumentou muito nos Gltimes anos. A  esse
respeito, Boué & Bessis (1989), recentemente, comunicaram que Lé&m
utilizado essa metodologia para tragar o perfil sonografico dos
abortos.
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1.14.) OS5 CONCEPTCS MCOLARES

A chamada degeneragdo molar é uma anormalidade do parénguima
placentiario caracterizada pela formacic de uma massa cistica,
cujos c¢istos correspodem as vilosidades coridnicas dilatadas
(Davis, 1986). A partir de conceitos histopatolédgicos {Vassilakos
et al., 1977; Szulman & Surti, 1978a), citogenéticos (Kajii &
Ohama, 1977; Jacobs et al., 1978) e de marcadores bioquimicos
(Lawler et al., 1979; Jacobs et al., 1980; Lawler et al., 1982) os
conceptos molares foram divididos em dois tipos: mola hidatiforme
completa ou verdadeira (MH) e mola parcial (MP).

Na MH, a degenerac8c meolar é difusa e n8o existe feto. B&s
células trofoblésticas continuam sua fungdo de abscrgio de fluido
do espago interviloso, porém, dada a auséneia de vascularizacfo, o
fluido ndoc é drenado, proveocando uma distensfio progressiva e
transformag¢dc dos vilos em vesiculas. Na MP, ao contrario, o feto
estd usuvalmente ©presente e a vascularizaclo fetal ocorre
aleatoriamente em alguns vilos, de modo que apenas os vilos
avascularizades distender-se-3o, produzindo uma transformagio ou
degenerag8o hidatiforme parcial (Davis, 1986).

A incidéncia da MH varia em fun¢8o da regific geogréfica e deo
grupe étnico, apresentando uma freglidéncia muito maior nos paises
do 3° mundo (leste asi&tico e africane), do gue na Europa e no
continente americano (Womack & Elston, 1985). Enquanto a
freqiiéncia ¢ de 1:2000 entre essas Ultimas regides, (Bracken et
al., 1984), nos paises do 3° mundo a MH incide em wuma de cada 200
gestagdes (Correa et al., 1974). As MP, por outro lado,
apresentam wuma incidéncia praticamente uniforme em todos os
estudos sobre abortos esponténeos (Boué et al., 1985; Hassold,
1986).

Do ponto de vista citogenético e etiolégicoe a MH apresenta,
na quase totalidade das vezes, caridtipo dipldide 46,XX, porém de
origem androgenética, ou seja, decorrente da fertilizacfio de um

6vule anucleado ou com o genoma funcionalmente inativado, por um
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espermatozdide hapléide gque duplica seu material genético sem
sofrer c¢itocinese (Kajii & Ohama, 1977; Jacecbs et al., 1980;
Couillin et al., 1985; Couillin et al., 1987). Enguanto o genoma,
assim originado, & totalmente paterno, o DNA mitocondrial das MH é
de origem materna (Wallace et al., 1982; Edwards et al., 1984).

Embora raras, as MH 46,XY acontacem com uma freqiidnecia de
aproximadamente 4% entre todas as molas. Elas também apresentam
genoma nuclear unicamente paterno, porém se originam por dispermia
(Kajii et al., 1984).

As MP, na sua maioria, apresentam cariétipo tripldide, como
j& referido anteriormente (Szulman & Surti, 1978b: Jacobs et al.,
1982). Segundo esses 0Ultimos autores, todas as MP sdo,
virtualmente, tripldides, mas nem todo tripldide representa uma
moela parcial. Ngo obstante essa afirmac8o, outros caridtipos
anormais como trissomias autossdmicas e monossomia X, tém sido
relatados, esporadicamente, associados ao quadro morfoldgico de MP
{(Honoré et al., 1976; Vassilakos et al., 1977; Szulman et al.,
1981; Jacobs et al., 1982). Mais recentemente, Surti et al.
{1986), relataram dois casos de abortos tetraplédides, ambos com
fendétipo de MP e originados por trispermia, ou seja, por tripla
contribui¢8o paterna. Além disso, caridétipos normais também té&m
sido associado as MP (Teng & Ballon, 1984). Dentre esses 1ultimos
casog, embora raros, destacam-se os casos de mola coexistinde com
feto vivo normal (Feinberyg et al., 1988; Altemani & Cavalcanti,
19%0). Mais raramente ainda, pode-se observar £feto dipldide
normal associado a mola verdadeira de origem androgenética, devido
a uma gestagdo gemelar (Fisher et al., 1982).

Acredita-se que o fendtipo molar, seja das MH, seja das Mp,
estd associado A& contribuigdo cromosssdmica predominantemente
paterna desses conceptos (Surti et al., 1986). Essa suposicgso
baseia~se nas seguintes observagdes: 1.) todas as ME apresentam os
dois lotes cromossémicos de origem paterna e nenhum materno (Kajii
et al., 1984); 2.} os abortos tripléides <com dois lotes
cromossémicos de origem paterna apresentam fenétipo de MP,
engquantoe que os tripléides de origem materna nBo apresentam

degeneractes hidatiformes, ou seja, fendtipo molar (Jacobs et al.,
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1982); 3.} os abortos tetrapldides com trés lotes cromossdmicos
paternos s8o fenctipicamente caracterizados pela MP (Surti et al.,
1986). Além disso, trabalhos experimentais té&m dmonstrado que
enquanto ¢ genoma paternc é essencial para o desenvolvimento dos
tecidos extra-embrionarios, o genoma maternc estid relacionado,
preferencialmente, com o desenvolvimento do embrifie (Surani et
al., 1984; Surani et al., 1986; Cattanach, 1986; Barra & Renard,
1988; Babinet et al., 1989). Baseado nesses dados, sugere-se gue
ambos os tipos de molas, completa e parcial, constituem exemplos
classicos de impressdo (imprinting) parental do genoma, que afeta
a expressdo dos genes (Marx, 1988; Cattanach, 1986).

Devido a hiperplasia trofoblastica, ambas as formas de mola
(MP e MH), costumam apresentar secreg¢fo elevada de HCG, sendo esta
muito mais pronunciada e persistente apés o esvaziamento uterino,
na MH (Philippe et al., 1980; Szulmam & Surti, 1982; Philippe,
1986).

Do ponto de vista evolutivo, aceita-se, em geral, que as MP
ndo costumam apresentar complica¢®es (Philippe et al., 1980), ao
contrdrio, cerca de 10-20% das MH apresentam evoluglo clinica
desfavordvel, sendo que 1-3% delas s8o seguidas por corioccarcinoma
e 5-10% por mola invasiva (Davis, 1986),

Considerando que alguns trabalhos tém mostrado a MP evoluindo
com doenga trofoblastica persistente (Mostoufi-Zadeh et al.,
1987), com mola invasiva (Gaber, 1986) e com corioccarcinoma {Looi
& Sinesaratnam, 1979), Fox (1989) sugere que se proceda, com as
MP, de maneira idéntica como é feito para as MH, ou seja, com
monitorizagdo da paciente apds o esvaziamento uterino, uma vez qgue

ndo se conhece o risco real de uma malignizac3o.

I.15.) ESTUDOS CITOGENETICOS EM ABORTOS CONSECUTIVOS

fi+2%

Enquanto a andlise citogenética de abortos espontineos
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indispenslvel para esiudos epidemioldgicos, a nivel individual o
interesse clinico pelo cariétipo de um aborto espontinec depende
da utilidade dessa informagd3o para o aconselhamento genético.

Diferentes trabalhos mostraram existir uma correlagdc entre
a constituigdc cromossdmica de diferentes abortos de um mesmo
casal {Bassold, 1980). Quando um primeiro aborto é
cromossomicamente normal, ¢ subseqliente também tem maior
probabilidade de apresentar caridétipo normal (Boué & Boué, 1973:
Hassold, 1980; Warburton et al,, 1987). Corroboram esses dados a
associag¢do entre caridtipos normais e abortamente habitual
cbservada por Morton et al. (1987). Hassold, em 1980, também 3ja
havia observado que a taxa de perdas gestacionais (32,5%) era
muito maior no grupo de pacientes com abortos consecutivoes
cromossomicamente normais, do que a taxa de 11,5%, observada entre
o grupo com abortos seguidos, apresentando caridtipos anormais.

Quanto aos abortos cromossomicamente anormais, os resultados
preliminares que sugeriam um risco aumentado de trissomia seguindo
um aborto trissémico (Boué & Boué, 1973; Alberman et al., 1975;
Lauritsen, 1976), n#o foram confirmados por trabalho mais recente
de Warburton et al. (1987), no gqual foram estudadas 273 mulheres
com dois abortos cariotipados. Esses autores atribuiram aoc risco
de recorréncia, aparentemente aumentado, o efeito da idade
materna. Warburton et al. (1987), também puderam observar uma
associaglo significativa em relagdc a recorréncia de ocutros tipos
de aberrag¢do cromossdmica, especificamente monossomia X e
triploidia, porém, n3o descartaram a possibilidade de tratar-se de
um achado casual.

Morton et al. (1987), por outro lado, demonstraram, por
analise de segregagdio, gque existe um risco de recorréncia
aumentado entre abortos trissdémicos, mesmo ajustando os dados em
relagdc a idade materna, porém, segundo esses autores, tal risco
ndo parece suficiente para desempenhar papel importante no
aconselhamentc genético.

De tode modo, levando em consideragBo que existe uma
associagdo entre aborteo com cariétipo normal e abortamento

habitual, conclui-se que o cariétipo de uma aborto espontianeo tem
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algum prognéstico e, portanto, grande utilidade para Q

aconselhamento genético.

I.16.) AS DOSAGENS BIOQUIMICAS versus ABERRACXO CROMOSSAMICA

Nos Gltimeos anos varias dosagens bioquimicas no sore materno
tém sido relacionadas aos defeitos congénitos e/ou &s aberracgdes
cromossdmicas in vivo, sendo a mais conhecida delas a dosagem de

a-fetoproteina, seja no ligquido amniético, seja no soro maternoc.

I.lG.a.)a—fetoproteina {(AFP)

A AFP é uma glicopreteina de estrutura semelhante & albumina,
que em papel de eletroforese migra na regifio a-l1. Do ponto de
vista evolutivo ela é considerada uma proteina antiga que aparenta
ter uma fungdo essencial no inicio do desenvolvimento humano,
porém seu papel é ainda desconhecido (Crandall et al., 1978). No
concepto ela é sintetizada desde os primérdiocs do desenvolvimento
do zigoto, inicialmente pelo saco vitelino e posteriormente pelo
figado fetal. Este ditimo é o principal responsavel pela sua
produgdo no final do 1° trimestre (Crandall et al., 1978). Ao
longo do desenvolvimento fetal a AFP apresenta seu pico maximo
entre a 12° e a 13® semana, ocasifio em que o glomérule fetal ainda
imaturo a filtra para o liguido amnidtico. Posteriormente, com a
maturagio do glomérulo, sua filtracglo é progressivamente
interditada e, portanto, sua concentragio no liquido amniético
comega a declinar, atinginde niveis muitos baixes ao nascimento
(Muller, 1989).
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1.16.b.) Gonadotropina coridnica humana (HCG)

0 HCG é um hormdnio glicoprotéico de peso molecular igual a
38000, o qual é secretado pelo sinciciotrofoblasto (Stuart et al.,
1983). ©O HCG é formado por duas subunidades: a e $, as quais sioc
sintetizadas separadamente. Enquanto a subunidade o é
espécie-espcifica e virtualmente idéntica as subunidades dos trés
hormdnios hipofisdrios (FSH, LH e TSH), a subunidade B8 tem
estrutura similar a subunidade homénima do LH, porém apresenta
marcada difereng¢a na seqiidncia de amincdcidos (Pandian et al.,
1980). Embora a subunidade B confira atividade biolégica ao
horménic, ela é biologicamente inativa quando isolada (Stuart et
al., 1983; Muller & Boué, 1990). &Enquante a subunidade a (a-HCG)
€ sintetizada no citotrofoblasto, a subunidade g (F-HCG) tem nas
células intermedidrias e na camada externa sincicial o seu
principal 1local de sintese, existinde uma correlagio entre a
proliferacg8c sincicial e os niveis de HCG até a 8° semana (Hay,
1588; Muller & Boué, 1990).

As doségens de HCG efou de suas subunidades t&m sido
amplamente utilizadas para a detecc®o precoce da gestagdo bem como
para o diagnéstico e monitorizag8oc de doengas trofoblésticas.
Segundo Braunstein et al. (1976) o HCG pode ser detectado cerca de
6 dias apbds a concepc¢io.

Inicialmente, a AFP foi utilizada em oncologia dada a sua
associagdo com certos tipos de clncer, primeiramente relatada em
1958 por Abelev. ‘Seppala & Ruoslahti (1972) foram os primeiros a
reconhecer uma possivel utilizag8o da AFP na identificacHfo de
certas anomalias fetais no periode pré-natal, porém, foram Brock &
Sutcliffe (1972) os primeiros a relatar o diagnédstico de defeitos
do tubo neural no 2° trimestre da gestacgBo pela medida do nivel de
AFP no liguido amniético.

Hoje, a AFP & largamente utilizada em diagnéstico pré-natal,
seja a partir da dosagem no liquide amniético, seja a partir da
dosagem no soro materno, estando associada a varios tipos de

mal formagdes, incluindo: defeitos da parede abdominal,
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(Norgaard-Pedersen et al., 1985), higromas cisticos (Elejalde et
al., 1985), aplasia cogénita de cutis {(Cruikshank & Granados,
1988) e defeitos de fechamento de tubo neural, entre outras. Além
disso, também foram observadas anormalidades placentarias em
pacientes com niveis séricos elevados de AFP durante as gestacdes
(Perkes et al.,, 1982).

Merkatz et al. (1984) demonstraram pela primeira vez a
associaglo entre BFP e aberracgfo cromossémica. Esses autores
encontraram niveis significativamente mais baixos dessa proteina
nos soros maternos de gestagles com fetos trissdmicos, do gque
entre os soros de mulheres gestantes com fetos normais.

Varios trabalhos confirmaram os dados de Merkatz et al.
(1984) em relag8c a trissomia 21 (Davis et al., 1985: Voigtlander
& Vogel, 1985; Hershey et al., 1986; Tabor et al., 1987) e a
outras trissomias presentes em nativives (Lindesbaum et al., 1987:
Drugan et al., 1989 ). BAs triploidias, por outro lado, apresentam
niveis elevados de AFP no soro materno (Pircon et al., 1889).

Desde a primeira descri¢8o sobre uma associacfic entre niveis
reduzides de AFP no soro materno e trissomias autossdmicas
(Merkatz et al., 1984), vidrios pesquisadores vém tentando
aprimorar métodos gque permitam o rastreamento de aberragdes
cromossdmicas, principalmente de sindrome de Down, em gestagdes
precoces, visando uma maior eficiéncia dos métodos de diagnéstico
pré-natal.

Bogart et al, (1987) foram os primeiros a utilizar a dosagem
de AFP e HCG nos soros maternos de gestagdes anormais com o
ocbjetivo de detectar aberracBo cromossémica.

Outras substéncias tém sido utilizadas com o mesmo fim:
estriol n8o conjugado (Wald et al,, 1988a; Canick et al., 1988);
Bl-glicoproteina (Wald et al., 1989); y~glutamiltranspeptidase
(Zeitune et al., 1989).

Rlém dessas, a dosagem de acetilcolinesterase tem sido
utilizada, mais recentemente, para detecgS0c do defeitos de
fechamento de tubo neural (Muller, 1989),. Egse autor também-
recomenda a medida da atividade de enzimas digestivas

(y-glutamiltranspeptidase, leucina amniopeptidase e fosfatase
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alcalina) para a detecgZo das anomalias digestivas.

Em relagBo aos abortos espontineos, embora alguns trabalhos
mostrem uma associag30 entre niveis reduzidos de AFP e de HCG no
soro maternc e a morte precoce de conceptos humanos (Bennett et
al., 1978; Edmonds et al., 1982; Haddow et al., 1987), nf#o se
conhece nenhum trabalho sistemidtico entre citogenética de abortos
espontlneos e essas dosagens bioquimicas.
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I1I.) OBJETIVOS

Q0 presente trabalho foi planejado visando fa} estudo
prospectivo de aspectos <citogenéticos, anatomo-patolégicos e

bioquimicos, em uma amostra de abortos espontineos.

Dada a importéncia do diagnéstico etiolégice das perdas
gestacionais precoces para o Aconselhamento Genético, e, levando
em consideracg8o as dificuldades de realizagdo do estudo
citogenético de abortos espontdneos, por védrias razdes, o obijetivo
primordial deo presente trabalho foi o de realizar uma avaliagdo
critica e comparativa dos achados cariotipicos com os achados
histopatoldgicos e biogquimicos e verificar se as associacgdes
detectadas permitiriam formular o diagndstico ecariotipico de um
aborte espontaneo na auséncia do estude cromossédmico do mesmo. Em
outras palavras, procurava-se responder a seguinte pergunta: "0
estudo histopatolégico de um aborto esponti@neo associado a
dosagens de o-fetoproteina (AFP) e gonadotropina coriénica humana
{(HCG) no soro materno podem predizer o diagnéstico cariotipico do

mesmo?"
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III.) CASUISTICA E METODOS

No presente trabalhe a amostra indice foi constituida por 62
abortos espontaneocs do primeiro e do segundo trimestre
gestacional, os guais foram selecionados dentre os casos enviados
ao Servigo do Prof. Dr. Walter Pinto Jr. no periodo de marge de
1987 a margo de 1989 (tabela 5). Também fazem parte dessa
casuistica amostras de sangue das m3es desses abortos.

A amostra controle foi representada por sangue de 48 mulheres
nos primeiro e segundo trimestre de gestagSes clinicamente
normais. Fizeram parte dessa amostra dois grupos de gestantes. O
primeiro, grupo I, foi sgelecionado a partir de gestantes
submetidas a diagndstico pré-natal no Servige do Prof. Dr. Walter
Pinto Jr., e portanto, com caridtipos fetais conhecidos. 0
segundo grupc (grupo II), foi selecionado entre as gestantes
matriculadas no ambulatérioc de pré-natal do CAISM, UNICAMP (Centro
de Assisténcia Integral & Sattide da Mulher da UNICAMP) e
encaminhadas ao Laboratdério Geral do HC-UNICAMP {Hospital de
Clinicas da UNICAMP) para a coleta de sangue para exames
rotineiros. Nesse fltimo grupo, os conceptos foram conhecidos
porque as evolugdes das gestagdes foram acompanhadas por consulta
periddica de seus prontuirios.

Os exames citogenéticos foram realizados no Servico do Prof.
Dr. Walter Pinto Jr., e os exames bioquimicos de dosagem de
a-fetoproteina (AFP) e de gonadotropina coriénica humana (HCG) no
soro materne, foram realizados no Laboratério Fleury (5%c Paulo,
Capital)} sob a orientag8o do Prof. Dr. Gilberto Vieira. Quanto ao
estudo anadtomo-patoldgico dos casos, estes foram realizadogs no
Laboratério de Anatomia Patoldgica do Instituto Fernandes Figueira
da Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ) pela Dra. Hilda
Ramos e supervisionados pela Dra. Aparecida Garcia.
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III.1.) METODOLOGIA UTILIZADA PARA CLASSIFICAR OS5 ABORTOS

Todos os abortos foram examinados pela autora, a principio
macroscopicamente e, em seguida, submetidos a microdissecg8c, sob
lupa. 0 exame fol dirigide wvisando & identificagSc de tecidos
maternos (decidua) e fetais (partes fetais, cordic umbilical,
membranas amniética e coridnica e saco vitelino). Utilizou-se a
classificac8o modificada de Fujikura et al. (1966) (tabela 4) para
catalogar os espécimes.

BAs partes fetais foram cuidadosamente examinadas visando 23
detecgdo de alguma anomalia. 0 cordado umbilical foi examinado
quanto ao nlmeroc de vasos presentes, sendo esse exame realizado
nas duas extremidades e ratificado com a observag¢io armada.

A dissecgdo da membrana amniética foi feita a partir da face
fetal do saco coridnico procurando pingar, de um lado ¢ cérion e
do outro o &mnio e, em seguida, tracionando cada membrana em
sentido contrdrio tentando separa-las.

0 saco vitelino (SV), observado, por transparéncia, através
do &mnio, caracteriza-se como uma pequena estrutura arredondada e
esbranqui¢ada gque se interpde entre o c¢érion e a membrana
amnidtica. Quande visualizado, ele era dissecado juntamente com o
amnio.

As vilosidades coridnicas (veg) foram, inicialmente,
expandidas dentro de uma placa de Petri contendo meio de cultura,
por meio de um processo de esgar¢amento e, em seguida, submetidas

4 disseccdo.
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Tabela 4

- Classificag8o wutilizada para catalogar as perdas

gestacionais. Modificada de Fujikura et al. (1966).

