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Resumo

Com a melhoria na aten¢do primaria a saude, tem havido um aumento relativo na
freqiiéncia das anomalias congénitas como causa de morbidade e mortalidade, entre elas as
causadas por aberragdes cromossomicas. S3o indicagdes para analise cromossomica as
anomalias congénitas multiplas. retardo mental, ambigiidade genital ou hipogonadismo,
esterilidade. infertilidade. natimortalidade. sindromes de quebras cromossomicas e
neoplasias. O Laboratorio de C itogenética Humana (LCH) do Departamento de Genética
Médica - FCM — UNICAMP ¢ um dos poucos servigos publico de citogenética da regido
de Campinas, responsavel pelo diagnostico de grande parte dos casos de aberragdo
cromossomica dessa regido. Este trabalho teve por objetivo avaliar a casuistica do LCH, a
fim de estimar a frequéncia das diversas aberragdes detectadas, analisar a origem das
aberragdes estruturais, comparar os resultados obtidos com os de outros laboratorios ligados
a servigos de genética climica, e comparar a distribui¢io das aberragdes numeéricas com
aquela observada em amostras de recém-nascidos. Foram analisados 4244 exames de
cariotipo ndo oncologicos realizados de 1970 a 1999, referentes aos casos-indice de cada
familia: os casos foram ainda subdivididos segundo a €poca em que OS €Xames foram
realizados (anos 70, 80 e 90). Cerca de 38% dos exames de cariotipo, em todas as €pocas,
detectaram uma aberragio cromossomica. As aberragdes numericas predominaram sobre as
estruturais, porém houve um aumento progressivo na freqiéncia e diversidade dessas
altimas no periodo analisado. Manteve-se, porém, a propor¢do de cariotipos com resultado
normal. e houve ainda uma queda na frequéncia das aberragdes numericas. Entre essas,
houve um predominio acentuado da S. de Down ¢ uma queda progressiva na frequéncia das
aneuploidias de cromossomos —sexuais. AS aberracdes estruturais desequilibradas
predominaram sobre a equilibradas, quando havia resultado do cariotipo dos genitores, a
anomalia havia sido herdada em cerca de 31% dos casos, sendo 72% de heranga materna.
Em comparagdo com outras casuisticas, verificou-se neste trabalho um predominio mais
acentuado de casos de S. de Down e uma menor proporgdo de aberragbes estruturais, e
observou-se diferencas significativas na distribuigdo das aberragdes numéricas em

comparagdo com amostras de recém-nascidos. Os resultados deste trabalho refletem as

xii



diversas distorgdes de averiguagio das aberragdes cromossomicas em servigos de genetica
clinica, em particular no LCH do Departamento de Genética Médica da UNICAMP, e
indicam a necessidade de ampliar a oferta de exames citogenéticos a populagdo e de atuar
junto aos profissionais de saude que lidam com as diversas condigdes medicas que

constituem indicacdes para analise cromossomica.
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I. Justificativa



As aberragdes cromossomicas numericas e estruturais sao importante causa de
morbidade ¢ mortalidade no ser humano. Sua expressdo fenotipica ¢ extremamente
variada: podem determinar desde um abortamento espontdaneo até uma neoplasia maligna,
passando pelos mais variados quadros de anomalias congénitas, disturbios de crescimento
e de desenvolvimento.

O Laboratorio de Citogenética Humana (LCH) do Departamento de Geneética
Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP vem se desenvolvendo, nos
altimos 30 anos, em estreita ligagdo com o Servigo de Genética Clinica (SGC) do mesmo
departamento ¢ incorporando, progressivamente, novas técnicas de analise cromossomica.
A partir dos anos 80, o LCH vivenciou uma grande expansdo de suas atividades,
paralelamente aquela observada no SGC. Como um dos Unicos servigos publicos de
citogenética da regido de Campinas, o LCH ¢ responsavel pelo diagnostico de grande parte
dos casos de aberra¢do cromossomica dessa regiao.

A perspectiva de analisar a casuistica nao oncologica do LCH, que compreende
mais de 4.000 exames ao longo de 30 anos, surgiu no bojo de um projeto de analise dos
arquivos do SGC. O estudo de uma casuistica de tal monta, e que cobre um amplo periodo
que se confunde com a propria historia da citogenética humana e da genetica clinica no
Brasil, permite ndo so o estudo da frequéncia com que as diferentes anomalias sdo
averiguadas no SGC e a comparagdo com trabalhos semelhantes encontrados na literatura
especializada, mas também a andlise de grande numero de casos de aberragdo estrutural no
que se refere a origem e implicagdes em (€rmos de recorréncia familial, o que ¢ de grande

importancia na pratica clinica.
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[1. Introducao



Com o declinio na incidéncia de doengas infecto-contagiosas ocorrido nas ultimas
décadas, associado a melhora na atengao a saude materno-infantil e ao parto, tem sido
observado um aumento relativo na frequéncia das anomalias congénitas como causa de
morbidade ¢ mortalidade na infancia, Entre as causas de anomalias congénitas encontram-
se as aberragdes cromossomicas: de fato, a estabilidade do numero e da morfologia dos
cromossomos ¢ fundamental para um desenvolvimento harmonioso. ¢ qualquer alteragdo

estrutural ou numérica pode alterar a expressao génica, produzindo conceptos anomalos.