Grupo I

Grupo 11

Grupo I1I

Grupo IV

Grupo V

-

espécimes incompletos {(decidua e/ou material
trofobléastico). Casos com tecido trofoblastico (VC)
como Unico tecido presente ou acompanhado de restos
deciduais e/ou pedagos incompletos de &mnio e/ou

cbrion,

- saco coridnico roto sem embrifio, Esse grupo pode ser

dividido em dois subgrupes:

A - saco coridnico com coto de cordfo umbilical, saco
vitelino, ou membrana amnidtica,

B - saco coridnico sem as caracteristicas acima. Casos
cCom apenas o s3aco coridnico roto.

saco coridnico intacto sem embriSo. Casos com saco
coridnico aparentemente integro, n8oc havendo nada no
seu interior que lembre tecido embriondrio ou corddo

umbilical. O saco vitelino pode estar presente ou nio.

inclui todos os espécimes com embrifio ou feto presente
Esse grupo pode ser dividido em guatro subgrupos:

A - embrido ou feto normal,

B - embrifio ou feto atrofiado, nodular ou autolisado.
Inclul os casos com retardamento de crescimento.

C - embrido ou feto com anomalias localizadas ou com
sindromes conhecidas,

D - espécimes com embriZo ou feto t8o fragmentados
e/ou autolisados, qgue tornaram impossivel uma
definig¢g8o de normalidade.

molas. Abortos com aparente degeneracgfio hidatiforme

sugerindo o diagnéstico de mola parcial ou completa.
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111.2.) SELECAO DA AMOSTRA INDICE

Para a obteng3o dessa amostra foram analisados 117 abortos
esponténeos, sendo incluidos apenas os abortos que apresentaram um
cariétipo fetal conhecido e, pelo menos, mais uma outra variavel
estudada, isteo é: dosagem bioguimica sérica materna de AFP e de
HCG, ou o resultado do estudo andtomo-patelégico do material
fixado {tabela 5).

Tabela 5 - Relag¢gdo dos abortos esponténecs encaminhados ao Servigo
do Prof. Dr. Walter Pinto Jr. no periodo de mar¢o de 1987 a margo

de 1989, e analisados para a selec3c da amostra indice,

Ahortos incluidos na amostra 62

Abortos excluidos da amostra: 55
dados insuficientes
crescimento in vitro insatisfatédrio 12
contaminagdo da cultura por células maternas
contaminagdo bacteriana da cultura 7
material insuficiente, apenas restos deciduais 16
caridtipo 46,XX de origem indefinida

embrifoc macerado

Total 117

De acorde com a tabela 5, 55 casos foram eliminados da amostra
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indice. Dentre eles, c¢inco apresentavam dados insuficientes.
Apesar de terem caridtipo fetal conhecido, nfc havia amostra de
sangue materno para dosagem bicguimica, nem resultado de estudo
anadtomo-patoldgico. 0 subgrupo com crescimento in vitro
insatisfatério, correspondeu a 12 abortos cujas culturas in vitro
ou ndo mostraram gualguer crescimento celular, ou o crescimento
foi extremamente pobre impedindo a retirada de cultura para o
estudo cromossbmico. O outro subgrupo fol representado poer quatro
abortos cujas culturas foram totalmente contaminadas por células
maternas. A certeza dessa afirmag8c0 baseia-se na andlise
comparativa dos marcadores cromogssdmicos polimdrficos enire
metdfases parentais e metédfases do aborto estudadas com técnica de
bandamento Q.

Em sete abortos houve contaminag¢8o bacteriana da cultura,
sendo que em tré&s «c¢asos concluiu-se gQue o material estava
originalmente contaminado, engquanto gue nos quatro casos restantes
a contaminag8o ocorreu no laboratério devide & manipulacgdo
inadequada ou pela utiliza¢B8o de material previamente contaminade.

Um total de 16 casos teve que ser excluido da amostra indice
porgque ¢ material de aborto havia sideo coletado inadegquadamente,
de modo que se observou apenas restos deciduais gquandec da
avaliagdo morfoldgica inicial.

Em oito casos decidiu-se gue os abortos seriam excluidos da
amostra indice porque o cariétipo 46,XX encontrado, a partir de
vilosidade coridnica cultivada, n8c foi definido quanto & sua
origem, se fetal ou materna. Na guase totalidade desses casos,
essa indefinigdo persistiu porque ndo se obteve sangue dos pais
para estudo cromossémico.

Finalmente, os demais trés casos excluidos da amostra o foram
porque apresentavam embrides JjA macerados e nd3o se obteve
crescimento celular para estudo cariotipico.
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II1.3.) COLETA DE MATERIAL DA BMOSTRA INDICE

III.3.a.)Dos abortos

Com excegdo de dois casos (2895 e 3256), os quais foram
completamente eliminades em casa (abortamentos completos), todos
os abortos foram coletados durante a curetagem uterina em frascos
estéreis contendo meio de cultura (Ham F.10, Cultilab) ou solucso
fisioldgica 0,9% estéril. Uma vez coletados, os abortos eram
transportados imediatamente ao Laboratério para serem processadoes.

Nos casos em gque o© envio ao Laboratdério ndo podia ser
imediato, os frascos contendo o material da curetagem eram
guardados 2 baixa temperatura (4-10°C) por um periodc maximo de 48

horas.

I17.3.b.)Dos sangues maternos

As amostras de sangue {(5-10 ml)} de 50 mulheres foram obtidas
através de pung8o de veia periférica, com o auxilio de seringas e
agulhas descartdveis, no mesmo dia, porém antes, da curetagem
uterina.

Apés a coleta, o sangue era colocado em tubos c¢dnicos
estéreis e deixado & temperatura ambiente por um periodo minimo de
duas horas. Apds a retragfo do coigulo, os tubos eram submetidos a
centrifugagdo a 1000 rpm durante 10 minutos e os sobrenadantes
transferidos para pequenos frascos estéreis, os quais eram
armazenados no congelador (0 a -10°C) até o momento de sua

utilizagdo para as dosagens de AFP e HCG.

42



IIT.4.) COLETA, ESTOCAGEM E SELECAC DA BMOSTRA CONTROLE

0 sangue das mulheres da amostra controle foi coletado e
estocado de maneira idéntica ao das mulheres da amostra indice.

No grupo I a coleta foi realizada antes ou imediatamente apds
a pung8o obstétrica, fosse ela uma pungio de vilosidade coridnica
ou de liquido amniético. Neo grupo II, a coleta foi feita guando
da retirada de sangue para exames rotineiros do protocolo de
'pré-natal’.

Um total de 51 amostras de sangue foram coletadas, sendo 31
pertencentes ac grupo II e 20 ac grupo I. Tréds (6%) dessas 51
amostras foram eliminadas porque as gestantes apresentaram
abortamento esponténeo no curso de suas gestagdes.

No grupo II as gesta¢Ses foram acompanhadas, indiretamente,
por intermédioc de revisSo de prontudrio, interrogatdério escrito ou
contato telefdnico, de sorte que se conhece o produto de todas as
gestagles desse grupo. No grupo I, infelizmente, nZo foi possivel
um acompanhamento da evolugBo das gestag¢Ses, contudo, o resultado
dos caridtipos fetais normais ou com rearranjos c¢romossdmicos
equilibrados foram considerados suficientes para gque tais casos

permanecessem hessa amostra.

I11.5.) COLETA DOS DADOS ANAMNESTICOS
DAS AMOSTRAS INDICE E CONTROLE

0s dados anamnésticos da amostra indice foram coletados em
uma ficha especifica (apéndice 1) imediatamente antes da
curetagem, ou durante a consulta & paciente para a entrega do
resultado do estudo citogenético. Nos casos em gque era impossivel

Y

o comparecimento da paciente 4 consulta, os dades de anamnese
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foram coletedos pelo seu ohstetra.
Na amostra controle os dados anamnéstices foram obtides a
partir de consulta acs prontuadrios das gestantes em ambos os

grupos dessa amostra.

I1I1.6.) ESTUDO CITOGENETICC

1I1.6.2.) TECNICAS DE CULTIVO CELULAR

IIT1.6.A.a.) Dos abortos
III.6.A.a.1.) Técnicas de cultura de longa duragfio

Todo o material coletade era inicialmente lavado vidrias vezes
(ne minimo tré&s lavagens), com meio de cultura (Ham F.10,
Cultilab) a fim de retirar o excesso de sangue e de coagulos
presentes., Em seguida, o material era submetido & microdisseccio
com o auxilio de uma lupa e de duas ping¢gas cirQrgicas de pontas
finas. Essa dissecg8o visava & separag¢dc de tecidos de origem
fetal ou embriondria {tecidos embrionarios propriamente ditos,
corddo umbilical, membrana coridnica, membrana amnidtica, VC e 8V)
dos tecidos de origem materna (basicamente restos deciduais).
Quando o saco corifnico se apresentava integro, ele era
puncionado, previamente & dissecglo, e o liguido amniético, quando
presente, era cultivadc separadamente.

Quando da dissecgdo, o material era separado em duas partes.
Uma delas era destinada para a cultura visande aoc estudo
cromossdmice e a outra fixada em solug8c de formol para,
posteriormente, vir a ser encaminhada para estudo
anatomo-patolégico. Ambas as partes eram representadas por

porgdes de todos os tecidos fetais presentes e também por pedacos
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de decidua,

Apds a dissecgdo o5 tecidos eram cortados com tesoura
curva de ponta fina, a fim de serem reduzidos a pequeninos
fragmentos, e tripsinizados separadamente com cerca de 10-15 ml de
uma solug3o de tripsina EDTA 1:250 (cCultilab) aguecida a 37°C.

Foram utilizados dois métodos de tripsinizag3o dependendo da
hora em que o material chegava ac Laboratdério. Quando o material
era processado pela manh8 a tripsinizagZo era feita seguindo o
protocolo descrite abaizxo.

0s tecidos imerscs na solucBio de tripsina eram transferidos
para um Erlenmeyer contendo um pequeno imd8 e colocado em um
agitador eletromagnético por um periodo de 30-45 minutos.
Decorride esse tempo a ag¢lc da tripsina era blogqueada pela adigdo
de igual volume de meio de cultura completo (meioc de cultura Ham
F.10 acrescido de 20% de soro bovino fetal, Cultilab).
Imediatamente todo o material era aspirado, transferido para tubos
cbnicos e estes centrifugades a 1000 rpm durante 10 minutos. o}
sobrenadante de cada tubo cdnico era desprezado e o centrifugado
ressuspenso em cerca de 4 ml de meio de cultura completo, os quais
eram posteriormente divididos em dois tubos de Leighton. Estes,
apdés arrolhados, eram colocados em estufa a 37°C.

Quando o material era processado & tarde ou 2 noite, o métodeo
de tiripsinizag8c utilizado era semelhante ao descrite acima,
diferindo apenas quanto ao tempo e 3 temperatura em gue os tecidos
permaneciam em contato com a solugfio de tripsina. Desse modo,
apds transferido para o Erlenmeyer, o material era colocado a uma
temperatura de 4-10°C por um periode de 12-24 horas, em seguida
aquecido a 37°C durante 20 minutos e, posteriormente, submetido A
agitagdo, inativagBic da tripsina e langamento da cultura de
maneira idéntica a descrita acima.

Utilizou-se, também, em alguns poucos casos, um outro
procedimento, semelhante ao primeiro j4 descrito, que se denominou
de técnica da dupla tripsinizac¢do por envolver duas tripsinizac8es
seguidas do material a ser cultivado, Nesse procedimento, cuja
técnica foi baseada na descrita por Niazi & Loeffler (1981), todo

o liquido era retirado, apés a primeira tripsinizagfio, para ser
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langade em cultura como fol descrito acima. 0 restante do
material, ou seja, os fragmentos de tecidos restantes eram lavados
e, em seguida, submetidos a wuma nova tripsinizag8c nas mesmas
condig¢des descritas anteriormente. 0s passos seguintes para o
langamento da cultura também seguiram oS ia referidos
anteriormente.

Independentemente do procedimento utilizade para o lang¢amento
da cultura, a primeira troca de meio era efetuada, em todos os
casos, cerca de 24 horas apds o inicio da cultura, principalmente
nos tubos c¢ontendo vilosidades c¢oridnicas. Dependendo do
crescimento, novas trocas de meio eram efetuadas a cada dois dias
até que os campos celulares se mostrassem confluentes e com um kbom
nimero de células em divis8o. Quando o crescimento celular se
mostrava lento, os tubos eram deixados em repousoc na estufa por um
periodo variadvel (5-10 dias) até novas trocas de meio.

As repicagens, gquando necessarias, eram feitas por meio de
descolamento da c¢amada fnica de células com wuma solucio de
tripsina semelhante a ja& descrita anteriormente. Apds o
descolamento, a ag¢8o da tripsina era blogueada pela a adigZo de
meio de cultura completo. Finalmente, o material ressuspenso em
meio de cultura novo era dividido em duas partes, as quais eram
transferidas para doig tubos de cultura.

Para a retirada das «culturas, utilizou-se a seguinte
segiiéncia de eventos: 2-4 horas de exposig¢8 a 0,1 ml de uma
solugdo de colchicina (4){10"s M} a temperatura de 37°C, seguida de
uma breve exposiglc (1-2 minutos) & soluglo de tripsina (igual a
jad referida anteriormente}) a temperatura de 37°C , inativacgiec da
tripsina com o mesmo meio gue estava no tubo antes de adicionar a
tripsina, transferé@ncia da suspens8¢c para um tubo c¢dnico,
centrifugag¢dc a 1000 rpm durante 10 minutos e decantagdo do
sobrenadante.

A hipotonia das células era provocada em banho-maria a 37°C
com 4 ml de uma sclugdc de KC1 0,075 M de maneira progressiva
(procedimento desenvolvide pelo Prof. Dr. Walter Pinte Jr.).
Assim, adicionava-se 1 ml da solug8o hipoténica a cada 3 minutos

de intervalo, e, apds c Gltimo, a hipotonia era interrompida com
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0,5 ml de fizador {(metanol e Acido acético glacial na proporc¢io de
3:1)., Beguia-se a centrifugacBo do material por 10 minutos a 1000
rem e decantagdo do sobrenadante. Apds a segunda lavagem, o
material continuava no fixador e era deixado em repouso no
congelador até o dia seguinte, quando, entfc, era submetido a mais
duas lavagens. Adicionava-se cerca de 0,3 ml de fixador ao botdo
celular e, apds ressuspenszo com pipeta tipo Pasteur, 2-3 gotas
dessa suspens3o eram distribuidas em l8minas limpas, e secas c¢om o
auxilio de uma chama de bico de Bunsen.

Nos casos em que havia liquido amniéticec presente no material
abortado (casos em que o material era representadoc por saco
coridnico intacto), o ligquide era puncionado com uma seringa
descartavel de 10 ml munida de agulha também descartavel, Apds
centrifugagdo, o sobrenadante era desprezado e o bot3c celular
ressuspenso com cerca de 2-4 ml de meio de cultura completo e
distribuide em tubos de Leighton. Dai por diante a técnica é

semelhante a gque foi descrita acima.

IIT1.6.A.a.2.) Técnica da preparagio direta a partir de V¢

Em alguns casos utilizou-~se essa técnica, concomitantemente
com ©s procedimentos descritos acima para realizar o estudo
citogenédtico do material de aborto.

Apds terem sgido dissecadas, as V¢ eram colocadas em um frasco
contendo 5ml de meio de cultura completo com 0,1 ml da soluc3o de
colchicina (4x10'5 M}, por um periodo de tempo de 1-2 horas a
temperatura de 37°C, apéds o gqual eram transferidas para uma placa
de Petri contendo cerca de 5ml de uma solug8o hipotdnica de
citrato de sédio a 0,5%, durante 10 minutos. Decorrido esse
tempo, a scolucgdo hipotdnica era retirada e as VC expostas a 3 ml
de uma solugdc de &cido acético a 60% durante 3-4 minutos, para

promover a dispers3o celular. Em seguida adicionava-se metanol
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para bloquear a ag¢lo do Aacido, retirava-se essa solugdo e lavava-
se o material 3 vezes com uma solucgdo de fixador {(metancl e acido
acético glacial na proporg¢8c de 3:1).

0s passos seguintes, quais sejam, ressuspensio do material
com uma pequena gquantidade de fixador, preparag8c das léminas,
seguiram as técnicas descritas anteriormente.

.Dos 62 abortos estudados na presente amostra, 34 foram
submetidos a cultura por meio da técnica de tripsinizaclo simples,
26 foram submetidos a técnica gque wutilizava a tripsinizacgio A
baixa temperatura e nos dois cascs restantes, foram utilirzados
ambos og procedimentos. Apenas ncs dols primeiros casos da
amostra (apéndice 2), utilizou-se, também, ¢ procedimentc de dupla
tripsinizag8c das VC. Quanto a técnica da preparacg8o direta a
partir de VC, utilizou-se a mesma em dez casos, dos quais apenas

c¢inco apresentaram resultados satisfatdérios {apéndice 2).

I11.6.A.b.) Dos pais
II1.6.A.b.1.) Técnica para cultura de curta duragdo a partir de
linfdcitos do sangue periférico

Para o0s cases nos qQuais foi necessario o estudo cromossdmico
dos pais, coletou-se de cada genitor uma amostra de 5 ml de
sangue, por pungdo venosa periférica, com seringa descartiavel e
heparinizada. Utilizou-se a técnica de cultura de linfdcitos
descrita por Moorhead et al. (1960; e padronizada no Laboratério
de Citcgenética do Departamento de Genética Médica da FCM,
UNICAMP. Cerca de 15 gotas de sangue eram adicionadas a frascos
contende 5 ml de uma mistura de meio de cultura (Ham F.10), 20% de
soro fetal bovino e 0,0lml de fito-hemaglutinina {Cultilab).
Geralmente, do material de cada individuo, eram feitas culturas em
3-4 frascos. Apds 72 horas de incubaglfc a 37°C as culturas eram

retiradas, sendo previamente expostas a agSc de c¢olchieina
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(4xlo'%ﬂ) nos 30 minutos gue antecederam as 72 h. A hipotonia era
induzida c¢om XC1 0,075 M a 37°C de maneira progressiva e
semelhante 3 descrita na técnica de cultura de abortos, ou seja,
por melo da adigdo de 1lml dessa sclugdc hipotdnica a cada 10
minutos de intervalo.

A interrupc¢8o da hipotonia, fixac8o do material e confecg¢lo
das laminas eram realizadas de maneira idéntica & descrita para as

culturas de longa duracgdo.

II1.6.8B,) ANALISE CROMOSS&MICA

Todas as metédfases foram estudadas sem bandas (coloracgio
usual) e com bandas Q (Casperson et al., 1%70) de acordo com a
rotina do servigo. Em alguns casos as preparagées também foram
analisadas em bandamento G (sanchez et al,, 1973) e,
excepcionalmenfe, por meio de técnicas de bandamento ¢ (Sumner,
1972) e R {(Ribeiro e Melaragno, 1987).

Para todos 05 caseos de cultura de linfdcitos e para a maioria
dos abortos foram analisadas um ntmero minimo de 11 metdfases. Em
alguns casos de aborto nd3c foli possivel estudar as 11 metafases,
Nesses casoes, o limite minime de metdfases estudadas considerado
foi de 2.

No apéndice 2 est@o relacionados o namero de células
analisadas e as bandas utilizadas em cada caso. Além disso, estdo
assinalades os casos nos guais o estudo cromossdmico dos pais foi
realizado.

Para os abortos com cariétipo 46,X{ oriundo de tecido fetal
potencialmente contaminavel c¢om células maternas, como as VC,
procedeu-se o estudo comparativo dos marcadcres cromessdmicos
polimdérficos entre as células parentais e as células do aborto,

por meio da técnica de bandamento .
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1I1.6.C.) Consideragles sobre cos abortos com caridtipos 46,XX

Considerou~se o caridtipo 46,XX como de origem fetal toda vez
que!

l1.)o0 tecido estudado n&o apresentava c¢ontato direto com
tecidos de origem materna (ex: partes fetais ou embrionéarias
propriamente ditas, membrana amnibética, corddsc umbilical e liguido
amnidtico);

2.)o caridbtipo fetal foi obtido a partir de tecidos fetais
potencialmente contaminados com células maternas (ex: VC e
membrana coridnica), mas tendo sido tal possibilidade afastada
rela anilise com marcadores cromossdmices polimérficos do aborto e
dos pais.

3.)o caridtipo do aborto £oi obtido por meic da técnica de
preparagdo direta a partir de VC do material. Istoc porgue a
possibilidade de encontro de <¢élulas deciduais dividindo-se
espontaneamente em VC cuidadosamente dissecadas é muito pequena
(Blakemore et al., 1985);

4.)o caridtipo do aborto era obtido a partir de tecido
potencialmente contamindvel com ¢élulas maternas (VC), porém,
submetido, previamente, a duas tripsinizag¢des consecutivas, quando
do lancamento da c¢ultura, pois se admite gue as células oriundas
da segunda tripsinizag8o s80 totalmente fetais (Niazi & Loeffler,
l98l).

IITI.7.) DOSAGEM DE a-FETOPROTEINA (AFP)

Para essas dosagens utilizou-se o teste do enzimo-imunoensaio
a partir de kits comerciais fornecidos pelos Laboratédriocs Abbott,
North Chicago, 11, USA.
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Esse tipo de ensaio é baseado no principio do sanduiche, onde
a reagdc imuncldégica antigeno-anticorpc (Ag-Ac) se di em fase
s6lida. Desse modo, esferas apropriadas contendo o anticorpo
anti~AFP imobilizado sfo incubadas juntamente com o espécime a ser
estudado, no casc soro. Durante essa incubag80c a AFP presente no
soro liga-se & fase s6lida. Posteriormente adiciona~se um
conjugado formado pele anticorpo anti-AFP e por uma enzima
{peroxidase). Se houver AFP presente no soro o conjugado
ligar~se-4 a ela,. Se nd3o houver, o conjugado serid perdido com a
lavagem efetuada, justamente para eliminar particulas nioc ligadas.
0 passo seguinte € a adig¢3o de um substrato enzimatico para o
desenvolvimento de cor, cuja intensidade reflete a quantidade de
ligagdo do conjugado. A reag8o enzimdtica é bloqueada com =
adig8c de uma solugfo dcida e a intensidade da cor & lida wusando
um espectrofotdmetro com filtro de 492 nm.

Todas as dosagens foram feitas em duplicata e para cada
ensaio foi realizada uma curva padr8c e testados dois sSoros
controles, um negativo e um positivo. © niimero maximo de amostras
analisadas por ensaio foi 41.

Com a utilizag8o de kits (Abbott) os ensaios foram
desenvolvidos em guatro etapas da maneira como segue.

III.7.a.) Primeira incubagio

Inicialmente fazia-se o mapa do ensaio e identificava-~se as
placas (placas de 20 pogos cada) onde se dariam os pPrimeiros
passos da reagfo. Nos primeiros 14 pogos pipetavam-se 200 nl dos
soros padrio, 08 quais apresentam concentragSes em ng/ml
equivalentes a 0,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 60,0. 0Os demais
pogos receberam 25 pnl dos soros a serem testados, inclusive os
controles, mais 175 pl do soro padrio 0,0 ng/ml. Desse mode todas
as amostras, assim como os controles, eram testados com uma
diluigdc inicial de 1:8. Em seguida esferas apropriadas

recobertas com o anticorpo anti~AFP (cabra) eram colocadas em cada
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pogo e as placas devidamente <cobertas eram incubadas em
banho-maria a 45°C por 2 horas. Apés esse tempo as esferas eram
lavadas 3 vezes com agua desionizada mediante a utilizag¢do de um

aparelho apropriado.

I11.7.h.) Segunda incubacgdo

Nessa fase 200 ul do ceonjugado anticorpo anti-peroxidase de
AFP (cabra) era adicionadc em todos os pogos e as placas eram
novamente incubadas em banho-maria & 45°C por 2 horas. Em seguida
os pogos eram lavados trés vezes como descrito acima e as esferas

eram transferidas para tubos de ensaio devidamente identificados.

I11.7.¢.) Coloragio

Para cada tubp pipetava-se 300 pl da solucdc substrato OPD
(o-Fenilenediamina . 2 HCl) previamente preparada e incubava-se os
mesmos, protegidos da luz e a temperatura ambiente, por um periodo
de 30 minutos. Decorrido esse tempo a reac¢lo enzimatica era

blogqueada pela adigd@c de 1lml de Acido sulfurico 1 N a cada tubo.

I111.7.4. Leitura das absorbfncias

As leituras foram feitas em um espectrofotdmetro especifico
(Quantum Analyzer - Bbbott) utilizando um filtro de 492 nm, onde
os valores de AFP eram, automaticamente, calculados e referidos em
unidades de ng/ml. Esse cdlculo era feito levando em consideracio

o fator de diluicgBo, 8, a gque as amostras foram submetidas.
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II1I1.8,) DOSAGEM DE GONADOTROPINA CORISNICA HUMANA (HCG)

Para esSas dosagens utilizou~se 2 téenica do
radioimuncensaio, padronizada e <rotineiramente utilizada no
Laboratério Fleury e descrita como segue.

As amostras de soroc, em nlmero maximo de 35 por ensaio, foram
testadas inicialmente sem diluig3o e sempre em triplicata. Para
cada ensaio utilizou-se soros padr3o nas concentragdes, em mUI/ml,
de 0, 39, 78, 313, 625 e 1250 para o desenvolvimento da curva do
ensaio; controles do antigeno marcado; controles de soros
negativos e de soros positives com diferentes concentracdes e

contreles de ligagdo n8c especifica (non specific¢ binding, NSB).

Os reagentes utilizados nesse ensaio foram os seguintes:

1.)Tamp8oc diluente:

EDTA 18,6 g
Gelatina 1,0 ¢
PES* 0,02 M pH = 7,5 1000 ml

(* NaCl - 36 g; tampic fosfato - 0,5 M pH = 7,5 - 160 ml:
merticlato - 400 mg; Agua - 4000 mi)

2.)B8oros padrio:
Soros correspondentes a padrBes secundirios os quaig sfo

calibrados contra o lst-IRP-hCG (OM3).

3.)Pool de soro humano negativo:

Pool de soros masculinos

4.)1° anticorpo:
Produzido em coelho contra o hCG e wutilizado na diluic3oe
inicial de 1:5000,

5.)NRS:
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Soro normal de coelho (normal rabbit serum)

6.)Antigeno marcado:
hee  (1'®%)  4diluido

especifica de apreximadamente 100 ucCi/ug.

7.)2° anticorpo: anticorpo

em tampdo

anti-IgG de

especifico
albumina bovina - 5,0 g e PBS 0,02 M pH

(EDTA -~ 18,6

7,5 - 1000 ml).
0 antigeno & marcado pela técnica da Cloramina T com atividade

coelho

carneiro) e utilizado na diluigfo de 1:60.

8.)PEG 6,4%:
Polietilenoglicol

dgua

6,4 g

1060 ml

(preduzidoe

g:

em

Para c¢ada ensaio fazia-se inicialmente o mapa e marcava-se os

tubos que iriam ser utilizados (tubos de ensaio de polipropileno

12 2 75 mm) em ordem crescente iniciando-se pelo numerc 3.

Os

dois primeiros tubos eram reservadeos para o controle do antigeno

marcado.
Em cada tubo pipetava-se o0s reagentes acima referidoes da

maneira como descrito no guadro abaixo.

Reagentes NSB Padrido Amostra Amostra

diluida

Tampio diluente 200 nl 200 nl 200 ul 100 nl
Soros padrio 100 pnl 100 pl
Scros a testar 160 ul 100 nl
Pocl de soro negativo 166 ul
1° anticorpo 100 nl 100 ul 100 ul
NRS 100 nl
Ag~1 100 ul 100 ul 100 ul 100 nl
2° anticorpo 100 nl 100 ul 100 gl 100 ul
PEG 6,4% 1l ml 1 mi 1 ml 1l ml
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Todos ©s ensaios foram iniciados a tarde. Apds colocagdo do
antigenc marcado, os tubos eram cobertos e deixados & temperatura
ambiente por toda a noite. No dia seguinte, pela manhi, apés a
adigdo do 2° anticorpo os tubos eram incubades & 37°C durante 15
minutos. Em seguida adicionava-se o PEG 6,4%, agitava-se o3 tubos
em um agitador e centrifugava-se o©s mesmos em centrifuga
refrigerada a 2500 rpm durante 30 minutos, Apbs decantagdc e
secagem dos tubos com papel de filfro, ©s mesmos eram celocados em
ordem numérica em estantes apropriadas, as guais eram colccadas no
contador gama {(Automatic gamma counter - LKB) para leitura.

Apés a leitura os valores obtidos foram calculadegs em
computador a partir de programa baseado no modelo logistico n3o

linear de quatro parlmetros (Dudley et al., 1985).

I17.9.) ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Como ja foi referido anteriormente, uma parte do material dos
abortos era separada, fixada em uma solugfo de formocl e guardada
em frascos de vidro para serem posteriormente enviados para estudo
anatomo-patoldgico. Em geral o material 86 era enviado apés
conclusdo deo estudo citogenético.

Antes de iniciar o trabalho, convencionou-se gue esse estudo
seria cego, ou seja, o resultado do estude citogenético sé seria
conhe¢ido pelas pratologistas apés a conclusio do estudo
histopatoldégico.

Posteriormente, uma coépia de todos o¥] laudos foram
encaminhados para a autora. Para efeito de anidlise dos resultados
considercu-se apenas o primeiro (principal) diagndstico referido
nas conclusdes dos laudos.

Baseado em dados da literatura (Boué et al., 1969; Philippe
& Boué, 196%; Philippe & Boué, 1970; Honoré et al., 1976; Szulman
& Surti, 1978; Berry, 1980; Ornoy et al., 1981; Philippe, 1986:
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Novak et al., 1988), estabeleceu-se que as seguintes alteragdes

histopatolégicas seriam sugestivas de aberracfc cromossémica:

1. vilosidades coriénicas de grande porte, hidrdpicas, com
contornos sinuosos e, por vezes, com cavitagfo ceniral;
2. invaginac¢8o trofoblastica no estroma viloso;
3. microcistos trofoblasticos;
hiperplasia trofoblédstica focal, alternada com hipoplasia e
focos de verticalizagHo;
5. presenga de vascs em vilosidades n#o hidrépicas;
6. vilosidades coribdnicas uniformemente hidrépicas formando
vesiculas;
7. hiperplasia trofoblastica perivilosa:
8. verticalizag8o do trofoblasto e microcistos trofoblasticos;
graus variados de anaplasia;
10. estruturas vasculares primitivas:
1l. vilosidades coridnicas de médioc porte com contornos regulares
e hipotrofia trofoblastica evidente;
1l2. células do estroma volumcsas.

Das alterag@es citadas acima, as mencionadas nos itens 1 a 5
sugerem o diagnéstico de triploidia; as referidas nos itens 6§ a
10, o diagndstico de mola hidatiforme: e as assinaladas nos itens

1l e 12 o diagnéstico de trissomia autossdmica.

I11.10.) ANALISE ESTATISTICA

Para comparag¢do das varidveis quantitativas utilizou-se a
andlise da varidncia quando a distribuicio era, sabidamente,
normal. Para as varidveis bioquimicas aplicou-se o teste nio
paramétrico de Kruskal-Wallis (Roscoe, 1975).

Utilizou-se também do célculo do coeficiente de correlacgdo
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simples para averiguar possiveis associagtes entre as varidveis
bioguimicas e a idade gestacional (IG) na amostra controle. Na
amostra indice utilizou-se a andlise de regressio miltipla
(Beiguelman, 1988) para averiguagd3oc de possiveis associacBes entre
as variavels, wusando ora =a AFP, ora o HCG como variavel
dependente,

As comparagdes entre proporgles e as provas de independéncia
entre caracteres qualitativos foram realizades com o auxilioc do
teste do 12 e do teste exato de Fisher (Beiguelman, 1988).

Em relag8o 3 averiguag¢éio da precisdo do exame
histopatoldgico, utilizou-se f£érmulas padr3o para o caleculo dos
valores preditivos, da sensibilidade e da especificidade (Sackett
et al., 1985). 0 intervalo de confianga para esses valores foi

calculado pela férmula abaixo:

==

L)

Atz + bty 6%+ %,

n + t2

nimero de cascos analisades

o nimero de casos faveraveis

oo
I

1,960 - valor para a = 0,05 e » graus de liberdade
aa=r?1(n—fh)
n

(comunicacdo pessoal do Prof, Aguiles Piedrabuena, 1990).

Em todos os casos para os gquais foram aplicados testes
estatisticos, estabeleceu-se que o nivel de significincia a ser

aceito seria de 5%.
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IV.) RESULTADOS

IV.1l.) DA AMOSTRA INDICE

Cs 62 abortos

esponténeos

estudados no presente trabalho

estdo distribuidos, segundo a classificac8o modificada de Fujikura

et al. (1966) na tabela 6.
Tabela 6 - Relag8c dos 62 abortos estudados, segundo a
classificagéo modificada de Fujikura et al. {1966).
Classificacgdo nimero de casos
do espécime (%)
Grupo I 7 (11)
Grupo Ila 33 (53)
Grupo IIb -
Grupo III 6 (10)
Grupo IVa -
Grupo IVh i (2
Grupe IVe -
Grupo I1vVd 10 (1s)
grupo V 5 ( 8)
Total 62 (100)

Dos cinco casos classificados no grupo V, ou seja, dentro das

gestagdes molares, guatro

apresentavam caridétipos tripldides

(3538, 3081, 2935 e 4082) e um (2917) apresentava caridtipo 46,XX
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e quadro histopatoldgico compativel com ¢ de mola verdadeira.
Dentre o0s casos tripléides referidos acima, chamou atenc8c o de
numero 3538 gue era, de fato, uma hipertriploidia -
T3,X¥Y , +2,4+7,418,+20 - e o c¢aso 4082, o qual durante a disseccio
do material mostrou gque as VC hidrépicas pareciam restritas a um
dado local, motive pelo qual esse vcaso f£oi, inicialmente,
classificado dentro do grupo IVd.

Em sels casos observou-se cordic umbilical com apenas dois
vasos, ou seja, artéria umbilical fnica (AUU), como é conhecida
essa anomalia de corddco (tabela 7). Em dois deles (cascs 954 e
4032) além da AUU, observou-se, também, auséncia de digitagfo em
mdos e pés, apesar de zambos, coincidentemente, contarem com 14
semanas de idade gestacicnal, o dobro do tempo em que,
normalmente, os dedos j& estdo bem individualizades (Iffy et al.,
1%67; Moore, 1983).

Tabela 7 - Relag80 de abortos, gquanto ac tipo de material, IQ e

caridtipo, nos quais foi observado artéria umbilical Gnica (AUU).

Registro Ic Material Caridtipo
3152 11 Ila 45,X
3222 13 Ivd 46,%XX,del (14)(g24)mat
994% 14 Ivd 46 XY
3660 - Ila 46, XY
4301 12 IIa 45 ,%
4032% 14 Ivd 45,X%

* Embrides com auséncia de digitag8c em mSos e pés.

A presenga de saco vitelino (8V), foi observada em 5 abortos,
sendo 2 deles tripldides (tabela 8).
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Tabela 8 - Relagio de abortes, quanto ao tipo de material e

caridétipo, nos guais foi observado saco vitelino (5V).

Registro IG Material Cariétipe
3065 10 Ila 69,XXX
3151 10 II1I 69, XXX
3595 12 Ila 47 ,X¥,+15
4301 12 I1la 45,X
3256 - I1I 46 ,XX

No apéndice 3 encontra-se uma listagem de todos os casos da
amostra indice, relacionados segunde a idade materna {(IM), idade
paterna (IP), idade gestacional (IG), ntGmero de gestagles (),
nimero de abortamentos (A), caridtipo (Cr), sexo do aborto,
indicade pela presenga de uﬁ ou mais cromessomos Y {Sx)}, nivel de
a-fetoproteina no soro materno (AFP), nivel de gonadotropina
coridnica humana no soroc materno (HCG), resultado do estudo
andtomo-patolégico (AP) e material do aborto  segundo a
classificagdo utilizada (Mt).

De acordoc com ¢ apéndice 3, dos 62 abortos esponténeocs
selecionados para a amostra indice 44 apresentavam as trés
varidveis estudadas, quais sejam: caridétipo de aborto, dosagem de
AFP e HCG e resultado do estudo anadtomo-patolégico. Dos 18 casos
restantes, em seis faltava o estude anédtomo-patolégico e em
12, as dosagens biogquimicas.

Observando a tabela 9 nota-se que 34 (68%) dos 50 abortos com
idade gestacional conhecida eram do primeiro trimestre, 16 (32%)
abortos apresentavam IG gue variavam entre 13 e 17 semanas.
Quanto aos 12 restantes sem IG conhecida isso aconteceu porque a
mde ndo se lembrava da data da ultima menstruagdo (DUM) ou porque
esse dadoe ndo foi obtido.

As figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, as distribuigfes
dos abortos c¢romosscmicamente anormais e normais segundo a idade
gestacional.
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Tabela 9 - Distribuic¢Bo dos abortos incluidos na amostra indice,

gquanto a idade gestacional.

Idade gestacional Nimerc de abortos

{em semanas)

8 2
9 6 .
1¢ 12 l trimestre
11 € gestacional
12 8
13 6
14 6
15 -
16 2
17 2
sem IG referida 12
TOTAL 62

>

Mais da metade dos abortos, isto & 39 (63%) apresentaram
cariétipos anormais. Dos 23 gue apresentaram caridétipo normal, 13
eram 46,XX e 10 46,XY (tabela 10). Contudo, entre os 46,XX, estfo
incluidos trés casos diagnosticados como mola verdadeira.

Entre os cariétipos anormais, 16 (41%) estavam representados
por trissomias autossdmicas, sendo gue, dentre elas, seis
correspondiam a trissomia do cromossomo 186. Um desses merece
destaque, uma vez que havia uma anomalia cromossédmica estrutural
associada: caso 3141~-I, c¢ujo caribtipo foi:
47,XX,+16,t(13;16){(g21;pll)mat, (apéndice 4).

Um outro casc de trissomia a ser destacado & o 2355,
representado por uma translocag¢8o equilibrada herdada da mie e uma
trissomia regular do cromossomo l4: 47 ,XX,+14,:(5;8)(g35;912)mat.
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Tabela 10 - Classificag@o dos abortos de acordo com o tipo de
cariftipo encontrado.
Tipo de cariétipo NOmero Total % %
de casocs de todos dos
0S8 casos anormais
NORMAL 23 37
46,XX - 13x
46 ,XY - 10
ANORMAL 39 63
Trissomias autossdmicas ls 26 41
47 , XX, +2 02
47 XY, +3 01
47 ,XY,+10 13
47 XY ,+13 01
47 ,%X,+14,t(549;8¢)mat 01
47 ,XX,+158 02
47 ,¥¥,+16 03
47 ,XX,+16,t(13q;16p)mat 01
47 ,XY,+16 02
47 ,XX,+21 01
47 , XY ,+21 01
Triploidia 09 15 23
69, XXX 05
69, XXY 02
70,KX¥,+21 0l
73 ,XXY,+2,+7,+18,+20 01
Monossomia X 05 g 13
Tetraploidias Q3 5 ?
92,X3YY 02
92, XXX 0l
Dupla aneuploidia 03 5 7
46 ,X,+21 0l
48,%X,+8,+16 01
48 ,X¥X,+16,+21 0l
Deficié&ncia de autossomo 01 2 3
46,¥X,del{l4qg)mat 01
Translocaglo equilikrada 01 2 3
46 ,XX,t{13q;16p)mat,
t{7p;20q) 01
Translocagdo desequil. 0l 2 3
46,XX,-4,+dex(4),
t{lg;4q)mat 01

¥ 3 casos sdo de mola verdadeira.

62



Os 9 caridtipos tripldides (23%) ocupam o segundo lugar em
fregiiéneia, sendo seis casos 69,%X¥X e trés 69,XXY. Dois abortos
dentre esses nove tripléides eram, na verdade, hipertripléides: um
deles com caridtipo 70,X%X,+21 e o outro gom caridtipo
73,XXY,+2,+7,+18,+20. Em 2 casos (2935 e 3538) o cariétipo dos
pais fol determinado, de sorte que o estudo dos marcadores
polimérficos pbde ser levado a cabo. Em ambos o©os c¢asos,
observou-se que a origem do caridtipo tripldide era paterna, porém
nde foi possivel caracterizar se ¢ mecanismo era diandria ou
dispermia, _

A monossomia do cromosome X ocorreu em 5 casos (13%), seguida
das tetraploidias em trés casos, sendo deis do tipo XXYY e apenas
um caso com constituligdo cromossémica sexual do tipo XXXX. Dupla
aneuploidia também aconteceu em tré&s casos: 46,X,+21, 48 ,XX,+8,+16
e 48,XX,+16,+21. O estudo cromossdmico dos pais deste wGltimo
aborto foi realizado e a anadlise de marcadeores polimérficos
utilizande as bandas Q@ e C wmostraram gue, dos cromossomos
extra-numerdrios, o 16 era de origem materna e o 21 de origem
paterna,

Os trés Gltimos casos da amostra de abortos com caridtipos
anormais incluem uma deficiéncia autossdmica -
46,¥X,del(14)(qg24)mat, uma dupla translocacgdo, aparentemente,
equilibrada - 46,XX,t(13;16)(g21;pll)mat,t(7;20)(pld;ql3)
{apéndice 4), e uma translocago desequilibrada -
46,XX,-4,+der(4),t(1:4)(qg31;g35)mat.

Tomando a presenga do cromossomo Y como determinante do sexo
rasculino, constatou-se um desvio significativoe da razdo de sesxo
na amostra indice, especificamente no grupo de abortos com

caridétipos anormais, como mostra a tabela 11.
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Tabela 11 - Raz3o de sexo entre os abortos.

2

Abortaos masc. fem. razio x GL P
amostra total 22 40 55:100 5,23 1 < 0,05
caridtipo anormal 12 27 44:;100 5,77 1 < 0,05
cariftipo normal* 10 13 77:100 0,39 1 0,50~0,70
trissomia autossdmica 7 g 78:100 0,25 1 0,50~-0,70

* Est8o incluidos trés casos com diagnédstico de mola verdadeira.

Em relag¢dc a histéria cbstétrica 55 casos da amostra indice
total foram informativos. Desses, oito puderam ser classificados
como abortamento habitual {(casos 3059, 3186, 3222,3538, 3141.1,
4221, 1855 e 2739) de acordo com os dados do apéndice 3, 0
caridtipo dos pais fol realizado em c¢inco casos {apéndice 2), dos
gquais se encontrou rearranjo estrutural eguilibrado em trés casos
(3222, 3141-1I, 1855).