I1.1. Historico

As pesquisas na area da citogenetica humana tiveram inicio no final do século XIX
quando ARNOLD [1879] e FLEMMING [1882] examinaram pela primeira vez 0s
cromossomos humanos em mitose. Nos anos seguintes foram publicados muitos estudos
com varias estimativas diferentes quanto ao numero exato dos cromossomos humanos.

Em 1923, PAINTER. trabalhando com células em melose de testiculos, descreveu o
nimero cromossomico da espécie humana como sendo de 48. Esse concelto predominou
nas décadas seguintes, até que em 1956 TJIO & LLEVAN. trabalhando com fibroblastos do
pulmdo de embrides humanos, ¢ FORD & HAMERTON, examinando tecido testicular,
provaram haver 46 cromossomos nas células diploides humanas. Trés anos depois
comegaram a ser descritas as primeiras aberragoes cromossoémicas: LEJEUNE er al.[1959]
descreveram a trissomia do cromossomo 21 em células provenientes de culturas de
fibroblastos de criangas com a sindrome de Down, JACOBS & STRONG [1959]
encontraram o cariotipo 47. XXY nas células de medula 6ssea de individuos com a
sindrome de Klinefelter, e FORD et al. [1959] o cariotipo 45,X em células desse mesmo
tecido nas pacientes com sindrome de Turner. Esse periodo de nascimento da citogenética
humana (1956 a 1959) é considerado por VOGEL & MOTULSKY [1997] uma verdadeira
revolugdo cientifica.

Em 1960. MOOREHEAD et al. publicaram um método para preparagao

cromossomica a partir de cultura de linfocitos de curta duracdo que até hoje, com algumas



modificagdes. vem sendo aplicado nos laboratorios de citogenética de todo o mundo. A
facilidade de coleta do material necessario para analise (sangue periférico) e a obtengdo
rapida de grande numero de celulas em metafase fizeram com que, a partir de entdo, novas
descobertas se sucedessem. Nesse mesmo ano, foram descritas por PATAU et al. ¢
EDWARDS er al. as trissomias dos cromossomos 13 e 18, respectivamente, enquanto que
NOWELL & HUNGERFORD, por sua vez, descreviam O Cromossomo Philadelphia na
leucemia miel6ide cronica. Em 1963, LEJEUNE er al. descreveram a primeira sindrome
por deficiéncia cromossomica. a sindrome do cri du chat (del(5p)).

A existéncia de aumento da instabilidade cromossomica em assoclagao com
determinadas sindromes, como a anemia de Fanconi ¢ a sindrome de Bloom, fo1 observada
por SCHROEDER e dl. [1964] e GERMAN et al. [1965]. Ja o trabalho de JACOBS et al.
[1965] fez com que se associasse a constituigdo cromossomica 47. XYY a psicopatia
criminal, gerando uma polémica que se prolongou pelas trés décadas seguintes. No final da
década de 60, COMINGS er al. [1968] discutiram a hipotese de rearranjo dos
cromossomos humanos no nucleo interfasico. As primeiras técnicas de bandamento
cromossdmico foram introduzidas entre 1968 ¢ 1970, o que permitiu ndo so a identificagdo
inequivoca de todos 0s cromossomos humanos como também o diagnostico de diversas
aberragdes estruturais dificiimente identificaveis por meio da coloracdo convencional
[CASPERSSON er al., 1968]. Em 1969, LUBS observou um sitio fragil no cromossomo X
de pacientes com a sindrome descrita por MARTIN & BELL [1943].

Em 1976. YUNIS introduziu as técnicas de bandamento com alto poder de
resolugdo na analise cromossomica, 0 que permitiu a identificacdo de minusculas
alteracdes estruturais ao longo dos cromossomos. Finalmente, no final dos anos 80 a
técnica de hibridizagdo mn siu por fluorescéncia (FISH) passou a ser uma ferramenta
indispensavel no estudo do que se pode denominar cartografia fisica do genoma humano,
pois permite uma localizagdo cromossomica regional bastante precisa de genes de copia
anica ou de sequéncias repetidas de DNA [SPELEMANN et al., 1990]. Essa técnica rapida
e simples se baseia nos estudos pioneiros de GALL & PARDUE [1971] e vem permitindo
a deteccdo especifica de aneuploidias numéricas e a caracterizagdo de pequenos
cromossomos marcadores ¢ de rearranjos estruturais complexos, tanto em células em

divisdo quanto em niicleos interfasicos.