Como referide anteriormente, dos 62 abortes espontfneos
estudados c¢itogeneticamente, em 56 foi possivel ¢ estudo
anatomo-patolégico. Desses, cinco foram incenclusives, enquanto
que os demails casos foram classificados visande & detecc3o de
alteragdes Thistoldgicas gue sugerissem a suspeita de uma
cromossomopatia. Sendo assim, eles foram divididos em 3 grupos:
l1.) com alteragles sugestivas de anomalia cromossémica; 2.) sem
alteragdes sugestivas de anomalias c¢romossdmicas e 3.) com
alteragGes compativeis com o diagndstico de mola verdadeira.

Em relagdo aos dados apresentados na listagem do apéndice 3,
chamou-se de concordantes ou compativeis os casos em gque a
anatomia patoldgica refletia os achados cariotipicos, ou seija,
auséncia de alteragfes histolédgicas sugestivas de anomalia
cromossdmica nos casos c¢om caridtipos normais e presenca de
alteragdes histoldgicas nos casos que apresentavam caridtipos
anormais. De maneira andloga 0S8 casos incompativeis ou ndo
concordantes n8o deveriam refletir os achados cariotipicos.

Fizeram excec¢do no primeiro grupo (concordantes) os 3 casocs de

64



mola. Finalmente, os casos em gue ndo fol possivel estabelecer um
diagnéstico, dado a insuficiéncia de material analisiavel, foram
denominados de inconclusives.

Os dados da tabela 12 mostraram que existe uma associacdo
entre os achados caricotipicos e andtomo-patocldgicos, uma vez gue a
probabilidade dessas variadveis serem independentes, de acordeo com
0 teste exato de Fisher £foi 0,84%. A sensibkilidade do estudo
andtomo-patoldgico foi 97% (83% -~ 99%), enguanto gue a
especificidade foi 33% (16% - 56%). Em relacg8c aos valores
preditivos, engquanto o positivo foi 71% (55%- 82%), o negativo foi
86% (47% ~ 97%). ©Por outro lado, tomando os casos concordantes,
pode~se dizer gque 73% dos t¢asos (35 em 48) foram corretamente
classificados pelo estudo histopatolégico.

08 casos de mola verdadeira foram considerados, separadamente,
mais adiante.

Tabela 12 -~ Associagdo entre os achados citogenéticos e
histopatolégicos dos abortos.

Caracteristicas histopatoldgicas Cariétipo
sugestivas de anomalia cromossdmica anormal nermal
Presentes 29 i2
" Busentes 1 6
Nimero total 30 18

Para os 29 casos referidos na tabela 12, nos guais se
encontraram alferagles sugestivas de anomalia c¢romossémica,
observou-se que nos laudos da maior parte deles (24) foi aventada
uma hipdtese sobre o diagnéstico cariotipice. Assim, dentre os
nove casos com hipdtese de triploidia, quatrc eram realmente
triplbides: de maneira semelhante, para os 15 casos com hipbtese

de trissomia, seis apresentavam caridtipos trissémicos, sendo gue
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um deles era, em realidade uma dupla aneuploidia (46,¥%,+21). Os
caridtipos dos demais trissbmicos eram: 47,XX,+16 (dois casos):
47 ,XY,+3; 47,%X,+2]1 e 46,4, -4,+der{4),t{1:4)(q31:¢35)mat.

Um dos dados gue mais chamou aten¢fo na tabela 12 foi o grupo
de 12 casos com caridtipos normais, porém apresentando alteracdes
histopatolbgicas sugestivas de anomalia cromossédmica. Em relagfo
a esse grupo, observou-se gue ¢ tipo predominante de material, era
o c¢lassificadc como sendo do tipo 1II (saco coridnico intacte sem
embrido, ou seja, o vulgarmente conhecidc ove cego) com trés dos
seis casos da amostra total de abortos. O©s trés casos restantes,
da amostra total, s8c o 2985 com caridtipo 47,XY,+3; o 3151
mostrande um caridétipo tripldide - 69,XX¥; e o 3375 gue, apesar do
caridtipo normal 46,8X, foi classificado, histopatologicamente,
como uma mola veradadeira.

Quanto aos dados anamnésticos desses 12 casos, observou-se
gque em tré&s havia histdéria de abortamente habitual {casos 3059,
3186 e 4221), nenhum deles com causa definida. BAlém disso, o caso
3074, embora apresentasse histéria obstétrica caracterizada por
GIIPIAI, o primeiro filho desse casal apresentava retardamento do
desenvolvimento neuropsicomotor, malformacgdes coengénitas
miltiplas, caridtipo 47,X(¥Yqh-)},+mar,pat e suspeita diagnéstica de
sindrome de Smith-Lemli-Opitz levantada pelo colega geneticista
Prof. Décio Brunoni (Escola Paulista de Medicina). Essa crianca
evoluiu para o 6bito com 20 dias de vida.

Nos 3 Casos classificados, do ponto de vista
andtomo-patoldgico, como molas verdadeiras (2917, 3375 e 3090),
apenas um, o 2917, fol catalogado como material de tipo V (mola
segundo a classificag¢fo de Fujikura et al., 1966 - vide tabelas 4
e 6) na avalia¢Bo morfoldgica inicial. Também chamou atengfo
nesse grupo o fato de nfo se ter detectado valores elevados de HCG
no sore materno. Quanto a andlise citogenédtica desses casos,
progcurcou-se reavaliid-las com a finalidade de se tentar detectar
homozigose de marcadores cromossdmicos polimdrficos. Tal
possibilidade, contudo, 26 foi confirmada em um caso, o 2917. Nas
metafases de células cultivadas desse aborto observou-se gue os

cromossomos mais informativos quanto aos marcadeores fluorescentes
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polimdérficos eram os dos pares 14 e 21. Uma veZz dgue nesse casoy
foi utilizada a técnica de dupla trisinizac8o para a cultura de
VC, pdde-se verificar, claramente, gque as metdfases oriundas de
células da primeira tripsinizag¢dc ora apresentavam os pares
cromossémicos 14 e 21 idénticos gquanto aos marcadores, ora
apresentavam cromossomos com marcadores distintos, indicando
tratar-se de uma cultura mista. Ja as metifases provenientes de
células da segundﬁ tripsinizagdo, todas elas mostravam que os
cromossomos homoléges dos pares 14 e 21 eram exatamente iguais,
sugerindo, uma homozigose de marcadores.

Nos outros casos de mola a hipbétese de o0s cromossomos
homolégos serem idénticos foi afastada no caso 3375, enguanto que
no 3090 ela ndo pbdde ser conclusiva, uma vez gue n#c havia
marcadores cromogssdmicos informativos.

Em relac¢do as dosagens bioguimicas percebeu-se, em uma
primeira avaliag8o, gue tanto os valores de AFP quanto o3 de HCG
no soro materno, estdo, generalizadamente, baixos. A& avaliagio
estatistica desses resultados é apresentada mais adiante.

Quanto aos valores de AF¥P, fizeram exceglo trés casos {2903,
2914 e 3063), cujos niveis detectados encontravam-se extremamente
elevados se comparados aos demais valores dessa mesma amostra
(apéndice 3). Nesses trés casos observou-se que o 3063
apresentava caridtipo anormal do tipo 46,%X,+21; o 2914 apresentava
ecografia pré-curetagem mostrando uma segunda imagem em frente a
imagem embriondria, sugerindo cordio andmalo; enquantc o 2903 n3o
mostrava nada digno de nota, nem em relagdo ao estudo

cromossomico, nem de acordo com os dados anamnésticos.

iV.2.) DA AMOSTRA CONTROLE

Os dados da amostra controle est#o compilados no apéndice 5.

A raz¥o de sexo na amostra contrele (15 masculinos e 33
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temininos ou 45:100) mostrou um desvico significativo xz = 6,75;
GL=1; P < 0,01) provocado pelo grupo I, uma vez que neste grupe a
razdo de sexo foi de 27:100 (Xz= 6,37, GL = 1; P < 0,01), enquanto
que no grupo II a razdo de sexe foi igual a 61:100 (Xz = 1,69;
GL=1; 0,20 > 7 > 0,10).

No grupo II pdde-se observar também o tipe de recém-nascido
{RN). Assim, a maior parte, 72% ou 20 RN eram de termo e
adequados para a idade gestacional (RNT/AIG). Dois casos eram
pré~termos (RNPT),' trés «casos eram pequenos para a idade
gestacional (RNPIG) e, finalmente, trés casos eram grandes para a
idade gestacional {RNGIG).

Analisou-se o grupo I quanto a indicag¢8o0 do DPN, tendo-se
observade que, em 11 casos a indicaglic foi a idade materna
avangada e nos oito casos restantes, a maior parte (6 casos) teve
como indica¢3oc o fator ansiedade dos pais. Em dois casos de mées
Jovens, ambas, com 30 anos de idade, a indicag¢io foi decorrente de
anomalia cromossémica em filho anterior. Em um dos casos a mie
apresentava uma histéria obstétrica GIIIPIApI, sendo a Primeilra
gestagdoc um menino com c¢aridtipo 46,XY,1(17q) que foi a ébito com
poucas horas de vida; a segunda gestaclo foi abortada eletivamente
pois o feto mostrava cariétipo 47 ,XY,+21, descoberto por
diagndstico pré-natal, e, finalmente, na terceira gestacg3o,
atual-passada, o exame do DPN mostrou caridtipo feminino normal
46,XX. Quando da primeira gestacl3o desse casal, foi realizado
estudo cromossdmico de ambos, que mostrou ser os dois portadores
de cariétipos normais. No segundo caso, a mide, portadera de uma
translocagdo equilibrada 13g;1l6p, estava gerando uma crianga com
caridétipo igual ao seu, 46,XX,t(13;16)(g21;pll) {apindice 4).
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3.) DA ANALISE ESTATISTICA DAS VARIAVEIS QUANTITATIVAS

(Ambas as amostras)

Como 34 fol mencionadc anteriormente, trés casos (2903, 2914
e 3063) apresentavam valores de AFP no soro materno muito
elevados, tendo sido, por isso, eliminados da amostra indice para
efeito da andlise estatistica (apéndice 3).

A amostra indice foi subdividida em quatro gupos:

grupo 1 - abortos com cariétipos anormais - 33 casos:
grupo 2 - abortos com cariétipos normais, porém com AP
(anatomo-patolégicos) anormais, grupo dos

incompativeis - 12 casos;

grupo 3 - abortos com caridétipos normais e AP sem alteracgdes,
grupo compativel - 5 casos:

grupo 4 - abortos c¢om caridtipos 46,XX e AP tipo mola

verdadeira -~ 3 casos.

Apenas l caso ficou fora desses grupos (caso 4171), uma vez
dque era o0 Unico com caridtipo normal mas sem estudo AP,

Para efeito de aplicagfo dos testes estatisticos
considerou~se apenas o8 3 primeiros grupos, uma vez que ¢ quarto
grupo continha apenas 3 casos.

As varidveis quantitativas analisadas de cada grupo foram:
IM, IP, 1G, G, AFP e HCG.

As variiveis iM, ip, IG @ G ndo mostraram
diferencas significativas quando submetidas a analise de
varidncia (tabelas 13, 14, 15, e 16).

Apesar de os resultados acima referidos nZo terem mostrado
diferencas significativas entre os grupos da amostra indice,
quando agrupados segundo o8 coritérios anteriormente definidos,
cbservou-se peguenas, porédm significativas, diferencas ao se
comparar as varidveis IM e IG nos subgrupos da amostra indice,

agora selecionados segunde ¢ tipo de caridtipo. 0Os dados da
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tabela 1% mostram que a IG £ mais alia nos abortos triplédides gue
nos demals subgrupos de abortos com cariétipos anormais (F = 4,90:
P < 0,01). Observou-se também que a IC é significativamente mais
alta entre os tripléides, tantc quando se compara trissémicos

versus tripldides (F = 8,86; P < 0,01), quanto guando a comparag3o

é feita entre esse Ultimo e o subgrupc de tetrapldides (F = 6,15:
P < 0,05)..
Quanto a variavel M, observou-se que ela é

significativémente mais alta entre os ahortos trissémicos do gue
entre os gue apresentam monossomia do cromossomo X (F = 6,64; P <
0,05) {Tabela 19).

Em relagdo as varidvels bioguimicas, essas também mostraram
diferengas significativas quando comparados entre si os valores
encentrados nos grupos da amostra indice e na amostra controle
(tabelas 17 e 18). Entretanto, observou-se que as diferencgas
existem quando se compara a amostra indice com a amostra controle,
tanto para a variavel AFP (H = 46,58; GL = 1l; p < 0,01), guanto
para a varidvel HCG (H = 42,97; GL = 1; p < 0,01). A comparacio
entre os grupos da amostra indice ndc mostrou diferencgas
significativas nem para a variavel AFP (H = 4,65; GL = 2; p =
0,10), nem para a outra varidvel bioguimica - HCG (H = 0,80; GL
2; p=0,867).

Dado gue as varidveis biecquimicas da amostra controle, AFP e

it

HCG, meostraram correlag8c com a IG; sendo positiva com AFP (r =
0,42) e negativa com HCG {r = -0,47), procurou-se ajustar esses
valores a média da idade gestacional da amestra indice, por
intermédio da férmula ya = y + b(x - x); onde: ya é a variavel
ajustada; y €& o valor original da variidvel dependente; b & o
coeficiente de regressioc; x & a média da variavel independente e x
é o valor da variavel independente em gquestfio.

Os valores ajustades das varidveis bioguimicas também
mostraram diferengas significativas quando comparados com os
valores originais da amostra indice (tabelas 17 e 18).

As varidveis da amostra indice também foram submetidas a uma
andligse de regressio miltipla. Quando a variavel dependente foi a

AFP, observou-se uma associag8c com o nimero de abortamentos (r =
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0,37; P = 0,04}. Por outre lado, gquando a varidvel dependente foi
o HCG, notou-se associagdo com a IG (r = 0,38; P = 0,03),

Ainda em relagio as variaveis bioguimicas, pode-se observar
na figura 3 gque nfco houve disting8c entre os niveis de AFP no soro
materno do grupo de abortos com caridtipe normal com o grupoe de
abortos com caristipo anormal. No primeiro grupo 17 (85%)
mostraram niveis de AFP abaizo de 0,53 MoM {(multiples of the
median) Apenas dols valores desse grupo (10%) estavam acima de
2,0 MoM. De maneira semelhante, no segunde grupo, 26 dos valores
(87%) encontravam-se abaizo de 0,5 MoM, e apenas uma dosagem {3%)
foi detectada muito acima de 2,0 MoM.

Quanto as dosagens de HCG no soro materno, obhserva-se também
gque os valores de ambos 08 grupos da amostra de abeortos encontram-
se abaixo de 0,5 MoM; 15 (75%) entre o grupo com cariétipo normal
e 26 {87%) para o grupoc dos anormais (figura 4).

Os valores de AFP e HCGC compilados, Jjuntamente com os

respectivos maltiplos da média encontram-se no apéndice 6.

Tabela 13 - RAnalise da variancia da IM {(idade materna) entre os
diferentes grupos da amostra indice e entre esta e a amostra
controle.

Amostra N X s{x)
A. indice (G1) 35 29,17 6,91
T {G2) 12 29,58 4,38
" (G3) 5 33,00 5,96
A. contreole 48 29,17 7,47
A. TOTAL 100 29,41 6,86
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Tabela 14 - Rnalise da varidncia da IP (idade paterna) entre os
diferentes grupos da amostra indice e amostra controle.

Zmostra N X s(x)
A. indice (Gl) 33 32,06 8,08
" (G2) 12 32,75 5,28
" (G3) 5 32,60 4,28
A. controle i6 35,50 7,44
A. TOTAL 65 32,94 7,25
F = 0,82; GL = 65; P = 0,44
Tabela 15 - Analise de varidncia da IG (idade gestacional) entre

0os diferentes grupecs da amostra indice e amostra econtrole.

Amostra N X s{x)
A. indice {Gl1) 20 11,43 2,11
" (G2) 9 11,22 1,99
" (G3) 4 11, 50 1,73
A. controle 48 12,52 3,23
A. TOTAL 91 11,99 2,77

F=1,33; GL = 81; P = 0,27
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Tabela 16 -~ Andlise de variéncia da variavel ¢ (ntmero de

gestagdes) entre os diferentes grupos da amostra indice e amostra
controle.

Amostra N X s{x)
A. indice {(Gl) 32 2,44 6,84
" (G2) 12 2,50 2,00
" (G3) 5 2,00 1,00
A. controle 43 3,23 2,20
A. TOTAL 92 2,79 1,71

F=1,95; GL = 91; P = 0,13

Tabela 17 - Avaliag8o da varidvel AFP (a-fetoproteina) no soro
maternc por meio da média e do desvio padrdc e comparacio dessa
varidvel entre os diferentes grupos da amostra indice e amostra
controle por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Amostra N X s{x)
A. indice {(Gl)* 29 6,50 3,74
" (G2)* 9 4,17 2,55
" (G3)* 5 8,77 6,23
A. controle* 48 30,14 22,80
Valores ajustados*% 48 26,75 20,64
* H = 48,35; GL. = 3; p < 0,01
¥ H = 41,36; GL = 1; p < 0,01,
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Tabela 18 - Avaliag8c da varidvel HCG (gonadotropina coridnica
humana) no scorc materno por meio da média e do desvio padrioc e
comparag8o dessa variAvel entre os diferentes grupos da amostra
indice e amostra controle por meio do tesie de Kruskal-Wallis.

Amostra N X s(x)
A. indice (Gl)* 29 8129,24 7897,69
" (G2)* 9 18047 ,56 29993,91
" (G3)* 5 11460,20 23568,11
A. controle® 47 47821,28 33314,55
Valores ajustados*# 47 56004,83 27059,66
* H = 43,15; GL = 3; p < 0,01

*% H

it

£4,69; GL

1}

l; p < ¢,01.

Tabela 19 - Analise da varifincia da IM (idade materna) e IGC {idade
gestacional)} entre os subgrupos da amostra indice, relacionados
segundo o tipo de caridtipo (trissomia, triploidia, monossomia X e
tetraploeoidia).

Variavel Subgrupo N X ) s{x)
ftrissomia 9 10,56 1,24
1G atriploidia 9 13,22 2,39
"monossomia ¥ 5 11,80 1,48
*tetraploidia 3 9,87 0,58
Ptrissomia 13 31,85 6,97
IM triploidia 9 26,67 5,15
monossomia X 5 23,40 3,05
tetraploidia 3 28,33 4,72

®F = 4,90; P < 0,01 ®F = 3,02; P < 0,05
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V.) DISCUSSAQ

V.1l.) Selegfo da amostra indice

A seleg@o da amostra indice, no presente trabalho, culmincu
com a eliminag8o de uma grande gquantidade material (55 em 1173,
como apresentado na tabela 5. Dentre os dados apresentados nessa
tabela merece destaque o item referente a contaminac¢8o materna.

A contaminagiio da cultura por «células maternas {(CCM)
constitui um problema raramente abordado nos trabalhos referentes
a estudos cromossdmicos de aboritos, sendo poucos os autores que
fazem alusSo a esse aspecto (Kajii et al., 1973: Hassold et al.,
1983; Cavalcaniti, 1986; Cavalcanti et al., 1988). Por outro lado,
com a wutilizacBio de VC para o diagnéstico pré-patal no 1°
trimestre gestacional, pdde-se observar uma crescente preccupacdo
com respeitoc 4 CCM (Niazi et al., 1981; Blakemore et al., 1985;
Olson et al., 1986; Cooke et al., 1986; Verjaal et al., 1987;
Cheung et al., 1987; Hertz et al., 1587; Williams et al., 1887;
Pinto Jr. et al., 1989).

V.2.)} Técnicas de cultivo celular

Dentre os procedimentos utilizados para o cultivo de células
do material abortado, o desenvolvimento da técnica gque mantinha os

tecidos expostos & tripsina & baira temperatura por um periodo
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‘prolongado, visava apenas a uma adequagio & rotina existente no

laboratério. Durante o desenrolar desse trabalhe, concluiu-se que
ambos os procedimentos, exposigfc 3 tripsina por 30-45 minutos e
por 12-24 horas, s8co semelhantes, no que diz respeito aos
resultados da cultura.

A terceira técnica utilizada, inspirada no trabalho de Niazi
& Loeffler (1981), visa a obtenc¢ic de uma cultura pura de células
fetais quando o tecido wutilizado & a VC. Assim, na 1°
tripsinizag¢3c ocorre o desgarramento das c¢élulas mais externas,
sincicio e citotrofoblasto e ainda das eventuais células maternas
que estejam na superficie da vilosidade. Na 2% tripsinizacio
entdo, a agdo dessa enzima far~se-4 na vilosidade "desnuda", ou
seja, contendo apenas as células mesenquimatosas do centro da
mesma, de sorte ‘que apds essa tripsinizacfc obter-se-i uma
suspensfio de células fetais puras, sem contaminacdo com células
maternas.

Embora Niazi & Loeffler (1981) tenham assinalado gque as
culturas de suspens@es de c¢élulas mesenguimatosas comegavam a
proliferar rapidamente dentro dos dois primeiros dias, formando
uma camada de fibroblastos por volta do 5°- 10° dia, nido foi isse
que se observou no presente trabalho. Na verdade, a suspensdo de
células mesenquimatosas parecia conter muito pouco material com o
tempo de exposigdoc A& tripsina utilizado, wmotivo pelo qual se
observou um crescimento celular muito lento. Pensou~se, entio,
gue as células mesenquimatosas da vilosidade eram mais resistentes
a agdo da tripsina, n3oc havendo uma dispersfic celular muito
satisfatéria para o cultive in wvitro ¢com  as condicgdes
laboratoriais utilizadas. Esse, inclusive, foi um dos motivos que
limitou a utilizag8o dessa técnica no presente trabalho, nSc sendo
pois, possivel concluir sobre a sua eficacia como procedimento =&
ser utilizado na rotina.

Afora as técnicas utilizadas para cultive celular, um pPasso
de fundamental importancia para a obteng8c de resultados
satisfatdrios, quando se utilizou VC como tecido cultivado, foi a
observagdio de gue as culturas deveriam ser submetidas a uma troca

de meio, no maximo, 24 horas apds o seu lancamento. Acredita-se
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que fatores téxicos, provavelmente do préprio metabolismo, ou
decorrentes, talvez, da tripsinizac8o prévia, se concentram no
meic, ameagando a sobrevida das préprias células. Observacio
semelhante feol relatada por Thiede (1960), ao sugerir gque as
camadas mais externas do trofoblastoc exercem um efeito inibitério

in vitro na cultura da VC.

V.3.) ldade gestacional dos abortos

No presente trabalho, mais da metade dos abortos estudados
(68%), eram do 1° trimestre gestacional (tabela $), como esperado.
Sabe-se que cerca de 90% de todos os abortamentos ocorrem durante
o primeirc trimestre (Boué et al., 1985).

Quando se analisa a figura 1 mostrando a distribuicio dos
abortos anormais segunde a I3, observa-se uma maior concentracgdo
deles em fases mais precoces, com um madximo na 10%° semana (9
casos) e queda nitida apés a 12° semana. Em relag8c aos abortos
cromogsomicamente normais (figura 2) nfoc se observa uma tendédncia
para uma maior concentragdo em gualquer faixa etdria. Comparando
esses dados as distribuigSes de abortos em relaclc a IG
apresentadas por Creasy et al. (1976), percebe-se uma semelhanca
entre elas, principalmente em relagloc a curva dos abortos
cromossomicamente anormais. A propésito, na distribuigdoe
apresentada por aqueles autores, o pico mdximo encontrava-se na
11° semana com 80% dos abortos anormais ai concentrados.

Com relac¢do aos dados apresentados na tabela 19, no gque diz
respeito & I¢ média dos abortos tripléides (13,22 semanas),
observa-se uma concordincia com os dados da literatura {(Creasy et
al., 1976; Boué & Boué, 1970; Lauritsen, 1976;), ou seja, a
triploidia, embora 1letal, & compativel com uma sobrevida, em
média, maior que as trissomias de alta letalidade. Por outro

lado, quando se leva em considerag¢3o a origem parental do lote
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hapldide extra, observa-se que a 1IG média nesses abortos tende a
ser maior quande a origem é paterna (por volta de 17 semanas) e
menor (entre 10-13 semanasz) quando a origem & materna (Hassold et
al., 1980).

No presente trabalho a IG dos triplédides variou de 10 a 17
semanas. Os dois abortes com origem parental conhecida (2935 e
3538), em ambos o0s casos com o lote hapléide extra paterno,
mostraram IG de 17 e 13 semanas respectivamente {apéndice 3).

Embora ndo se saiba qual o mecanismo exato pelo qual a origem
parental do lote hapléide afeta o desenvelvimento do concepto,
acredita-se que essa diferen¢a de comportamento esti relacionada
com o mecanismo de impressfo (imprinting) do lote parental (Marx,
1988).

V.4.) Freqlidncias e tipos de aberragdes cromossdmicas

A fregiénecia de aberragdes cromossdmicas encontrada nesse
trabalho - 63%, reflete, antes de mais nada, uma adeguada selegdo
da amostra. Tanto assim que, entre os abortes com cariétipes
normais, n8o se observou um excesso de 46,XX (dado esse, guando
presente, sugestivo de contaminagfio da cultura com células
maternas), ac contrario, a razio de sexo foi igual a unidade.

Freqiiéncias mais baixas de aberragBes cromossémicas foram
relatadas {Procter et al., 1986 - 28%: Hassold et al,, 1978 -
46,7%; Creasy et al., 1976 - 30,5%; Arakaki et al., 1970 - 49,2%
Kajii et al., 1980 - 57%). No entanto, fregiiéncias acima de 60%
foram detectadas por Boué et al. (1975) - 61% e Szulman (1965) -~
64%. Na verdade essas diferengas refletem diferentes metodologias
utilizadas, inclusive na selegSo da amostra, peis muites autores
incluiram, em seus trabalhos, espécimes com mais de 20 semanas
como sendo abortos. '

A distribuicBo dos tipos de aberracio cromossémica estid de
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acordo com o esperado, ou sSeja, os cariétipos mais comuns foram:
as trissomias autossdmicas (41%), as triploidias (23%), e a
monossomia X {(13%) (tabela 10). Entre os aborxrtos anormais, a
metade, aproximadamente, apresenta trissomia autossémica (Boué &
Boué, 1974; Lauritsen, 1976; Hassold et al., 1980; Cavalcanti et
al., 1988). Triploidias e moncssomia X apresentam £fregiiéncias
semelhantes entre os abortos anormais, 15-20% em média, porém, em
geral, observa-se uma maior f£freqgiiéncia de caridtipos 45,% se
comparada as tripleidias (Szulman, 1965; cCarr, 1970: Arakaki &
Wazman, 1970; Lauritsen, 1976; Hassold et al., 1980), constituindo
o tipo mais comum de aberragdco cromossémica se considerada
isoladamente (Lauritsen, 1976; Cavalcanti, 1986). Alguns
trabalhos, dentre os quais se inclue o presente, aoc contririo dos
anteriormente citados, mostram uma fregiidnecia de triploidia
superior a de monossomia do X (Kuliev, 1971; Kajii et al., 1973;
Boué & Boué, 1974).

Dentre as trissomias autossémicas o achado mais comum foi,
como esperado, a trissomia do 16. Além desta, chamam atengdoc no
grupo das trissomias dois casos que, além do cromossomo extra,
apresentavam também um rearranjo estrutural. No primeirc caso
(2555), cujo caridtipo encontrado foi 47 ,XX,+14,t(5q;8¢)mat, o
cromessomo extra ndo tinha, aparentemente, nenhuma relagio com o
rearranjo estrutural herdado da mde. S8e a origem do 14 extra
fosse materna, poder-se-ia pensar que, de alguma forma, a
transloca¢do equilibrada poderia ter predisposto a falta de
disjungdo do 14, porém, nfo existem evidédncias para apoiar essa
hipétese.

Boué & Boué (1974) relataram quatro casos de associagdo de
duas anomalias diferentes, sendo todos eles exemplos de associagio
entre um rearranjo estrutural transmitido pela mde e una trissomia
de um cromossomo nfo envolvido no rearranjo. Meulenbroek &
Geraedts (1982), relataram um caso de trissomia 13 em um aborto,
sendo o pai portador de uma translocag¢B8o robertsoniana £t{(21;22}.

O outro caso (3141-I) envolvendo uma trissomia autossémica
agssociada a um rearranjo estrutural - 47 ,¥X,+16,t(13q;1l6p)mat, no

presente trabalho, sugere, pelo menos, duas possibilidades em
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relagio 4 sua origem, uma vez gue oS cromossomos 16 dos pais nio
foram informativos. Em primeiro lugar, se o cromossomo 16 extra
fosse de origem paterma, dir-se-ia entSo0 gque um espermatozéide
anormal, com uma dissomia do 16, se associou, coincidentemente,
com um oévulo portador de um rearranjo equilibrade herdado da m3e.
Ao contrario, o que alids & muito mais provavel, assumindo-se gue
0 cromossomo 16 extra fosse de origem materna, concluir-se-ia que
o caridétipo desse aborto representava um errec de disjung¢do
(segregagdo 3:1), do tipo trissomia de intercambio {Therman,
1986). Esse tipo de trissomia implica na associac8oc dos dois
cromossomes translocados {(translocagfio equilibrada) com  um
cromossome homélogo extra normal, como observado no presente caso.
A translocacdco dos cromecssomos 13 e 16 observada no presente
trabalho, parece ser o Gnico caso descritoc na literatura até o
momento.

A presencga de <romossomo acrocéntrico no rearranjo
estrutural, como no presente caso, constitui um dos fatores gue
favorecem a segregag#io 3:1 (Therman, 1986). Sabe-se também que a
disjuncdo ou segregag8c andmala 3:1 de uma translocacgdo
equilibrada sempre resulta em trissomias ou monossomias totais ou
parciais e, em 90% dos conbeptos ndo equilibrados, a mBe & a
portadora da transloca¢fo. (Almeida, 1983).

TréS exemplos de segregag8o 3:1 na literatura, em particular,
merecem destaque aqui. No primeiro exemplo, uma mulher portadora
de uma translocacfio do tipo (9g~;21lp+) teve duas filhas anormais,
ambas com caridtipos n#o equilibrados resultantes de segregacio
3:1. Uma delas era portadora de trissomia parcial 9p (trissomia
tercidria) e a outra de trissomia 21 (trissomia de intercambio)
(Habedank & Faust, 1978). Numa ocutra familia, o pai era portador
de uma translocagdo (l3g-~:18g+)} e dos cinco abortes apresentados
pelo casal, trés foram estudados citogeneticamente: o primeiro
apresentava uma trissomia terciaria [47,XY,+13¢~]; o segundo uma
translocagdo n8o equilibrada [46,XX,139-], e o terceiro uma
trissomia de intercémbio [47,XX,t(13gq-;18q+),+18] (Kajii et al.,
1974).

QO terceiro exemplo de segregagio 3:1 a ser ressaltado nessa
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discuss@o & o que envolve a conhecida translocagfo (11q;22g).
Mais de 100 familias jA& Z£oram analisadas a partir de estudos
colaborativos (Fraccaro et al., 1980; Iselius et al., 1983), de
onde se concluiu que essa translocagdo € relativamente fregfiente e
que, virtualmente, todos o0s casos apresentam o3 mesmos pontos de
gquebra (11g23.3 e 22glli.2). Além disso, acreditava-se até
recentemente que o Unico caridtipo n8o balanceado enceontradoc na
prole de portadores mostrava sempre uma trissomia parcial
caracterizada por: 47,XX ou XY,+der(22)t(11,22)(g23.3:;g11.2), a
Qual é decorrente de disjunc#c andmala 3:1, na 1% divisfo
meidtica. Na verdade, o lnico c¢aso gue apresentou caridtipo
diferente do citado foi relatade hd pouco tempo por Lockwood et
al. (1989): 47 ,XY,t(11;22)(g23.3;g1l1.2),+der(22)t{11:22)(g23.3;
gll.2)pat, decorrente de uma falta de disjunciio na 2° divis3o
meidtica ou de falta de disjung8o mitética.

Em relagdo ao caso (3l4l) do presente trabalho, anteriormente
assinalado, é interessante notar também que o terceiro aborto do
casal, 0 segundo estudado nessa amostra, como mostra o apéndice 4,
também apresentava a transloca¢8o equilibrada herdada da mie,
porém, nesse caso, como resultado de uma segregag¢8o alternada
(2:2). Além disso, esse aborto apresentava uma outra translocacgie
equilibrada (de novo), para a gqual ndc se tem uma explicacgdo
convincente. Sabe-se porém que, embora numa baixa fregiidéncia
(0,28%), os rearranjos equilibrados ocorrem também entre osabortos
espontineos (Boué et al., 1985). Finalmente a gquarta gestagdo
desse casal, enfim viavel, também era resultado de uma segregacio
alternada envolvendo os cromossomos translocados da mie (apéndice
4).

Observou-se ainda, mais dois casos de rearranjo nio
equilibradeo no presente trabalho, Noe primeiro, uma peguensa
deficiéncia da por¢do distal do brac¢o longo do cromossomo 14
aparentou ser, velo menos nessa familia, de alta letalidade. A
mie, portadora de uma translocacio equilibrada envolvendo as
porgdes distais dos cromossomos 4 e 14 [46,XX,t(4;14)(pl6;q24),
apresentava uma histéria cbstétrica assim caracterizada:

GIVPIAIII. Com excegdo da segunda gestacdo {abortamento
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terapéutico) e da Gltima (aborto estudade nesse trabalho), as
outras duas referiam~se a conceptos anormais; na primeira um
natimorto polimalformado com caridétipo nfo equilibrade e na
terceira um aborto com ove nfc embrionado.

Os principais exemplos de deficiénecia terminal do brago longo
do cromossomo 14 s8c os c¢asos de r(l4), a maior parte de
ocorréncia de novo. Nesses, o ponto de quebra no brago longo se
situa, geralmente, em ¢g32, e as criangas afetadas, na grande
maioria do sezo feminino, apresentam, além do retardamento mental,
quadro dismérfico discreto, dentro do gqual se destacam certas
alteragles retinianas e convulsdes rebeldes ao tratamento
(Gilgenkrantz et al., 1984; Raoul et al., 1984; Rethoré et al,,
1984).

Embora os pontos de quebra dos casos da literatura, acima
referidos, sejam diferentes dos pontos de quebra do caso (3222) do
presente trabalho, acredita-se que a alta letalidade desse 1ltimo
possa ser decorrente da perda de um gene muito importante, levando
a estado de hemizigase,

0 ultimo caso com rearranjo estrutural nfoc equilibrado:
46 ,XX,-4,+der(4)t(1;4)(q31;g35)mat no presente trabalho, foi
decorrente de uma segregag¢fic tipo adjacente 1, como & alids a
maior parte das translocag@es equilibradas nfo balanceadas entre
os abortos esponténeos (Hassold et al., 1980).

Dentre os caridtipos tripléides chama atenclo, em primeiro
lugar, a preponderdncia do complemente cromossémico sexual tipo
XXX em detrimento do XXY (6:3).

Como apresentado anteriormente na introdugfo, tabela 2,
praticamente todos os trabalhos mostram ser o complemento XYY
muito mais freqilente gque o XXX. Szulman et al. {(1981l) mostraram
que entre os <conceptos tripldides nf%o molares (14% dos
tripléides), havia um ligeiro predominio dos XXX {4 XXX para 3
XXy). No presente trabalho, nfo se observou situagfico semelhante
entre os tripldides com estudo histopatolégice conhecido. Acredi-
ta-se que mais observagfes sS8c necessarias, antes de se concluir
sobre uma possivel associa¢d3o entre tripldides nf3o molares o
predominio de caridtipo com complemento cromossémico sexual XXX.
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Um outre ponto a ser ressaltado entre os tripldides é a
aparente alta incidéncia de caridétipos hipertripléides, 2 casocs em
9 (22%) na presente amostra. A incidéncia de hipertriploidia é de
cerca de 5% entre os tripldides, como 3ji referido anteriormente
(tabela 1).

O caridtipe 73,XXY,+2,+7,+18,+20, observado nesse trabalho,
parece ser o Unico exemplo conhecido de hipertriploidia com 73
cromossomos entre abortos tripléides. Uma vez que se demonstrou a
presenga de dois lotes paternos na origem desse aborto e, que
cariétipos desse tipo sfc formados por diferentes erros (Boué et
al., 1985), sugere-se gque, mais provavelmente dois gametas
duplamente dissémicos estavam envolvidos na formac8o desse
concepto, suponde a dispermia como mecanismo de origem da
triploidia.

Dentre os c¢aridétipos com aneuploidia dupla na presente
amostra, o 46,X,+21 parece, também, ser o tnico exemplo até agora
descrito em abortos, apesar de jia ter sideo detectado em criangas
malformadas (Townes et al., 1975; Schinzel, 1984). Aneuploidia
dupla envolvende uma monossomia do X, como no presente caso,
também foi identificada, em material de aborto, por Meulenbroek &
Geraedts (1982), porém com caridtipo 46,X,+7.

Nos outros dois cariétipos com aneupioidia dupla, na verdade
trissomia dupla, observou-se idade materna avancada em ambos.
Uma forte associag8o entre trissomias duplas e idade materna
avangada jA havia sido referida por Hassold et al. (1984).

Num dos cases (2739) de trissomia dupla da presente amostra,
demonstrou-se que os dois cromossomos extras apresentavam origem
parental distinta, ou seja, enquanto um havia sido herdado da mie
o outro o foi do pai. Situag¢des semelhantes também foram
referidas por Hassold et al. (1984) em dois dentre 9 casos
estudados, sendo gue em um dos casos, na realidade uma trissomia
tripla, 49,XX,+14,+15,+22, os cromossomos 15 e 22 extras, eram de

origem paterna enqguanto que o 14 extra havia sidc doado pela mie,
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V.5.) Aspectos relacionados aos fatores de risco

Considerando os «casos informativos quanto &  histéria
obstétrica, 14% (8 em 55) apresentavam histdéria de abortamento
habitual. Se comparada com a amostra controle, na gual 7% (3 em
43 - apéndice 5) dos casos informativos apresentavam histéria de
abortamentos recorrentes, percebe-se uma diferencga nitida entre
essa duas amostras. No entanto, essa taxa encoentrada na amostra
controle é semelhante a referida por Tharapel (1985), segundo o
gual cerca de 5% de todos os casos encaminhados a um servigo de
Genética Clinica s80 representados pelos casos de abortamento
habitual.

AR aparente alta freqgiiéncia (3 em 5) de rearranjos
equilibrados em casais com histéria de abortamento habitual na
presente amostra, deve-se a um viés parcial da amosira, uma vez
que havia um encaminhamento tendencioso de abortos em cujas mies
jA se sabia existir um rearranjo equilibrado. Segundo os dades da
revisdo feita por Boué et al. (1985) observa-se gue a frequéneia
de rearranjos estruturais em casais com histéria de abortamento
habitual varia de 2,8 a 17,8%.

Em relaglo a IM, observou-se diferencas significativas entre
08 subgrupos abortos trisadmicos e abortos com monossomia X da
amostra indice, havendo uma IM média mais alta entre os primeiros
e mais baixa entre os dltimos (tabela 19), como era esperado
(Kajii & Ohama, 1979; Warburton et al., 1980b; Boué et al., 1985).

V.6. )} Aspectos morfoldgicos {macroscépicos)
dos abortos espontineos

Em relagdo a classificag¢#o de material, chamou atengdo o
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relativamente pequenc nfimero de casos engquadrados no grupo 1II -
saco coridnico intacto vazio (Tabela 6), também conhecido comoc ovo
cege ou anembrionado. A Jjulgar pelos elegantes trabalhos de
Hertig, 5% de todas as gestagles clinicamente reconhecidas,
correspondendo a metade dos ovos patolégicos por ele estudados,
830 representados pelo ovo anembrionado (Hertig & Sheldon, 1943;
Hertig & Rock, 1949). Acredita-se que a maior parte dos espécimes
abortados ¢, de fato, constituida pelo ovo anembrionado, e que a
sua ndo identificagdo como tal deve-se ao fato de gque, muito
frequentemente, o saco coridnico é rompido antes ou durante a
curetagem uterina (53% dos casos da tabela 6 foram classificados
no grupo II - saco coridnico roto). Para exemplificar isso,
recorda-se gque em um dos casos da presente amostra indice (3152) a
autora péde acompanhar a gestante durante o] exame
ultra~-sonografico bem comc durante ¢ esvaziamento uterine {ambos
realizados no mesmo dia). No decorrer da realizagZo da ultra-
sonografia, f£oi observado um ovo cego com &rea trofoblastica
escassa e, por ocasifio da curetagem, observou-se ruptura do saco
coridnico. Por isso mesmo esse caso foi classificado como sendo
do grupo III {apéndice 3}.

Fujikura et al. (1966) também eancontraram wuma incidéncia

baixa de abortos classificados no grupo III - 5,5% ou 18 casos em
327 estudados.
Além de «classificar os abortos, o exame inicial dos

espécimes também permitiu a deteccfioc de outros achados como

artéria umbilical Gnica e presenga de saco vitelino.

V.6.1.) Artéria umbilical uUnica

A AUU, como é& conhecida a auséncia de um dos vasos do cord8o
umbilical, foi descrita pela primeira vez no periodo renascentista
e vem sendo objeto de estudo de alguns pesquisadores desde o
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século passado. Trata-se de uma anomalia vascular detectada tanto
em recém-nascidos vivos, com uma incidéncia de 0,72% (Bryan &
Kohler, 1874), quanto em abortos espontineos, com uma freqiiéncia
de 1,5% (Byrne & Blanc, 1985). E bem conhecida a sua associacdo
com malformagdes major, muitas das quais letais (Philippe, 1986).
-Bryan & Kholer (1974) encontraram uma incidéncia de 17,5% de
malformagdes associadas. Outros autores observaram também a
presenga de lesSes arteriosclerdticas nas artérias iliacas de
criangas com idades de 18 meses e 4 anos, constituindo as lesdes
arteriosclerédticas mais precoces do sistema arterial humano (Meyer
& Lind, 1874). Dentre os fetos que sfo abortades espontaneamente
e que apresentam AUU, encontram-se, também, abherracgdes
cromossfémicas na maioria deles, sendo as trissomias autossdmicas,
especialmente a do cromossome 18, o achado mais freqilente,
inclusive entre os recém-nascidos vivos (Byrne & Blanc, 1985).