O sistema de nomenclatura internacionalmente utilizado em citogenética humana ¢
fruto de varias conferéncias, a primeira das quais foi realizada em Denver [1960]. Na
conferéncia de Paris [1975] foi proposto um sistema para identificar 0s cromossomos
humanos a partir dos padrdes revelados pelas técnicas de bandamento, ¢ descrever as
diversas anomalias cromossomicas estruturais. O sistema de nomenclatura utilizado nos
dias de hoje tem como base a conferéncia realizada em Menphis, em 1994, que originou 0

documento intitulado “An International System for Human Cytogenetic Nomenclature™

[1995].
I1.2. As aberracdes cromossomicas

Entende-se por aberragdes cromossomicas as alteragdes do material genetico
suficientemente grandes a ponto de serem detectadas ao microscopio optico. Elas podem
ser classificadas em dois grandes grupos, o das aberragoes numéricas ¢ o das aberragies
estruturals. Entende-se por aberragdes numericas 0 aumento ou a diminuigdo do numero
normal de cromossomos de uma determinada espécie, enquanto que as aberragdes
estruturais incluem os casos em que um ou mais cromossomos apresentam alteragoes na
sua estrutura, perceptiveis ao microscopio comum. Esses dois tipos de aberragoes
cromossomicas podem, eventualmente, coincidir em um mesmo Organismo € até em uma
mesma célula. A classificagdo e a origem das aberragdes cromossomicas encontra-se em
BEIGUELMAN [1982] e THERMAN & SUSMAN [1994].

As aberragoes numéricas sao classificadas em dois grandes grupos, conforme haja
aumento ou diminuigio de um ou mais pares de cromossomos, mas ndo todos eles
(aneuploidias), ou 0 aumento ou diminuicdo seja referente a pelo menos um conjunto
cromossdémico haploide (euploidias). Nas aneuploidias em que ha diminui¢do do numero
cromossomico, diz-se que uma célula somatica apresenta monossomia de um determinado
cromossomo quando este ndo possui homologo na célula. Nas aneuploidias em que existe
aumento do numero de Cromossomos homologos, a célula sera denominada trissomica,
tetrassomica, pentassomica €ic., conforme existam na célula trés, quatro, cinco ou mais
homologos. Nas situagoes em que mais de um par cromossdmico de uma mesma célula

apresenta aberragdes numeéricas, tais células sdo referidas como apresentando aneuploidia



dupla, tripla ou multipla, conforme o numero de parces afetados. Quanto as cuploidias, as
células podem ser classificadas, por exemplo, como ripldides, tetraploides ou octoploides
de acordo com o grau de ploidia muitipla que apresentam, isto €, conforme mostrem um
numero cromossomico 3n, 4n ou 8n, respectivamente.

As aberragoes estruturais sdo definidas como equilibradas, se o conjunto de
cromossomos possuir o complemento normal de informagdes genéticas, ou
desequilibradas, se houver segmentos cromossomicos a mais ou a menos. Algumas
aberragdes sdo estavers, capazes de passar inalteradas por divisdes celulares, enquanto
outras sdo instaveis. Para ser estavel, um cromossomo com aberragdo estrutural deve ter
elementos estruturais normais, incluindo um unico centromero funcional e dois telomeros.

As aberracoes estruturais equilibradas ndo costumam ter nenhum efeito fenotipico,
porque todas as informagdes genéticas estdo presentes, embora acondicionadas de modo
diferente. Elas podem ser classificadas em: inversées (quando um unico cromossomo sofre
duas quebras e ¢ reconstituido com o segmento entre as quebras invertido), insergdes
(transferéncia de um segmento de um determinado cromossomo para outro, homologo ou
ndo), transfocagoes reciprocas (resultado da quebra de cromossomos homologos ou ndo
homologos, com troca reciproca dos segmentos), e translocagdes robertsonianas (quando
dois cromossomos acrocéntricos se fundem proximo a regido do centromero com perda dos
bragos curtos) (Fig. 1).

Nas aberracdes estruturais desequilibradas, o fenodtipo €, em geral, anormal,
devido ao aumento ou diminui¢do do material genético dos cromossomos envolvidos.
Estas aberragdes podem ser classificadas em: adi¢do (quando um cromossomo apresenta
material genético a mais e sua origem ¢ desconhecida), deficiéncia (quando ocorre a perda
de um segmento cromossdmico), cromossomos em anel (formam-se quando um
cromossomo sofre duas quebras, uma em cada brago cromossomico, ¢ as extremidades
rompidas se reinem numa estrutura circular), isocromossomos (Cromossomo no qual um
brago esta ausente e o outro, duplicado), cromossomos marcadores (Cromossomos extras
muito pequenos ou anéis de origem desconhecida), e cromossomos derivados (quando um

Cromossomo apresenta material genético extra cuja origem € conhecida, no que difere da

adigdo) (Fig. 2).
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Finalmente, entre as aberragdes cromossdmicas observam-se ainda sifios Sfrdageis
(segmentos cromossdmicos nos quais a cromatina nio se condensa durante a mitose),
dentre ao quais salienta-se o sitio fragil do cromossomo X, e que sdo classificados

separadamente das aberragdes estruturais (Fig. 3).

a b
Inversio Inversao
paracéntrica pericéntrica Insercio
£ d

der(M}

der(M)
N

Translocacio robertsoniana
Translocacéo reciproca

Figura 1. Representagdo esquematica de diferentes aberragdes cromossdmicas estruturais equilibradas (a=

inversdo; b= insergdo; c= translocagdo reciproca; d= translocagdo robertsoniana).

Tanto as aberragdes numéricas quanto as estruturais podem ser classificadas em
dois grandes grupos, se levarmos em conta 0 modo pelo qual se originaram. Assim, se elas
tiverem sido determinadas por erros ocorridos durante a gametogénese, serdo ditas pré-
zigoticas, enquanto as que decorrerem de erros mitoticos, ocorridos depois da formagdo do

zigoto, serdio denominadas pds-zigdticas.



No que se refere a origem pré-zigdtica das aneuploidias, sabe-se que a separagio
dos cromossomos homologos e sua migragdo para p6los opostos do fuso (disjungéo) ocorre
na anafase [, tanto na espermatogénese quanto na ovogénese. Se ndo houver disjungéo, os
dois homologos migrardo para um mesmo polo, resultando, assim, em duas células
aneupldides, uma das quais com auséncia desse cromossomo, € a outra com um par de
homdlogos. Na meiose II, por sua vez, ocorre a disjun¢do das cromatides. Caso, ao final da
metafase II, ndo haja a divisdo do centrémero de um dos cromossomos, as cromatides
migrardo para um mesmo pélo do fuso durante a anafase II. Isso também levara a formagéo
de duas células-filhas aneuploides, uma delas com auséncia desse cromossomo, e a outra

com dois homologos.
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Figura 2. Representacdo esquematica de diferentes aberragBes cromossdmicas estruturais desequilibradas
(a= deficiéncia; b= cromossomo em anel; ¢= “trissomia parcial”- adigio ou cromossomo derivado; d=

150Cromossomo).



Embora as aneuploidias sejam mais freqiientemente originadas por erros meidticos,
podem ainda resultar de acontecimentos pds-zigdticos, por perda cromossdémica ou falta de
disjun¢@io das cromatides; essa ultima pode ocorrer ja na primeira divisdo mitética do
zigoto, ou durante a divisio de um dos blastdmeros. A perda cromossomica pode ser
decorrente de atraso na migragdo de uma ou mais cromatides para um dos pélos do fuso
durante a anafase, ou ainda de aberragdes estruturais que impegam a viabilidade do

cromossomo afetado.
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Figura 3. Célula em metafase onde se observa o sitio fragil do cromossomo X
(46,Y,fra(X)(q27.3)). (Cortesia do Laboratério de Citogenética Humana do Depto. de
Genética Médica — FCM —UNICAMP).



Quanto a origem dus aberragoes estruturais, sabe-se que resultam de quebras
cromossomicas espontaneas ou induzidas por agentes mutageénicos. As extremidades
cromossomicas fraturadas tendem a unir-se, podendo originar uma deficiéncia ou uma
reorganiza¢do estrutural dos cromossomos. Estes podem sofrer quebras em qualquer
estagio do ciclo celular — Gy, S, G, - durante a mitose ou durante a meiose: sabe-se, porém,
que cm um mesmo organismo os diversos tipos celulares e estagios da divisio respondem
de diferentes maneiras aos agentes que provocam as quebras cromossomicas.

O mosaicismo cromossomico € definido como a presenca de duas ou mais linhagens
celulares diferentes em um mesmo individuo, derivadas de um tnico zigoto. Sdo dois os
POSSIVEIS mecanismos que resultam em mosaiciSmo cromossomico: o primetro deles um
evento embrionario, pos-zigotico, havendo falta de disjungdo ou perda anafasica em uma
divisdo mitotica de um zigoto originalmente normal, produzindo assim. células com
diferentes numeros de cromossomos. Qutro seria a falta de disjun¢do ou perda anafisica
recorrente em uma linhagem celular ja alterada do ponto de vista cromossomico, sendo
assim um evento pre-zigotico seguido de um pds-zigotico.

O grau de mosaicismo existente num individuo depende do estagio do
desenvolvimento do organismo no momento em que ocorre o erro na divisio celular. Se o
erro ocorrer nas primeiras divisdes apos a fertilizagdo, em geral todos os tecidos do
organismo sao afetados; por outro lado, se a divisdo celular andmala ocorrer apos os trés
folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma) terem sido estabelecidos, as
células anormais podem ficar localizadas em derivados de um tnico folheto. Nos dois
casos, espera-se a manifestagdo de anomalias congénitas em graus varidveis. Se o erro na
divisdo celular ocorrer ainda mais tardiamente, a linhagem andmala podera estar restrita a
um unico orgdo [RICHARDSON er al., 1991], sem manifestagdes clinicas evidentes. Sabe-
se, porem, que determinadas aberragdes cromossomicas adquiridas em células somaticas
podem determinar o surgimento de neoplasias.