Neste trabalho detectou-se AUU em seis casos, dos . gquais
quatro apresentavam caridétipos anfmalos (tabela 7). Considerando
esses dados tem-se que a taxa de AUU nessa amostra & de 9,7%, isto
€, seis vezes maior que a taxa de 1,5% encontrada por Byrane &
Blanc (1985). Contudo, essas amostras diferem muito gquantoe a I¢
média: 12,8 semanas no presente trabalho e 23,2 semanas nos c¢asos
apresentados na tabela 1 do trabalho Byrne & Blanc (1985). Esses
dados permitem sugerir que a AUU é& uma malforma¢8o que, apesar de
ser observada em fetos vidveis, ela é encontrada, mais
frequentemente, em fetos precocemente inviaveis.

Observando os caribtipos apresentados na tabela 7, chama
ateng8o o fato de gque, entre os 4 anormais, 3 estavam
representados pela monossomia do cromossome X, mostrando uma
associagdo ndo usual de acorde com os dados da literatura.

Na série de fetos estudados por Byrne e Blanc {(1985), dos &
que apresentavam AUU e cariétipo anormal, apenas um era portador
do caridtipo 45,X, os demais estavam distribuidos da seguinte
maneira: 1 triploidia, 3 trissomias do 18 e wuma do 7. A
associaglo AUU com caridtipo 45,X foi relatada também por Richart
& Benirschke (1958) numa menina gque morreu no 19° dia de vida e
apresentava c¢romatina X negativa. Singh & Carr (1966), numa série
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de 13 abortos com caridétipos 45,X estudados, descreveram um. caso
com a mesma associaglo detectada num feto de 75 mm de comprimento
erinio-caudal e, aéroximadamente, 21l semanas. Finalmente, tem-se
noticia de que essa associagdo também foi detectada por Bryan &
Kohler (1974) numa menina de 5 anos de idade que apresentava
monossomia do cromossomo X em estado de mosaico,

Bpesar de ndo ter sido realizado um exame histoldgico
especifico do corddc umbilical nos abortos que apresentavam essa
estrutura, as observa¢gfes feitas no presente trabalho permitem
as seguintes suposicgtes:

1) a alta incidéncia de AUU em conceptos 45,X (3 em 5),
ndo representa o gue ocorre usualmente, sendo consegiiéncia de uma
concentragdo casual nessa amostra;

2) essa incidéncia corresponde ao gque ocorre usualmente,
ndo tendo sido observada em ocutros trabalhos em conseqiiénecia da IcG
mais avan¢ada dos abortos se comparada com a IG na presente
amostra,

Ainda em relagloc & tabela 7, dois casos gue estdo incluidos
na mesma apresentavam falta de digitagfo de pés e mios, guando
suas IG eram de 14 semanas. Como j4 foi mencionado anteriormente,
acredita-se que essa falta de digitagfo traduza antes uma
prolongada retengdo in utero, do que uma malforma¢fSo. Em média os
abortos permanecem retidos in uterc durante 7 semanas apds a
parada de desenvolvimento do mesmo (Boué & Boué, 1970).

V.6.2.) Saco vitelino

Quando a observagio ¢é feita pelo lado fetal da membrana
amniética, o saco vitelino (SV) ¢é viste como uma estrutura
esbranquigada de formato arredondado, localizada sob 0
amnio (Moore, 1983). Segundo descrig¢des baseadas em exames

ultra-sonogrdficos, o SV mantém-se préximo ao pdlo embrionirio em
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fases precoces da gestag¢lo e, posteriormeante, por volta da 11°
semana, ele & comprimide pelo crescimento do saco amnidticoe ou
torna-se reduzido por hipotrofia prépria (Ferrazzi et al., 1988).

Observou-se 5V em 5 casos do presente trabalho, sendo todos,
com exceg¢do de um, portadores de anomalias cromossdmicas (tabela
8). 0 idnico caso com cariétipo normal apresentava, ao estudo
histopatolégico, alteragBes sugestivas de anomalia cromossdémica
(apéndice 3). Perrazzi et al. {(1985), num trabalho prospectivo,
examinaram, por ultra-sonografia, 845 mulheres que seriam
submetidas a diagnéstico pré-natal do 1° trimestre, e observaram
gque a melhor visualizagBo do SV era na 7® semana. Dos 130 casos
de abortamentos, os autores puderam observar 8V em 82,1% dos fetos
que ainda apresentavam atividade cardiaca, contra 54,5% que nio
apresentavam batimentos cardiacos. Além disso, entre os oito
casos em que a Unica estrutura dentro do saco gestacional era o
8V, o cariétipo fol anormal.

Esses dados podem sugerir, no minimo, uma relagio entre
aberragdo cromossoémica do concepto e visualizagSo do SV, dado esse
atil tanto para sonografistas gquanto para patciogistas e

geneticistas.

V.7.) Cariétipo x exame histopatoldgice

Os resultados da avaliag8o entre as correlagdes caridtipo
versus anatomia patoldgica mostraram que o estudo histopatoldgico
tem valor limitado, n3o sendo possivel wutiliza-lo como exame
diagnféstico preditivo na auséncia do caridtipo. Enguanto o valor
preditivo positive do achade Thistopatocldgico sugestive de
anomalias cromossdémicas"” foi 71%, o valor preditivo negative foi
86%. Além disso, embora a sensibilidade tenha sido alta, 97%, a
especificidade do exame histopatoldégico mostrou-se muito baixa,

33%, indicando que o exame histopatolégico tem valor limitado para
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identificar o3 abortos carotipicamente normais. Em outras
palavras, o exame histopatolégico mostrou ser mais eficaz para
predizer aberrac8o cromossémica do que para inferir a normalidade
de um cariétipo de um aborto.

Resultados semelhantes foram obtidos por Novak et al. (1988);
Minguillon et al. (1989) e Rehder et al. (1989%)., Minguillon et
al. (1989), visando o diagnéstice etioldgico, utilizaram
metodologia de avaliagd@oc dos abortos semelhante a do presente
trabalho, eles <classificaram os abortos, do ponto de vista
histopatolégico, em cromossomicamente normais e anormais. Esse
mesmos autores encontraram que o valor preditivo do estudo
histopatolégico foi 55%, indicando gue a precisfc para diferenciar
0s abortos cromossomicamente anormais dos normais, baseado no
exame histolégico, foi muito baixa (Minguillon et al., 1989). ©Na
verdade, o que esses autores chamaram de valor preditivo
corresponde & razdo entre os casos concordantes sobre o total de
casos estudados. Um cédlculo semelhante no presente trabalho
mostra um valor de concordantes igual a 73% (35 por 48).

De todo modo, observou-se uma maior precisfic do estudo
histopatolégico em relagfio aos abortos tripléides (Novak et al.,
1988; Minguillon et al., 1989) e aos tetrapléides e trissémicos
para os c¢cromossomos 9, 12 e 16 (Minguillon et al., 1989).

No presente trabalho, 57% (4 em 7) dos abortos triplédides
foram diagnosticados corretamente pelo exame histopatolégico: ja
entre os trissdmicos, em apenas 40% (6 em 15) deles, foi aventada
a hipétese diagnéstica de trissomia pelo estudo histopatoldgicao.

Dentre os trés casos diagnosticados histologicamente como
mola verdadeira, dois chamaram aten¢3c (3375 e 3090), uma vez que
se observou nos mesmos uma membranz semelhante & amnidtica.

£ geralmente aceito que, por definigfio, a mola verdadeira ou
completa é uma gestacio anormal, na gual transformagites
hidatiformes afetam toda a placenta na auséncia de embriZoc e do
seu invélucro, o amnio (Vassilakos et al., 1977; Szulman & Surti,
1982; Ohama et al., 1986; Philippe, 1986).

Baseado nisso, o diagnéstico de mola seria invalidado, por

definiglio, nesses dois casos. No caso 3375, é& possivel que a
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presenga de amnio tenha sido confundida pela autora, uma vez gque
essa membrana ndo £foi identificada no exame histopatolégico.
Diferentemente, no caso 3090, a membrana amniética com conjuntivo
hipercelular, inclusive, foi identificada no exame histolégico,
e posteriormente reconsiderada como n#o sendo 4dmnio pela
patologista (Ramos, 1990, comunicag¢fo pessoal). Interessante notar
que dos laudos dos trés casos de mola, esse (3090) foi o dnico
duvidoso, havendo para ele um segundo diagnédstico, de mola
parcial. Assim, é mais provavel gque esse tratava-se, de fato, de
um caso de mola parcial.

Complementando a discussfo acima, é valido ressaltar também
que outros autores consideram que, embora em rarissimas vezes, as
gestagdes molares (MH) podem se acompanhar de anexos e tecido
embrionirio amorfo (Strauss et al., 1967).

A homozigose de marcadores polimérficos foi confirmada apenas
no caso 2917, indicando, fortemente, a origem androgenética da
mola, como acontece na maioria das molas verdadeiras (Kajii &
Chama, 1977). Por outro lado, molas cléssicas podem ndo
apresentar polimorfismos cromossdmicos idénticos, por exemplo,
quando sua origem se di por dispermia (Surti et al., 1979; Jacobs
et al., 1982).

Apesar das diferengas referidas entre mola completa e
parcial, parece que esses conceitos podem ser modificados. Hemming
et al. (1987), utilizando citometria de fluxc demonstraram due uma
parte das molas descritas como completas apresentavam radrio
tripléide e outras, histologicamente compativeis com o diagndstico
de mola parcial, mostraram padrdo dipléide. Mais recentemente,
Rehder et al. (1989) e Fox (1989) sugeriram gque as molas, parcial
e completa, poderiam representar gradacgdes de uma Gnica doenga, ao
invés de entidades distintas. Baseado nesses dados, guestiona-se
o termc "sindrome da triploidia" sugerido por Philippe et al.
(1980) para se referir & associacfio mola parcial com caridtipo
tripléide.

Outro dado gue também chamou aten¢fo foi o fato de nfio se ter
observado niveis elevados de HCG, como normalmente se espera

encontrar (Philippe, 1986), porém, sabe-se que gestagles molares
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podem cursar com niveis normais de HCG (Campbell et al., 1970).

Em 12 abortos cariotipicamente normais Q exame
histopatolégico sugeria cariétipo anormal, ou seja, 67% dos
abortos normais.

Algumas observagdes merecem destague nesse grupo. Primeiro,
trés casos (3 em 12 ou 25%) apresentavam histéria de abortamento
habitual, aproximadamente o dobro da proporg¢do encontrada para a
amostra geral que foi 14%,

Varios estudes mostraram que abortos recorrentes tendem a
apresentar caridtipos normais (Hassold, 1980; Morton et al., 1987;
Warburton et al,, 1987), porém nfio ha referéncia gquanto a relacdo
desses abortos com o aspecto morfolégico dos mesmos.

Supondo gue uma parte dos abortos cariotipadeos normais possam
ser decorrentes de genes letais, poder-se-ia pensar gue esses
casos recorrentes com histopatolégico anormal teriam como causa do
abortamento genes letais recessivos autossdmicos ou ligados ao X
(abortamentos de causa génica) e portanto, com risco de
recorréncia de 25%. Em termos de aconselhamento genético, esses
riscos ndc sofreriam grandes modificagdes, uma vez que se costuma
utilizar um risco de recorréneia de abortamento para casais
inférteis, em torno de 25% (Warburton & Fraser, 1964).

0 caso 3074 também poderia ser incluido nesse grupo de
abortamentos de causa génica, uma vez que na histdéria desse caso
ha um dado sugestivo de heranga recessiva autossdmica. 0s pais
haviam tido um filho polimalformado, com suspeita diagndstica de
Sindrome de Smith-Lemli-Opitz, que evoluiu para o débito com 20
dias de vida. Essa sindrome, como se sabe, & de etiologia
autossdémica recessiva, podendo ser letal levando i morte fetal ou
ac nascimento de natimortos (Winter et al,, 1988).

Considerando-se que esses 4 abortos (os 3 com histéria de
abortamento habitual e o caso 3074), sejam de etiologia
autossdmica recessiva, ent3c 67% dos abortos desse grupo
permaneceriam com etiologia desconhecida, reforgando a grande
heterogeneidade desse grupo {(Cariétipos normais e AP sugestiveo de
anomalia cromossémica).

Assim, para esses 67% (casos sem etiologia definida), poder-
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se-ia pensar em hipéteses etioldgicas tais como: criptomosaicismo,
mosaicismo placentarioc e dissomia ou isodissomia uniparental.

0 criptomosaicismo & uma condic¢Zo que, embora sugerida, é de
dificil comprova¢do, pois para afasti-la com seguran¢a haveria
necessidade de, além de analisar um namerc de células muito
grande, essa andlise ser realizada em, praticamente, todos os
tecidos presentes.

C mosaicismo restrito & placenta, condigdSo relativamente
freqliente segundo Kalousek & Dill (1983) e Kalousek et al. (1989),
poderia passar despercebido nos casos em que o tecido estudado ndo
foi de origem placentaria,

A dissomia uniparental com caridtipo normal, compreende um
nove mecanismo {(do pontoe de vista de conhecimento) para a
ccorréncia de doencas genéticas no homem. Esse termo, proposto
por Engel (1980) corresponde A presenca de dois cromossomos
homélogos oriundos de um finico pai, num dado individuo, ou seja,
significa dizer que um gameta nulissémice para um dado par
cromossdmico fertilizou um outro gameta dissémico para o mesmo par
cromossdmico. Se os dois cromossomos forem idaénticos, por falta
de disjung¢fio na meiose II, chama-se de isodissomia (Engel, 1980).

O primeiro exemplo de dissomia uniparental em humanos foi
relatado por Spence et al. (1988) numa menina, 46,XX, gque
apresentava fibrose «cistica e baixa estatura. Os autores
demonstraram a origem uniparental, no caso materna, do cromossomo
7 por meio da utilizac@io de técnicas de biologia molecular. Mais
recentemente Voss et al. (1989) relataram um outro caso, clinica e
citogeneticamente semelhante, para o qual os autores concluiram
tratar-se de uma isodissomia materna do cromossomo 7.

Além dos exemplos citadeos acima, a homozigose devido a
isodissomia cromossdmica também foi descrita em doengas malignas
(Cavenee et al., 1983; Abe et al., 1989).

Mais recentemente, Judith Hall (1890), numa elegante
comunicagdo (letters to the editor), sugere a dissomia uniparental
unilateral como  possivel explicagdo para a sindrome de
Russell-Silver. Baseada no fato gqgue a dissomia uniparental pode

estar associada a retardamento de crescimento em camundongos &,
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sabendo da homologia existente entre segmentos cromossémicos
humanos e de camundongos, Hall (1990) sugere gue os segmentos
cromossdmicos 2p, 59, 6p e q, 7p e 4, 949, llp e g, 16p e g, 1l9q,
20q, 219 e 22q, quando oriundes de wum fGnico pai (dissomia
uniparental) poderiam mostrar diferengas fenotipicas.

Com base nesses exemplos e, somando-se a isso, a alta taxa de
anormalidades em estigios precoces do desenvolvimento, a maioria
das guais decorrentes de erros de disjunciic durante a
gametogénese, acredita-se que uma certa fragfo dos abortos com
caridtipos normais seriam decorrentes de genes recessivos de
origem parental Gnica. Sugere-se, assim, que os abortos com esse
tipo de etiologia devem estar concentrados, por razfes dbvias,
entre aqueles gue apresentam fendtipe morfolégico anormal, na
presenga de caridtipo normal. Sugere-se ainda que, uma maneira de
testar essa hipétese seria analisar, comparativamente, o aborto
46,XX c¢om AP alterado e seus pais, por meio de técnicas de
polimorfismes de DNA. Dado gque os cromosscmos X e 16 sfo os mais
frequentemente envolvidos em fenémenos de falta de disjungio,
acredita-se que polimorfismos desses cromossomos deveriam ser os
mais pesquisados.

Finalizando esse item, acredita-se que, do pontc de vista do
aconselhamento genético, pode-se considerar, de uma maneira geral,
os abortos cariotipicamente normais come os de pior prognédstico
para o casal e agueles com caridtipos anormais, que n#o rearranjos
estruturais herdados, com melhor prognéstico.

V.8.) Dados ultra-sonograficos coletados

No apéndice 7 encontra-se uma listagem de dados
ultra-sonogrificos referentes a alguns dos abortos estudados,
porém, come os mesmos n#o foram avaliados por um examinador fGnico
obedecendo critérios pré-estabelecidos, tais dados ndc foram
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considerados na andlise dos resultados do presente trabalho.

V. 9.) Dados da amostra controle

Em relacgfic a amostra contrele, acredita-se que ¢ seguimento
até o nascimento do grupo de pacientes nfc submetidas a
diagndéstico pré-natal, foi fundamental para se certificar da
"normalidade" das gestagdes. Acredita-se que o desvio da razio de
sexo entre os conceptos, dessa amostra, nfoc reflete a verdade,
traduzindo apenas um achado casual numa amostra pequena.

Uma andlise anterior numa amostra de 129 casos de diagnéstico
pré-natal a partir de VC (do mesmo laboratdérioc), n#o mostrou
desvio significativo da raz8c de sexo entre 120 cariétipos (51
46 ,XY : 69 46,XX) (Pinto Jr. et al., 1989).

v.10.) Dosagens bioquimicas

Os resultados das dosagens de AFP e de HCG nos soros maternos
indicaram, claramente, que esses parimetros ndo podem ser
utilizados como exames preditivos do diagnéstico cariotipico do
aborto, uma vez que: 1) como apresentado nas figuras 3 e 4, houve
um rebaixamento generalizado dos valores de ambas as dosagens
quando comparados com a amostra controle (86% dos valores de AFP e
82% dos valores de HCG se encontram abaizo de 0,5 MoM) e 2) nio
houve diferencas significativas entre os subgrupes da amostra de
abortos (figuras 3 e¢ 4, e tabelas 17 e 18).

Rs correlagdes gque se pensou pudessem existir entre

cariétipo dos abortos (levande em consideragdc os estudos
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citogenético e histolégico) e os niveis séricos maternos de AFP e
HCG, revelaram-se, na verdade, inexistentes, segundo os dados do
presente trabalho.

E provavel gque esses resultados possam ser explicados pela
metodologia utilizada, ou seja, coleta de sangue materno pouco
antes do completo abortamento. Uma vez gque 03 abortos podem
permanecer retidos in utero por um periodo de tempo variavel, &
possivel que uma faléncia placentaria associada a uma degeneracio
de tecidos embrionadrios ou mesmo a sua perda mais precoce, tenha
provocado a gueda generalizada da AFP e do HCG nos sSoros
maternos da presente amostra.

As associagdes entre aberragSes cromossémicas e niveis
séricos materncs baixos de AFP em gestagdes do 2° trimestre tém
sido demonstradas em varios trabalhos (Merkatz et al., 1984: Davis
et al., 1985; Tabor et al., 1987; Lindesbam et al., 1987; Drugan
et al., 1989 ). No entanto, a eficiéncia da dosagem de AFP nessas
gestagBes, como teste de rastreamento de aberragfo cromossémica
(em particular de Sindrome de Down), tem se mostrado baixa de
acordo com Doran et al. (1986) e Bogart et al. (1987). 0s
primeiros, revisando vadrios trabalhos sobre dosagem de AFP em
gestagbes de alto risco do 2° trimestre, demonstraram gue apenas
20% das aberrac¢fes foram detectadas. Taxa semelhante - 24% - foi
encontrada por Bogart et al. (1987) ao estudar uma amostra de 25
gestagdes entre 18-25 semanas.

As dosagens de HCG no soroc materno té&m se mostrado muito mais
eficientes para detectar aberrac¢des cromossdmicas em gestagdes de
segundo trimestre (Bogart et al., 1987; Bogart et al., 1989;
Muller & Boué, 199%0). Arab et al. (1988), por outro lado,
sugeriram que a propor¢do de HCG/AFP no soro materno poderia
melhorar a detecgdic de trissomia 21, uma vez que os niveis de HCG
se encontram elevados, ao passo que os de AFP estavam diminuidos
em md3es portadoras de fetos trissémicos.

Considera-se que, pelo menos, a maior parte da AFP detectada
no soro materno €& proveniente do figado fetal, passando &
circulagdo materna através de transferéncia transplacentaria,
enquanto que wuma menor quantidade, cerca de 15%, ganha a
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circulagdo materna através do @mnio (Wald & Cuckle, 1984).

Uma vez que a AFP, associada a aberragfo cromossémica,
encontra-se reduzida em ambos, soro materno e liquide amnidtieco
(Merkatz et al., 1984; Cuckle et al., 1984; Jones et al., 1986;
Jones et al., 1988) e ainda, em soroc de cordfic umbilical de fetos
trissdémicos, presume-se que a sintese/secrecgdc de AFP pelo figado
fetal estd prejudicada na vigéncia de aberragic cromossdmica
{Cuckle et al., 1986).

Quanto aoc HCG, acredita-se que, como produto do metabolismo
de c¢élulas trofoblasticas, a sua elevacdoc no sorec maternc de
gestagles cromossomicamente anormais, seria decorrente de uma
imaturidade do concepto e portanto, os niveis elevados refletiriam
a concentragdo sérica de um periode mais anterior da gestagdo
(Wald et al., 1988b). Em relaglo a trissomia 21, especificamente,
Muller & Boué (19%90), consideram que o atraso de maturagio das V¢,
com persisténcia de formas embriondrias em placentas de conceptos
vidveis (Oberweis et al., 1983), poderia explicar a produgido e,
conseqilentemente, os altos niveis de HCG detectados nos soreos
maternos de gestag¢des portadoras de fetos trissémicos.

A associacdo entre aberragio cromossémica e niveis séricos
maternos baixos de AFP também foi detectada em gestacSes do 1°
trimestre (Brambati et al., 1986; Barkai et al., 1987). No
entanto, segundo Seller (1990), antes da 20" semana os niveis de
AFP de gestagles com fetos com sindrome de Down sfio iguais aos
niveis de gestagBes normais e apenas apés a 20 semana & que o
declinio da AFP passa a ser maior na vigéncia de sindrome de Down
devido a uma excregdoc retardada de AFP pelo rim fetal.

Os niveis séricos maternos de HCG, por outro lado, embora
mostrem uma associagdio com aberragfio cromossdmica, quando dosados
durante o 2° trimestre gestacional (Bogart et al., 1987) ndoc sfo
Gteis para detectar trissomia 21 guando a dosagem de HCG é feita
no 1°trimestre, uma vez que os niveis ndo s3o diferentes dagueles
encontrados nos soros maternos de gestagSes normais (Cuckle et
al., 1988; Bogart et al., 1989 ).

Bogart et al. (1989) acreditam gue, uma vez que os niveis
séricos maternos de HCG de gestagdes com fetos aneupldides sdo
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aparentemente normais entre a 9-11*% semanas, mas estdo
frequentemente elevados em gestacles mais avangadas (2°
trimestre), parece provivel que o5 niveis elevados sejam
decorrentes de uma falta de declinio adequado do HCG, que
normalmente acontece entre 13-17 semanas.

Entre as gestagles do 1% trimestre Bogart et al. (1989)
encontraram apenas um caso com nivel sérico materno de HCG elevado
(> 2,5 MoM); e com caribétipo fetal tripléide. Ao contrario,
dentre os casos do 2° trimestre, os casos com caridtipo tripléide
apresentavam niveis muito baixos de HCG (< 0,25 MoM).

Em seis casos de triploidia descritos por Pircon et al.
(1989) cinco apresentavam HCG e AFP elevados. C Gnico casc que
ndo apresentava essas dosagens em niveis elevados, também nfo
apresentava transforma¢Ses hidrépicas da placenta (Pircon et al.,
1989).

Além de Pircon et al. (1989), triploidia associada a niveis
séricos materncs de AFP elevados foi relatada por outros autores
(Berkeley et al., 1983; O'Brien et al., 1988).

No presente trabalho nfo se observou elevagio de AFP nem
tampouco de HCG associada a triploidia, mesmo quando se levou em
consideragdo os trés casos com histopatolégico sugestivo de mola
parcial (apéndice 3).

A causa da elevagdc dos niveis séricos maternos de AFP
associada a triploidia ndo é conhecida, porém algumas
possibilidades explicam ou sugerem essa relagio. Malformagdes do
feto como defeito de fechamento de tubo neural, que alias &
comumente associado a fetos tripléides, levam a um aumento da AFP.
Sugere-se também gque alteragdes placentarias, como por exemplo, as
degenerag¢gdes hidatiformes ' da mala parcial alterariam a
permeabilidade da placenta e consequentemente acarretariam uma
elevagio da AFP (Pircon et al., 1989). Esses autores encontraram
alteragdes molares nos cince casos gque apresentavam aumento de AFP
nos soros maternos. Perkes et al. (1982) observaram alteracgdes
placentadrias, caracterizadas por "espagos cisticos" ao egxame
ultra-sonograficeo, em gestacdes que apresentavam elevacio de AFP
Sem causa aparente. E possivel que Aaquelas alteragdes cisticas
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correspondessem a degeneraglo molar, comum nas molas parciais.

Trabalhos mais antigos Jj4 mostravam uma associac¢io entre
niveis séricos maternos de HCG reduzidos e abortamento espontaneo
(Brody & Carlstron, 1965; Boué et al., 1968; Edmonds et al.,
1982). Esses 1iltimos, no entanto, demonstraram gue entre um grupo
de pacientes apresentandc abortamento espontaneo, havia dois
padrdes de HCGC nos soros maternos, um com niveis normais, enguanto
que o outro indicava uma produgSo baixa. Uma alteracdo na época
adequada da implanta¢dio do ovo, como causa do abortamento, foi
inferida pelos autores (Edmonds et al., 1982).

Em relagdo a AFP, embora a mesma tenha a sua maior producso
no figado fetal (Muller, 1989), ha evidéncias de produgio
extra-fetal (Leek et al., 1974). No entanto, em gestacdes
anembrionadas, como no c¢asc do ovo cego, Bennett et al. (1978)
encontraram niveis séricos maternos baixos de AFP.

No presente trabalho, trés casos, ao contrario dos demais,
apresentaram niveis de AFP muito elevados. Um deles, caso 3063,
associado a cariétipo anormal 46,¥,+21, sugere uma possivel
malformag8o fetal, como por exemplo, um higroma cistico, uma vez
que essa malformagdc costuma estar presente em fetos com
caridétipos 45,X e também com niveis elevados de AFP (Singh & Carr,
1866; Tabor et al., 198l; cChervenak et al., 1983; Elejalde et
al., 1985).

Golden et al. (1989) referiram niveis normais de AFP
associado a higroma cistico, porém os mesmos autores consideram
que, se roto o higroma, os niveis de AFP costumam se apresentar
muito elevados.

Em relagdo ao segundo caso (2914), este com cariétipo normal
e niveis elevados de AFP, acredita-se gue esse aumento, também,
possa ter sido decorrente de alguma malformac3o fetal uma vez que
0 exame ultra-soncgridfico mostrou uma possivel anomalia de cordio.
Acredita-se que essa alteragfo poderia ser, por exemplo, uma
onfalocele ou mesmo um hematoma de cordio, ambos  s#o,
reconhecidamente, associados a niveis muito elevados de AFP
(Nergaard-Pedersen et al., 1985; Resta et al., 1988).

Finalmente, para o Gltimo c¢asoc com AFP elevada (caso 2903),
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também com caridtipo normal, nfo se encontrou nenhuma causa
aparente gque explicasse agquela elevagl8o da AFP. O exXame
andtomo-patologico nfo foi realizado nesse caso.

Acredita-se que os niveis diminuidos de HCG em ambos os
subgrupos de abortos (com cariétipos normais e com cariétipos
anormais) do presente trabalho, possam ser secunddrios a uma
faléncia placentdria provocada, possivelmente, por um periodeo de
retengdo, variavel, do concepto como referido anteriormente. De
uma certa forma, os dados apresentados por Bogart et al. (1989)
recentemente, também direcionam para esse tipo de discuss3o, uma
vez que eles ndo encontraram diferengas entre gestagSes com fetos
normais e aquelas com fetos portaderes de trissomia do 21. Se
todos os abortos estudados no presente trabalho fossem do 1°
trimestre, esperar-se-ia encontrar, pelo menos teoricamente, algo
semelhante ao que foi detectado, ou seja, auséncia de diferengas
entre os niveis de HCG entre gestagdes com conceptos anormais e
normais. Por outro lado, cerca de 30% dos abortos eram do 2°
trimestre. Além disso, a explicacg@io para as diferengas existentes
entre os niveis de HCG no 2° trimestre, seria a de gque os niveis
elevados detectados no 1° trimestre demoram a cair entre as
gestagdes de conceptos trissdmicos (Bogart et al. 1989). Se
realmente é assim, esperar-se-ia encontrar diferengas semelhantes
entre os abortos segundo o tipo de caridtipo dos mesmos.

Os conceptos molares, no entanto, dado que apresentavam uma
hiperplasia trofoblastica em maior ou menor grau, deveriam ter
mantide seus niveis de HCG (elevados) por mais tempo, comc, de
fato, costuma ocorrer (Pircon et al., 1989). Na presente amostra,
nem os casos de mola parcial nem os de mola verdadeira
apresentaram elevagdo de HCG no soro materno, indicando, como
assinalado por Campbell et al. (1970), que niveis normais ou mesmo
baixos de HGG, na verdade, ndo afastam o diagnéstico de mola.

Em relag8c a AFP pode-se desenvolver raciocinioc semelhante ao
referido para o HCG. Assim, se realmente existe uma redugdo dos
niveis de AFP associado a gestagdes de fetos aneupldides, em
particular as trissomias autossémicas, guando comparadas Aas
gestagBes normais (Brambati et al. (1986), esperar-se-ia encontrar
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a mesma relag¢Soc na presente amostra, Em outras palvras, o
declinio dos niveis de AFP causado pelo abortamento deveria
preservar a mesma relacdo: gesta¢les com conceptos com caridétipos
normais apresentariam niveis de AFP mais elevados (normais) do que
as gestagdes c¢om conceptos aneupléides. Se verdadeira essa
suposiglo poder-se-ia sugerir que o abortamento provoca uma queda
mais acentuada nos niveis de AFPP em gestagfSes normais.

A despeito de todas essas consideracBes sobre AFP no soro
materno e aberragdo c¢romossémica no feto, ainda existem algumas
poucas, porém interessantes, divergénecias na literatura, nfo
havendo um consenso em relacio a determinados fatos {Garver,1989).
Além da discordincia sobre a associag8oc ou falta de associagfo
entre niveis baixos de AFP e outras aberragdes cromossémicas que
ndo a sindrome de Down (Davis et al., 1985; Zeitune et al., 1989:
Beller, 1990), outros fatores como idade materna (Hook, 1988) e
sexo fetal (Petrikovsky, 1989), foram referidos alterando a
correlagdo existente entre os niveis de AFP no soro materno e
aberrac3o cromossdmica no feto.
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VI.) CONCLUSOES

A analise dos resultados do presente trabalho permitiram as

seguintes conclusfes:

1.) Deixando de lado os casos de mola veradeira (MH) observou-se
que existe, de fato, uma associag¢8o entre o caridtipo e os achados

histopatoldgicos, porém ela ndo é suficiente para inferir o
diagnéstico cariotipico de um aborto;

2.) Com a metodologia utilizada n3o se detectou associagles entre
0s niveis de AFP e HCG no soroc materno e o tipo de cariétipo dos
abortos, Ao contrario, o8 niveis séricos maternos dessas
substineias sofreram um gqueda drastica, indicande que o
abortamento e, consequentemente, a retengdc in uterc do aborto
provoca um rebaixamento de ambos, AFP e HCG nos niveis séricos

maternos;

3.) Excetuando-se os casos de MH, ¢ estudo cromossdmico parece
ser imprescindivel para o diagnéstico etioclégico de wum aborto

espontinec.
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VII.)} RESUMO

0 objetivo do presente trabalho foi o de realizar uma
avaliag8o critica e comparativa em relag¢fo as seguintes varidveis:
cariétipo de abortos espontdneos (AE), histopatoclogia dos AE e
niveis de a-fetoproteina (AFP) e gonadotropina coridnica humana
(HCG) no soro materno, a fim de responder & pergunta: "0 estudo
histopatolégico de um AE asgsociado a dosagens de AFP e HCG no soro
materno podem predizer o diagndstico cariotipico do mesmo?".
| Para atingir esse objetivo foram estudados, do ponto de vista
cromossdmico, 62 AE do primeiro e do segundo trimestre, dos quais
em 56 foram realizados estudo histopatolégico e, em 50 casos as
dosagens de AFP e HCG no soroc materno foram levadas a cabo. A fim
de poder interpretar os valores detectades dessas tGltimas
varidveis, utilizou-~se como controle os niveis de AFP e HCG no
soro de 48 mulheres apresentando gestacdes clinicamente normais.

A andlise dos resultados mostrou que ha uma associagio entre
as varidveis caridtipo e exame histopatelédgico (p < 0,01), sendo
o8 valores preditivos positive e negativo 71% e 86%
respectivamente. A sensibilidade do exame histopatolégico foi
igual a 97% enquanto a especificidade foi muitc baixa, 33%.
Quanto as dosagens bioquimicas, n#c se observou qualquer
associacfo entre o tipo de caridétipo do aborto e os niveis séricos
maternos. Entre os valores de HCG da amostra de abortos, 82% se
encontravam abaixo 0,5 MoM (mdltiplos da mediana). Quanto aos
valores de AFP detectados na amostra de abortos, 86% dos valores
estavam abaixo de 0,5 MoM e, apenas 2 valores se encontravam
elevados, acima de 2,0 MoM.

Esses resultados permitiram as seguintes conclusées:

l. Deixando de lado as molas verdadeiras (MH) observou-se que
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existe, de fato, uma associa¢fo entre o caridtipo e os achades
histopatolégicos, porém ela n8oco & suficiente para inferir o

diagnéstico cariotipice de um aborto;

2. Com a metodologia utilizada nfo se detectaram associacgBes entre
os niveis de AFP e HCC no soro materno € o tipo de cariétipo dos
abortos. Ao contrarie, os niveis materncs dessas substincias
sofreram uma queda drédstica, sugerindo que o abortamento e,
consequentemente, a retengdo in utero do abortoc provoca um
rebaixamento de AFP e HCG nos niveis séricos maternos:

3. Excetuando-se os casos de MH, o estudo cromossdmico parece ser

imprescindivel para o diagndstico etioldégico de um aborto
esponténeo.
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VIII.) SUMMARY

A critical and comparative study is presented of the
relationships between karyotype, histopathologie analysis and the
lavels of maternal serum a-fetoprotein (MSAFP) and human chorionic
gonadotropin (MSHCG) in spontaneous abortuses (SA). The aim of
this work was to establish whether the information histopathologic
analysis, together with MSAFP and MSHCG levels can predict the
karyotypic diagnosis of the SA.

To this end, 62 cases of first and second trimester SA were
karyotyped. Histopathologic studies were made for 56 of these
cases while the MSAFP and MSHCG levels were determined for 50
cases. In order to compare the MSAFP and MSHCG levels in SA to
those of normal pregnancies the maternal serum of 48 normal
pregnant women were also analyzed.

The results showed a very significant association between
karyotype and histopathologic study (p < 0.01), the predictive
positive and negative values being 71% and 86% respectively. Also
the sensitivity of the histopathologie study was 97%. However a
very low specificity, 33%, was found.

The MSAFP and MSHCGC levels showed no association with
karyotype of the abortuses. 8£2% of the MSHCG values and 86% of
the MSAFP were less than 0,5 multiples of the median (MoM).

These results lead to the following conclusions:

1l.) With the exception cf the hydatidiform moles (HM) there is a
good association between karyotype and the histopathologic
findings, but it is not strong to predict a karyotypic diagnosis

of an abortus.

2.) There is no association between MSAFP, MSHCG and the karyotype
of the abortuses, at least with the used methodology. On the

contrary, the maternal levels of these substances were very low,
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suggesting that the abortion and, probably, the in utero retention
reduce both MSAFP and MSHCG levels.

3.} The chromosome study seems to be essential to etiologic

diagnogsis of a SA, except, of course, in the HM cases.
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IX.) DEPINIGOES

ABORTO ESPONTANEC -> produto da concepgd3o {embridio ou feto e
anexos) gue é& expulso, espontaneamente, do organismo materno antes

da viabilidade, ou seja, antes da 20" semana gestacional.

ABORTAMENTO ESPONTANEO -> morte e separagdc do embrido ou
feto e seus anexos, ocorrende espontaneamente e antes da

viabilidade do concepto, ou seja, antes da 20° semana.

ABORTAMENTO COMPLETO -> perda completa do produto da gestagdo
antes de sua viabilidade.

ABORTAMENTC INCOMPLETC -> perda incompleta do produto da
gestacfio, apdés a morte do mesmo, necessitando de esvaziamento
uterinoc.

ABORTAMENTO HABITUAL -> histdria obstétrica mostrande trés ou

mais abortamentos espontinecs, c¢onsecutivoes ou ndo.

IDADE GESTACIONAL (IG) =-> corresponde a data de amenorréia,
periodo compreendido entre o 1% dia do Gltimo periodo menstrual e
o dia atual, no presente trabalho, considerou-se esse Gltimo o dia
do esvaziamento completo da cavidade uterina.
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APENDICE 1

(Ficha clinica utilizada para a obtenc8o dos dados de anamnese)
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PROTOCOLO PARA ESTUDO INTERDISCIPLINAR EM
ABORTAMENTOS ESPONTANEOS

Data Registro
Nome Idade
Natural de Est Data de nasc.
Profisséo Escolaridade

N° de gestagdes______ N° de partos N° de abort/

DUM, Teste para gravidez: Sim NZo
Tipo Data

Médico que encaminhou

Nome do cdnjuge Idade
Natural de Est Data de nasc.
Profiss3o Escolaridade
Enderecgo
Telefone

PRE-NATAL
Médico Inicio
PA mmHg Variagfes: Sim Ndo

Medicamentos: Sim____NZo Especificar

Enfermidades agudas: Sim Néo Especificar

Enfermidades crémnicas: Sim__ Nio Especificar

Contato com radiag3o ionizante: Sim____Ndo Especificar

EXAMES LABORATORIAIS DA PACIENTE
Grupo sangilineo Rh
Cutros exames

DO CBNJUGE
Enfermidades agudas: Sim___Ndo Especificar

Enfermidades crénicas: Sim____N3o Especificar

Contato com radiagdo ionizante: Sim Ndo Especificar

Grupo saangiiineo Rh
Cutros exames

ANTECEDENTES FPAMILIAIS
Consangiiinidade: Sim N3c____Especificar

MalformagSes: Sim___ N3o Especificar

RM na familia: Sim____ Nio Especificar

Doencas familiares: Sim__ N3o Especificar

Abortamentos: Sim Ndo Especificar
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HEREDOGRAMA

CURETAGEM UTERINA

Data Médico

Responsivel pela coleta do material

EXAMES LABORATORIAIS DO ABORTO

Dosagens Hormonais:
A-hee

a-fatoproteina

Citogenética:
Caridtipo N° de métaf. anal.
Bandas: GTG QFQ CRBG cutra(s)

Anatomo-patoldgico:
Macro

Micro
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APENDICE 2

Relagdo dos casos da amostra indice segundo os dados
referentes a analise citogenética. C tecido cultivado com
sucesso; as técnicas empregadas para a obten¢fo de metdfases, seja
a cultura celular, seja a preparac¢@o direta; o numero de células
analisadas; a técnica de banda que foi utilizada para a
identificag¢8o dos cromossomeos e a anotagBc sobre a realizagfio do

caridtipo dos pais.

->Para se poder trabalhar com uma listagem mais simplificada,
utilizou-se cddigos para algumas varidveis.
->Reconhecimento dos cédigos utilizados:

Tecido cultivado Numero
Vilosidade coridnica 1
Amnio
Cérion
Partes embrionadrias/fetais
Corddc umbilical
Saco vitelino
Liquido amnidtico

0 =1 o U n w N

Decidua

Téenicas de cultura Namero
Tripsinizacdo simples 1
Tripsinizacgdo a baixa temperatura 2

Dupla tripsinizagdo 3
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N° do tec. técnica prep. n® cél. Cariét.
caso 10 cult. cultura direta analis. Banda pais
2916 g 1 1,3 - 16 Q +
2917 8 1 1,3 +* 31(s) Q -
2918 14 1 1,2 + 18(6) 0
2894 10 4,5 1 - 26 Q -
2895 14 1,2,7 1 - 11 Q -
2903 12 1 1 +® 13 Q -
2914 14 4,5 1 - 11 Q -
2929 11 1 1 - 14 Q -
2935 17 1,2 1 - 11 Q +
2951 10 1 1 + 12 Q -
2967 8 - 1 +° le Q -
2985 10 1.2 1 - 7 Q +°
3009 - 2 1 - 11 Q -
3059 12 1,2 3 - 11 Q -
3063 13 1,5 1 - 11 Q -
3065 10 1,2 1 - 12 Q -
3074 - 1,2 1 - 25 Q +°-d
3075 13 1.5 1 - 11 Q -
3081 13 1,2 1 - 11 Q -
3089 12 1,4 1 - 12 Q -
3141-1 12 1,2,8 2 - 7 Q +
3186 13 2 2 - 22 Q -
3202 10 1,2,8 2 11 Q -
3203 11 2 2 - 7 Q -
3152 11 2,8 2 - 13 Q +°
3222 13 2,4,5 2 - 18 G,0 +9.d
3151 10 1,2 2 + 20 o} -
3256 - 2,4,8 1 - 18 Q -
3358 12 2 2 - i1 Q -
3355 11 2,4 2 - 11 G,Q
3360 12 2 2 - 11 Q
3375 10 1,2 2 - 11(3) Q -
1202 11 3,8 2 - 13(6) Q -
3463 10 1,8 2 - 4(2) Q +
3486 9 1,2 2 - 19 G,Q -
3499 - 1 1 + 11(6} Q -

994 14 2,4 2 + 9 Q -
3538 13 1 2 + 17 Q +
3595 12 1,2 2 - 33(4) 3.Q -
3639 - 2,8 1 - 10 Q -
3660 - 1,2,3, 1 - 15 Q -
3141-11 9 1,2,8 1 = 50(7) G.,Q,R +
3749 - l,2,8 1 - 6 0 -
3952 10 1,2,8 2 - 5 Q -
4032 14 1,2 1 - 14 Q -
3576 9 1,2,8 2 -~ 3 Q -
4082 16 2,4,8 1 - 15 Q -
4125 10 1,2,4, 2 - 12 G.Q -
4151 14 1 2 - 4 0 -
4171 16 2,8 2 - 8 Q -
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N°® do tec. técnica prep. n® ¢él. Caridt.
caso iG cult. cultura direta analis. Banda pais
4214 11 2,8 2 - 3 Q -
4221 10 1,2,8 2 - 8 Q -
4301 12 1 2 - 3 Q -
4630 - 1,2 1 - 15(s6) Q -
3090 17 1,2 2 + 14(3) Q -
1855 - 1 1 - 8(3) Q 4+
2168 10 1 i - 22(5) Q -
2739 9 1 1 - 14 Q.cC ¥
2685 - ki 1. - 17(9) Q -
2385 9 1 1 - 30(8) Q -
3087 - 1 1 8 Q -
2555 - 1 1l - 4 Q +°

a -> com resultado da andlise da
{(} -> nGmero de células de origem fetal. Culturas mistas.
s -> sé foi realizado o caridtipoc materno.
d -> cariétipo realizado em outro servigo.
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APENDICE 3

'Relacg3io dos casos da amostra indice, listados de acordo com
as seguintes caracteristicas: idade materna (IM); idade paterna
(IP); idade gestacional (IG); n° de gestagdes (G); n° de paridade
(P); n® de abortamentos (A); caridtipo (Cr); sexo do aborto
segundo o caridétipo (Sx); valor de a-fetoproteina (AFP); valor de
hCG (HCG); resultado do estudo andtomo-patolégico (AP) e tipo do
material que foi enviade para estudo (Mt).