O mosaicismo diferencia-se do guimerismo porque neste Gltimo as linhagens
celulares derivam de diferentes zigotos: pode surgir pela fusdo precoce de zigotos distintos,

ou pela troca de células hematopoicéticas entre gémeos dizigéticos por meio da circulagdo

placentaria.



[1.3. A Analise do Cariétipo Humano

Como salienta BEIGUELMAN [1982], os cromossomos metafasicos constituem o
melhor material para a investigacdo da ocorréncia de alteragoes numeéricas ou estruturais
nas celulas. Assim sendo, a obten¢do de um grande numero de células em metafase ¢ uma
das condi¢des necessarias para o estudo da constituicdo cromossomica dos seres humanos.
Ateé 1960, quando MOOREHEAD er al. introduziram a técnica de cuitura de linfocitos de
curta duragdo, os cromossomos eram estudados principalmente por meio do cultivo de
fibroblastos ou em células de medula dssea. A partir de entdo, passou-se a utilizar como
rotina leucocitos do sangue periférico. sendo a multiplicagdo dos linfocitos obtida por meio
da fitohemaglutinina, um produto de origem vegetal capaz de estimular a divisio celular.
O uso da colquicina, um veneno mitdtico que inibe a formacéo das fibras do fuso, permite
que se obtenha um acumulo de células em metafase. Finalmente, o tratamento das celulas
em solugdo hipotonica evita em grande parte a sobreposicdo dos cromossomos, facilitando,
assim, sua analise.

Linfocitos e fibroblastos sdo, atualmente, as fontes mais importantes de células
destinadas ao estudo de cromossomos humanos. Por sua vez, a amniocentese e a pungao de
vilosidades coridnicas sdo importantes ferramentas de diagnostico pré-natal citogenético
[BEIGUELMAN, 1982].

Ate 1970, a identificagdo dos cromossomos metafasicos era feita, quase que
exclusivamente, com base no tamanho e forma dessas organelas, levando-se em conta, no
que se refere a forma, a posi¢do do centromero e também a localizagdo de constrigdes
secundarias (nos cromossomos acrocéntricos). Até entdo, era utilizada a técnica de
coloragdo “usual”, na qual os cromossomos s3o corados diretamente com corante Giemsa
ou Wright com o auxilio de uma solugdo de tampdo fosfato, adquirindo, com isso, uma
coloragdo uniforme [BEIGUELMAN, 1982].

O advento das técnicas de bandamento cromossémico significou um grande
progresso na area de citogenética humana, ja que permitiu revelar padroes de bandas
transversais de diferentes tamanhos nos cromossomos. Com estes meétodos, tornou-se
possivel identificar todos os pares cromossdmicos, e também os pontos de quebra

observados na maioria dos rearranjos estruturais. Quando os cromossomos sdo corados



com quinacrina mostarda ¢ vistos ao microscopio de fluorescéncia, mostram bandas com
padrdes de brilho diferentes que sdo denominadas bandas Q [CASPERSSON et al., 1970]
(Fig. 4). As preparagdes com quinacrina ndo sdo permanentes, ja que a fluorescéncia
desaparece em alguns minutos durante a analise ao microscopio. Um outro tipo de
bandamento, mais usado. ¢ o bandamento G (Fig. 5) [SEABRIGHT er al.. 1991, 1972], E
assim chamado pelo fato da coloragdo ser feita com Giemsa apos um pré-tratamento com
tampdo fosfato ou com enzimas proteoliticas, normalmente a tripsina. Esta técnica
proporciona 0 mesmo padrio de bandas observado no bandamento Q. Outra técnica que
também utiliza a coloracio de Giemsa ¢é a de bandas C (Fig. 6), onde se evidencia o
centromero e regides de heterocromatina [SUMNER ez al., 1971; SUMNER. 1972]. Nela,
0S Cromossomos sao tratados primeiro com uma solugdo acida e depois com uma alcalina
(por exemplo, hidroxido de bario), e depois sdo corados. Também & utilizada a técnica para
regides organizadoras de nucléolo (NOR) ( Fig. 7), na qual a coloragdo ¢ a base de nitrato
de prata e Giemsa [GOODPASTURE & BLOOM, 1975]. Qutra técnica de bandamento
cromossomico ¢ a banda R [DUTRILLAUX & LEJEUNE, 1971]; este padrio de bandas ¢
obtido apos o tratamento com solugdo alcalina a temperatura elevada, empregando-se os
corantes Giemsa ou alaranjado de acridina para evidencia-las. Além disso, também &
possivel a produg¢do de bandas R por meio da incorporagdo por analogos de base. Com o
uso dessa técnica, 0S Cromossomos apresentam um padrdo de bandas ao inverso da banda
G. As bandas G positivas (bandas coradas) correspondem as bandas R negativas, € o
oposto acontece com bandas G negativas (bandas nio coradas), que correspondem as
bandas R positivas.