->Reconhecimento dos cddigos utilizados:

Sexo Namero
feminino 1
maculino 2

Caridtipo NGmero
46 ,XX ou 46,XY
del egdo
trissomia
monossomia X
triploidia
tetraploidia
dupla aneuploidia
translocacg8o equilibrada
translocacgio desequilibrada

WO - b N e

Resultado do estudo anitomo-patolédgice Namero
compativel
incompativel
mola
inconclusivo

i L B

Tipo de material que foi enviado para estudo Nimero
[segundo a classificagfo modificada de
Fujikura et al. (1966)]

grupo I 1l
grupo Ila 2
grupo III 3
grupe IVb 4
grupo Ivd 5
grupo V 6
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N° do IM Ip I¢ ¢ P A ¢r 8x AFP BHCG AP Mt
caso {ng/ml} {(mUI/ml)
2916 30 34 g 1 0 1 1 1 2,89 87800 2 2
2917 25 32 8 1 0 1 1 1 2,21 53000 3 &
2918 30 31 14 2 1 1 5 1 4,23 8400 1 2
2894 27 30 10 2 o0 2 4 1 - - 1 5
2895 35 36 14 1 0 1 1 1 6,30 960 2 3
2903 24 27 12 - - = 1 1 71,87 3700 1
2914 37 27 14 3 1 2 1 2 119,10 4050 1 5
2929 22 29 11 3 1 2 3 01 3,25 9700 1 1
2935 21 27 17 2 1 1 5 2 2,36 5300 - &
2951 30 34 10 - - - 6 1 2,70 24200 - 1
2967 27 25 8 1 o0 1 1 1 3,05 37200 2 1
2985 26 27 10 2 0 2 3 2 3,92 35 1 3
3009 39 - - - - - 3 2 6,38 3950 1 2
3059 35 35 12 3 0 3 1 2 0,87 2880 2 2
3063 37 41 13 3 2 1 7 1 717,00 2900 1 5
3065 23 27 101 0 1 5 1 4,14 246 4 2
3074 26 24 - 2 1 1 1 1 - - 2 2
3075 30 38 13 2 11 1 2 9,32 7 2 5
3081 29 28 13 2 1 1 5 1 3,59 21400 1 6
3089 22 29 12 1 0 1 4 1 6,38 311 1 5
3141-1 28 30 12 2 0 2 3 1 3,62 8950 1 2
3186 36 37 13 4 1 3 1 1 - - 2 2
3202 32 33 10 3 1 2 6 2 9,56 8800 1 2
3203 27 32 11 1 o0 1 1 1 3,83 570 1 2
3152 25 33 11 1 0 1 4 1 11,65 1290 1 2
3222 23 32 13 4 1 3 2 .1 6,56 2500 1 5
3151 37 33 10 3 2 1 5 1 6,84 9000 1 3
3256 31 40 - 4 3 1 1 1 3,01 501 2 3
3358 25 28 12 2 O 2 5 1 6,15 310 1 2
3355 25 26 11 2 1 1 1 1 4,25 31550 2 5
3360 40 46 12 3 2 1 3 1 6,56 7360 1 2
3375 33 30 10 2 0 2 1 1 4,90 9280 3 3
1202 24 32 11 3 1 2 1 2 5,58 50 2 1
3463 30 32 10 2 0 2 3 2 - - 4 1
3486 39 28 3 2 1 1 3 1 4,48 12560 1 2
3499 - - e - - - 3 1 6,38 7200 4 1

994 32 31 14 2 1 1 1 2 10,36 250 1 5
3538 29 31 13 4 1 3 5 2 3,20 7100 1 6
3598 40 3 12 2 1 1 3 1 4,54 525 1 2
3639 36 28 - 3 1 2 3 2 2,18 710 1 2
3660 37 31 - 3 1 2 1 2 10,47 731 1 2
3141-11 29 31 9 3 0 3 g8 1 4,87 9850 1 2
3749 - - - - - - 3 2 7,14 14450 4 2
3952 21 - 10 1 0 1 3 2 17,01 17300 1 2
4032 19 24 14 2 o0 2 4§ 1 - - 1 5
3576 23 25 9 2 1 1 6 2 7,36 2960 1 2
4082 21 31 16 3 2 1 5 2 12,40 23600 1 6
4125 41 40 i0 3 2 1 1 2 17,47 53600 1 5
4151 25 18 14 3 2 1 5 1 15,69 26000 1 4
4171 34 37 16 1. 0 1 1 1 11,28 11300 - 2
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K® do M IP IG ¢ P A OCr 8Sx AFP BHCG AP Mt
caso (ng/ml) (mUI/mi)
4214 28 29 J1 1 0 1 1 2 1,71 2150 1l 2
4221 32 31 10 5 2 3 1 2 2,24 1480 2 3
4301 24 29 12 3 1 2 4 1 6,32 1560 - 2
4630 32 34 - 3 1 2 3 2 9,21 181 - 2
3090 22 37 17 4 2 2 1 1 2,22 1860 3 2
1855 27 33 - 4 0 4 9 1 - - 1 2
2168 42 64 10 3 2 1 7 1 - - 1 2
2739 44 48 9 3 0 3 7 1 - - 1 2
2685 24 35 ~ 2 0 2 1 2 - - 2 2
2385 - - 9 2 0 2 3 1 - - 2 2
3087 36 - - - - - 3 1 - 1 2

25 28 - - - = 3 1 4 2

25535
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APENDICE 4

(Bistéria c¢linica e heredograma do casc 3141 da amostra indice)
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- CASC 3141 -

Casal jovem, ele 30, ela 28 anos, apresentando ovarios
policisticos, foi referido para Aconselhamento Genético em
outubro/87 na vigéncia de seu segundc abortamento espontanec.

A histdéria familial mostrava véirios casos de abortamento
espontineo, Principalmente do lado paterno; histéria de
malformagdo congénita e retardamento mental (vide heredograma
abaixo).

Um exame wultra-sonogrifico realizado antes da curetagem
uterina, mogtrava {tero em ante-versoflex8oc com saco gestacional
de aspecto irregular, medindo nos diametros longitudinal, trans-
verso e 8ntero-posterior 51, 40 e 20mm respectivamente. ¢ embrifo
ndo foi visunalizado, assim como também ndo se visuwalizou o saco
vitelino. A regifio placentéria, cérion frondoso, mostrava aspecto
homogénee com uma Area de B,Icmz. A idade gestacional estimada
foi de 10-11 semanas.

O resultado do estudo citogenétice do aborte mostrou
cariétipo anormal: 46,XX,+16,t(13;16)(gq21;p1l). o} estudo
andtomo-patolégico também evidenciou alteracgdes compativeis com
anomalia cromossdmica.

0 estudo cromossémico do casal mostrou ser o marido normal
(46,XY) e a esposa portadora de uma translocagdc equilibrada
46,XX,t(13;16)(g21;pll). Os demais membros da familia da esposa,
inclusive os pais, se negaram a comparecer ac Servigo para estudo
cromossdmico.

A terceira gestaglo do casal também evoluiu para o
abortamento espontineo no curso da 9a. semana. A cultura desse
aborto, a partir de vilosidades coriénicas, £foi parcialmente
contaminada por c¢élulas maternas. Apesar disso, foi possivel
concluir que o cariédtipo fetal mostrava uma dupla translocacgdo
equilibrada, sendo uma herdada e a outra ocorrendec "de novo" -
46 ,XX,t(13;16)(q21;pll)mat,t(7;20)(pl4;ql3). 0 estudo anatomo-
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patoldégico nesse caso também mostrou alteragdes compativeis com
anomalia cromossdmica.

Posteriormente asse casal retornou ao Servigo para
diagnéstice pré-natal de sua 4a. gestagic no decurso da 16?2
semana., 10ml de seu sangue foi coletada para fazer parte da
amostra controle desse trabalho. O© cariétipo fetal foi igual ac
da mie 46 ,XX,+(13;16)(q2l1;pll). Mais adiante, tomou-se
conhecimento de gue a menina nasceu a termo, em boas condig8es
pesando 3280g e medindo 49cm.

HEREDOGRAMA

L L ool & ek

LILEL68L 40 Hz]o
1.510[15111 [TT4

[! retardamento mental.

I_l

El retardamento do desenvolvimento neuropsicomotor,
cariétipo normal, 46,XY. '

e’ atresia de vias biliares.
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APENDICE 5

Relagdio dos casos da amostra controle, listados de acordo com
as seguintes varidveis analisadas: idade materna (IM): idade
paterna (IP); idade gestacional (IG); n°de gestagdes (G): n° de
paridade (P); n° de abortamentos (a); caridtipo, se normal ou
anormal {(Cr); sexo do feto (Sx); valor de a-fetoproteina (AFP) e

valor de hCG (HCG).

Reconhecimento dos cédigos utilizados:

Cariodtipo Nimero Sexo Namero
normal (46,XX ou 46,XY) 1 feminino 1
anormal (transloca¢fc equilibrada) 2 masculine 2
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N° do IM 1P IG ¢ P A Cr Sx AFP HCG
caso (ng/mi) (mUI/ML)
0l 19 - 11 1l 0 0 - 2 34,97 42100
02 44 - 9 8 7 0 - 2 17,40 420060
03 30 - 9 4 3 0 - 1 34,79 112800
04 19 - 12 1 4] ) - 2 6,50 70700
Q5 32 - 10 - - - - 1 4,13 56000
06 33 - i3 3 2 Q - 1 14,87 53600
Q7 30 - 14 4 3 0 - 1 25,34 9200
o8 29 - 12 7 2 4 - 1 13,28 22100
09 18 - 14 1 0 0 - 1l 42,20 35900
10 26 - 10 2 0 1 - 1 18,89 38000
11l 20 - 10 3 2 0 - - - -
12 20 - 13 © 1 4 - 2 23,35 20900
13 23 - 11 3 2 0 - 2 22,22 27500
14 26 - i3 2 1l 0 - 1 14,90 42300
15 27 - 17 10 7 2 - 1l 24,51 £200
le 23 - 16 1 0 0 1 39,67 8400
17 18 - 13 5 2 2 - 1 11,86 37400
18 - - - - - - - - - -
19 14 - $ 1 o0 o - 2 37,37 40100
20 28 - 9 3 2 o - 2 6,93 108000
21 18 - 17 1 o0 o - 1 68,79 19500
22 28 - 12 1 o0 o© - 2 28,88 20400
23 36 5 6 5 0 - 1 1,00 -
24 31 - 15 5 4 Y - 2 35,73 54100
25 26 - 19 3 1l 1 - 1 98,15 2900
26 32 19 6 5 0 - 2 15,52 19100
27 30 - 18 6 4 1 - 1 82,56 8600
28 22 - 19 2 1 ) - 2 41,16 16900
29 22 - 12 1l o 0 - 1 32,12 31200
30 25 - 11l 4 3 0 - 1 32,59 27000
31 21 - 13 - - - - 1 24,29 24400
32 30 - 15 1l 0 0 1l 1l 43,61 58090
33 40 - 18 - - - l 1 6,15 71800
34 28 28 11 2 0 1 1l 1l 20,34 46500
35 40 47 12 1 0 0 1 1 7,24 63200
36 40 4] 11 3 1l 1l 1 1l 24,70 87300
37 41 38 12 4 2 1 1 1 19,80 49500
38 35 - 9 - - - 2 1 47,23 56400
39 34 37 11 - - - 1 1l 97,36 61200
40 36 32 9 4 2 i 1l 1l 10,98 61000
41 35 48 8 5 3 1 1l 2 8,96 84100
42 38 35 12 2 1 0 1 2 51,40 36700
43 21 22 14 1 0 0 1l 2 70,52 35500
44 25 27 12 1 0 4] 1 1 35,45 65300
45 36 38 14 5 4 0 1 1 10,73 54300
46 41 42 9 3 1l 1 1 2 9,58 89300
47 29 28 8 2 1 0 1l 1l 17,58 192600
48 30 31 11 3 1 1l 1 1 22,83 62700
49 41 42 14 1 0 o 1 1 44,23 66000
50 30 32 lé 4 0 3 2 1 44,11 27900
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N° do M Ip 1¢ G P A ¢Cr S8x AFP HCG
caso (ng/ml) (mUI/ML)

51* 39 37 12 - - - - - - -

* Refere-se aos abortamentos espontineos pds coleta de sangue.
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APENDICE 6

Relag8o dos casos da amostra indice, listados de acordo com
as seguintes caracteristicas: idade gestacional (IG); caridétipe,
se normal ou ndo {Cr); tipec do cariétipo (Tp); valer de
a-fetoproteina (AFP); valor de AFP segundo os miltiplos da mediana
(MoM); valor de HCG (HCG) segundo os mdltiplos da mediana (MoM).

->Reconhecimento dos cédigos utilizados:

Cariétipo Nimero
normal 1
anormal 2

Tipo de caridétipo Namero
46,XX ou 46,XY 1l
delegdo 2
trissomia 3
monossomia X 4
tripleidia 5
tetraploidia 6
dupla aneuploidia t
translocag8o equilibrada 8
translocag8o desequilibrada 9
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N°® do I Cr Tp AFP MoM HCG MoM
caso (ng/ml) (mUI/ml)
2916 9 1 1 2,89 0,12 87800 2,08
2917 8 1 1 2,21 0,09 53000 1l,2¢
2918 14 2 5 4,23 a,17 8400 0,20
2894 10 2 4 - - - -
2895 14 1 1 6,30 0,286 960 0,02
2903 12 1 1 71,87 2,94 3700 Q0,09
2914 14 1l 1 119,10 4,38 4050 0,10
2929 11 2 3 3,25 0,13 9700 0,23
2935 17 2 5 2.36 0,10 5300 0,13
2951 10 2 6 2,70 0,11 24200 0,57
2967 8 l 1 3,05 0,12 37200 0,88
2985 10 2 3 3,92 0,16 35 -
3009 - 2 3 6,38 0,26 3950 0,09
3059 12 1 1 0,87 0,04 2880 0,07
30863 13 2 7 717,00 29,38 2900 8,07
3065 10 2 5 4,14 0,17 246 6,01
3074 - 1 1 - - - -
3075 13 1 1 9,32 0,38 7 -
3081 13 2 5 3,59 0,15 21400 0,51
3089 12 2 4 6,38 0,26 311 0,01
3141~-1 12 2 3 3,62 0,15 8950 0,21
3186 13 l1 1 - - - -
3202 10 2 6 9,56 0,39 8800 0,21
3203 11 1 1 3,83 0.16 570 0,01
3152 11 2 4 11,65 0,48 1290 0,03
3222 13 2 2 6,56 0,27 2500 0,06
3151 10 2 5 6,84 0,28 2000 0,21
3256 - 1 1 3,01 0,12 501 0,01
3358 12 2 5 6,15 0,25 310 0,01
3355 11 l1 1 4,25 0,17 31550 0,78
3360 12 2 3 6,56 0,27 7360 0,17
3375 10 1 1 4,90 0,20 9280 0,22
1202 11 l] 1 5,58 0,23 50 -
3463 10 2 3 - - - -
3486 9 2 3 4,48 0,18 12560 0,30
3499 - 2 3 6,38 0,26 7200 0,17
994 14 1 1 10,36 0,42 250 0,01
3538 13 2 5 3,20 0,13 7100 0,17
3595 12 2 3 4,54 0,19 525 0,01
3639 - 2 3 2,15 0,09 710 0,02
3660 - 1 1 10,47 0,43 731 0,02
3141-11 9 2 8 4,87 0,20 9850 0,23
3749 - 2 3 7,14 0,30 14450 0,34
3952 10 2 3 17,01 0,70 17300 0,41
4032 14 2 4 - - - -
3576 9 2 6 7,36 0,30 2960 Q0,07
4082 le 2 5 12,40 0,51 23600 0,56
4125 10 1 1 17,47 0,72 53600 1,27
4151 14 2 5 15,69 0,64 26000 0,62
4214 1l 1l 1 1,71 0,07 2150 0,05
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N°® do 1I¢ Cr Tp AFP MoM HCG MoM
caso {ng/ml) {mUI/ml)
4221 10 1 1 2,24 0,09 1480 0,03
4301 12 2 4 6,32 0,26 1560 0,04
4630 - 2 3 9,21 0,38 is8l -
3090 17 1 1 2,22 0,09 1860 0,04
4171 le 1l 1 11,28 0,46 11300 0,27
1855 - 2 9 - - - -
2168 1¢ 2 7 - - - -
2739 9 2 7 - - - -
2685 - I 1 - - - -
2385 9 2 3 - - - -
3087 - 2 3 - - -
2555 - 2 3 - - - -
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APENDICE 7:

Relagdo dos casos gque apresentavam exame ultra-sonogréafico
conhecido, segundo os dados de idade gestacional (IG) pela data da
dltima menstruacg8o (DUM), caridtipo (Cr: 1 ~ caridtipc normal e 2
- caridtipo anormal), e dados da avaliag3o ultra-sonografica:
idade gestacional , saco gestacional (SG), embrido, saco vitelino,
outras alteracgldes, e conclusdo. Em relagfo a essa dltima: 1 -
. abortamento retido, 2 - abortamento incompleto, 3 - ovo
anembrionado e 4 - abortamentoc em curso.
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N® do 16 Cr : Dados ultra-sonograficos:

caso (DUM) 1G 5¢ Embrido 8V = out. Conclusdo:
1 2 3 4

2916 9 1 8 42 em® 12 mm 3 mm - - - - -
2917 - 1 - aus aus aus +

2918 14 2 14 57 em° aus aus - - - - -
2895 14 1l - 3 om aus - - +

2914 14 1 12 6 cm 57 mm - b +

2929 11l 2 10 59 cm aus aus - - - - =
2935 17 2 ? 150 em ? aus - - - - -
2951 10 2 7 - - + - . .
2967 8 1 7 - - aus - %
2985 10 2 9 4 cm® aus aus - +

3059 12 1l - -, aus = - +
3063 13 2 - 75 cm 29 mm aus - - - = -
3074 - 1 - 2 cm aus - - +
3075 13 1 9 161 cm® 27 mm aus - - - - -
3081 13 2 8 - 5 mm aus - - - - -
3089 12 2 9 56 cm’ 22 mm aus - ~ - - -
3090 17 1 - 59 cm° aus aus - - - = -
3141-1 12 2 10 40 cm3 aus aus - - = -
3152 1l 2 8 49 cm’ 19 mm - - +
3151 10 2 - 16 em’ 80 mm 5 mm - - - - -
3186 13 1 - 44 cm® 20 mm aus - +

3358 12 2 5 + + - +
3360 12 2 - 4 com aus aus - - - = =
3375 10 1l - 7 mm aus aus - +
3463 10 2 - 8 em’ 4 mm 5 mm - +

994 14 1l 8 7 cm 18 mm aus - - = -
3595 12 2 - 77 em® 16 mm - - - - -
3639 - 2 - 4 cm aus aus - - - = =
3141-I1 9 2 - 4 cm - - - +
3952 10 2 - 5 cm aus aus - - = 4 =
3576 9 2 - 1 cm - - +

4032 14 2 - - - - - - o+

4082 16 2 - 5 cm 24 mm - - - = =
4221 10 1 1l cm aus aus - +

4301 12 2 - 5 em 27 mm - - - - = -
4630 - 2 + aus + - + +

a - degeneragdo trofoblastica sugestiva de degeneragdo molar.
b ~ imagem ecogénica, préxima ao embrido. Cordic andmalo?,
hematoma de corddo?
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