A pesquisa do sitio fragil do cromossomo X ¢ feita utilizando-se meio de cultura
deficiente em folato (meio 199 ou RPMI 1640 com FUdR); sdo analisadas, em meédia, 100
metafases para pacientes do sexo masculino e 200 para os do sexo feminino, sendo
considerados positivos os casos em que se observa sito fragil na regido Xq27 — 28 em 4%
ou mais das metafases analisadas [JACKY ez a/., 199 1].

Um dos progressos mais importantes da citogenética humana foi o desenvolvimento
de técnicas de bandamento de alto poder de resolugdo na analise cromossémica [YUNIS,
1976]. Enquanto as técnicas habituais mostram em torno de 400 bandas, os cromossomos

profdsicos ou prometafésicos apresentam de 500 a 2000 bandas (Fig. 8). Para obter esses



cromossomos, deve-se bloquear as células no estagio S com brometo de etidio. O papel
mails 1mportante do bandamento profasico tem sido a determinagio exata dos pontos de
quebra cromossémica (em particular naqueles casos em que se conhece a localizagio geral
da quebra) e o mapeamento dos genes com métodos moleculares.

Com o aumento de até 400% no nimero de bandas que eram observadas pelas
técnicas convencionais, constatou-se que as bandas G que sio observadas nas células em
metafase, principalmente as escuras, sdo resultado da coalescéncia de diversas sub-bandas,
e que cada banda e suas sub-bandas correspondentes mantém uma localizacio constante
durante o processo de condensagdo cromossdmica [YUNIS, 1978]. Segundo YUNIS
[1979], o numero de bandas por lote haploide no final da profase é de 1.353, em

contraposi¢do a 350 na fase intermediaria da metafase.

Figura 4. Célula em metifase submetida a técnica de bandas Q (46,XY). (Cortesia do
Laboratorio de Citogenética Humana do Depto. de Genética Médica — FCM —UNICAMP).
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Figura 5- Célula em metafase submetida a técnica de bandas G (47,XXY). (Cortesia do

Laboratorio de Citogenética Humana do Depto. de Genética Médica — FCM ~UNICAMP).
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Figura 6- Célula em metifase submetida a técnica de bandas C (46,XY). (Cortesia do

Laboratorio de Citogenética Humana do Depto. de Genética Médica — FCM —~UNICAMP).
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Figura 7- Célula em metafase submetida a técnica de bandas NOR (46,XY). (Cortesia do
Laboratorio de Citogenética Humana do Depto. de Genética Médica — FCM —UNICAMP).

Os 46 cromossomos existentes nas células humanas sdo divididos em 22 pares de
autossomos (pares homologos tanto no homem quanto na mulher) e um par de
cromossomos sexuais (X e Y no sexo masculino, e dois cromossomos X no feminino). Os
cromossomos humanos sdo classificados em 7 grupos (A a G) de acordo com seu tamanho
e com a posi¢do do centrdmero. No grupo A estdo os pares cromossdmicos de 1 a 3; sdo
cromossomos grandes, sendo o 1 e 0 3 metacéntricos e o 2 submetacéntrico. O grupo B ¢
representado pelos pares cromossomicos 4 e 5, que sdo submetacéntricos grandes. No
grupo C estdo os pares cromossomicos de 6 a 12, e também o cromossomo sexual X; nesse
grupo todos os cromossomos sdo submetacéntricos de tamanho médio. O grupo D ¢é
composto de trés pares cromossdmicos (13 a 15); neste grupo, todos os cromossomos sio
acrocéntricos de tamanho médio. O grupo D ¢ composto também por trés pares
cromossomicos (16 — 18), todos eles submetacéntricos de tamanho pequeno. No grupo E
estdo os pares 19 e 20, que sdo cromossomos metacéntricos pequenos. Finalmente, o grupo

G ¢ constituido por dois pares cromossomicos (21 €22) e pelo cromossomo sexual Y:



CSSES Cromossomos sdo pequenos acrocéntricos. A constituicdo cromossdmica de um
individuo € descrita colocando em primeiro lugar o nimero de cromossomos. seguido dos
Cromossomos sexuais, ¢ de quaisquer anomalias numéricas e estruturais, A constitui¢do
cromossomica normal masculina e feminina é portanto, 46, XY e 46 XX. respectivamente
[BEIGUELMAN, 1982].

O centrémero divide os cromossomos em dois bragos: o brago curto ¢ identificado
pela letra p (do francés perire) e o longo pela letra g. Os bragos curto e longo, por sua vez,
foram divididos em regides e sub-regides, facilitando a descrigdo de pontos de quebra nos
rearranjos estruturais. A analise do cariotipo inicia-se com a contagem do numero de
cromossomos em um determinado numero de células (em geral 10 a [5. podendo ser
aumentado em casos de suspeita de mosaicismo), seguida de analise cuidadosa desses
cromossomos submetidos a teécnicas de bandamento (em geral bandas G). Eles sdo
identificados par a par, de acordo com seu padrio de bandas especifico, em busca de
alteragdes estruturais. A analise ao mIcroscopio segue-se a analise em fotomicrografia ou
em imagens obtidas por meio de sistemas computacionais.

Nas diversas conferéncias que se sucederam desde 1960, culminando com a de
Menphis em 1994, a nomenclatura internacional foi progressivamente revista e unificada.
Convencionou-se, assim, que 0s sinais + e — colocados antes do numero de um
cromossomo significa adigdo (+) ou perda (-) de todo esse cromossomo: por sua vez, a
linha em diagonal */ * indica mosaicismo, ou seja, separa duas linhagens diferentes. No
que diz respeito as aberragdes estruturais, utiliza-se a abreviatura e/ para indicar
deficiéncia, add para adi¢io de material cromossoémico de origem desconhecida, i para
1SOCTOMOSsomo, idic para isocromossomos dicéntricos. /v para inversdo, ins para insergéo,
¢ para translocagdo reciproca equilibrada ou desequilibrada, rob para translocagdes
robertsonianas, » para cromossomos em anel identificaveis, mar para cromossomos extra-
numerarios € anéis muito pequenos nio identificaveis, dup para duplicagdo de alguma
banda dentro do cromossomo, ins para inser¢do de uma parte de um cromossomo em outro,
¢ der para cromossomo derivado. Os sitios frageis, por sua vez, sdo identificados pela
abreviatura fra.

A hibridiza¢do in situ por fluorescéncia, surgida no final dos anos 80, ¢ um método

3
que une 0 mapeamento cromossomico ao molecular. Caracteriza-se pelo uso de sondas de



DNA marcadas para identificar regides de DNA complementar em cromossomos fixados
em laminas (Fig. 9). A hidridizagdo in situ oferece novas e extraordinarias possibilidades
para 0 mapeamento genico; atualmente pode-se mapear qualquer gene ou seqiiéncia de
DNA que ja tenha sido clonado. Uma vantagem adicional desta técnica ¢ o fato de poder
ser usada para detectar alteragdes tanto em metafases e prometafases quanto em nucleos
intertasicos.

A técnica de hibridizagdo in siu permite a detecgdo de sequéncias de 4cidos
nucléicos, tanto RNA quanto DNA, em preparacoes citologicas. Esse metodo foi aplicado,
primariamente, no mapeamento de seqiiéncias de DNA especificas de determinados
cromossomos. Ele se baseia nos estudos pioneiros de GALL & PARDUE [1971], que
utilizaram sondas de RNA ribossomico 18 + 28S marcado para detectar esses genes no

nucléolo de Xenopus laevis, e no estudo de JONES [1970], que localizou DNA satélite nas

regides heterocromaticas centroméricas de cromossomos de camundongos. Estudos
subsequentes, por esses e outros investigadores, estenderam a aplicagdo dessa técnica ao
mapeamento de outras seqiéncias repetidas de DNA em genomas de diferentes especies.

A hibridizagdo in situ pode ser utilizada para identificar todo um cromossomo (o
chamado painting), pequenas regides deste, ou apenas sua regido centromeérica diretamente
sobre preparagdes citologicas fixadas em lamina. O método usado para detectar a sonda de
DNA vai depender, entdo, da marcacio utilizada: radioativa ou por fluorescéncia.

[nicialmente, a hibridizacdo in situ foi aplicada com o objetivo de detectar
anormalidades em investigagdes citogenéticas selecionadas, sendo utilizada, portanto, em
preparagées de células em divisdo [PINKEL, 1986]. Mais tarde, a aplicacdo da
hibridizagdo in situ estendeu-se a cortes histologicos embebidos em parafina,
principalmente para detec¢do de RNA ou DNA viral [PORTER, 1988; VIEGAS-
PEQUIGNOT, 1989]. Recentemente, passou a ser aplicada para a identificagio de
aberragdes numeéricas de cromossomos em nticleos interfasicos de tumores malignos; desse
modo, a hibridizagdo in situ tornou-se a base da chamada “citogenética de interfase”
[HOPMAN, 1991; TIAINEN,1992].

Citogenética de interfase, um termo introduzido por CREMER [1986], vem
designando uma nova e especializada proposta para a identificagdo de aneuploidias em

nucleos interfasicos usando sondas de DNA cromossdmico especifico em um



procedimento de hibridizagdo in situ. A hibridizagao in siru por fluorescéncia esta sendo
muito utilizada na pratica clinica [LICHTER & WAND, 1990]. Sua alta sensibilidade ¢ o
fato de exigir a simples detecgdio de sinais em niicleos trazem a vantagem de permitir a
determinac@o do niimero exato de cromossomos por meio da analise de um grande numero
de células, sendo extremamente util na determinagdo da verdadeira porcentagem de
linhagem celular andmala, em casos de mosaicismo em diferentes orgdos e tecidos que nio

estejam em divisdo.

19 20 21 22 X

Figura 8 - Célula submetida a técnica de alta resolugdo para analise cromossdémica (550
bandas por lote hapléide (46,XY). (Cortesia do Laboratério de Citogenética Humana do
Depto. de Genética Médica — FCM ~UNICAMP).



Figura 9 . Hibridizag8o in situ por fluorescéncia utilizando sonda centromérica de X em
nucleos interfasicos com aumento de 40 vezes. (Cortesia da Profa. Dra. Nilma Lucia
Viguetti Campos, do Laboratério de Citogenética Humana do Departamento de Genética
Médica — FCM — UNICAMP)

IL.4. A Incidéncia das Aberracdes Cromossdmicas

Estima-se que as aberragdes cromossdmicas estejam presentes em pelo menos 10%
de todos os espermatozoides e 25% dos ovécitos maduros [MUELLER & YOUNG, 1998].
Sabe-se, ainda, que 15 a 20% das gestagdes clinicamente reconhecidas terminam em aborto
espontaneo, ¢ que, dentre estes, aproximadamente 50% sdo decorrentes de uma aberragdo
cromossomica [LAURITSEN, 1976]. A freqiiéncia das diferentes aberragdes encontradas

em abortos espontineos encontra-se na Tabela [



Da concepgdo até o termo, a incidéncia de aberragdes cromossomicas diminui
rapidamente: ela ¢ de 5% entre natimortos e de 0,5 a 1% entre recém-nascidos vivos
[HAMERTON et al.. 1975, LAURITSEN, 1976; YOUNG er al.. 1984, MUELLER &
YOUNG, 1998]. Quando se compara diferentes populagdes, observa-se que a incidéncia
das aberracdes numéricas em recém-nascidos ¢ relativamente constante; por outro lado, a
freqiéncia de aberragdes estruturais varia significativamente [YOUNG et al., 1984]. A
Tabela II mostra a incidéncia das diferentes aberragdes cromossomicas entre recem-
nascidos; € interessante notar, ainda, que uma alta proporgdo dos casos de aneuploidias
comumente reconhecidas ao nascimento ¢ abortada espontaneamente (Tabela III), ou seja,

ha uma alta selecdo intra-utero contra os conceptos aneuploides.

Tabela I Aberragdes cromossomicas em abortos espontaneos (percentual em relagdo ao
total de abortos cromossomicamente andomalos) (MUELLER & YOUNG 1998).

“Aberracio Cromossomica | - Freqiléncia (%)
~ Trissomia 13 1 2 .I'.

Trissomia 16 15
Trissomia 18 3
Trissomia 21 5
Outras trissomias 25
Monossomia X 20
Triploidia 15
Tetraploidia 5
Outras 10




Tabela IL Incidéncia de aberragdes cromossomicas em criangas recem-nascidas (estimada
a partir dos resultados de diversos trabalhos publicados, agrupados por YOUNG er al.
[1984], num total de 59.452 recém-nascidos).

ABERRACAQO | INCIDENCIA]
cnomossémm g I,

Trissomias autossémicas
- 21
- 18
Aneuploidias de 19,8
Cromossomos sexuaits
Fenotipo feminino’ 15,2
Fenotipo masculino 22,3
Aberragdes estruturais | 26,9
Equilibradas 21,0
Desequilibradas 3.9
Qutros 1,9
Total 62,9

1= incidéncia em relagdo aos recém-nascidos do sexo feminino
2= incidéncia em relagdo aos recém-nascidos do sexo masculino

Tabela IIL Freqiéncia de abortamento espontdneo entre conceptos com aneuploidias
comumente reconhecidas [MUELLER & YOUNG, 1998].

- Aberracio . | Proporcdode Conceptos

Cromossomica | hortados Espontaneamente (%)
Trissomia 13 95
Trissomia 18 95
Trissomia 21 80
Monossomia X 98




IL5. Fenétipos Associados as Aberracdoes Cromossomicas

Aberra¢des numéricas ou estruturais desequilibradas de origem pre-zigotica, bem
como as pos-zigoticas surgidas precocemente no periodo embrionario, determinam o
surgimento de anomalias congénitas ¢ distirbios de crescimento € desenvolvimento. As
manifestagdes clinicas observadas em individuos com aberragoes envolvendo autossomos
(cromossomos do par | ao 22) sdo, basicamente, o retardo de crescimento intra-uterino €
pos-natal, sinais dismorficos, especialmente de face, membros e genitais, malformagoes
multiplas, e retardamento neuropsicomotor. Embora nenhuma dessas caracteristicas seja
obrigatéria, a deficiéncia mental ¢ a mais constantemente observada. Ja nas aberragdes
envolvendo cromossomos sexuais salientam-se os disturbios da fungdo gonadal e do
crescimento (alta ou baixa estatura) [SCHINZEL, 1984; VOGEL & MOTULSKY, 1997].

Por sua vez, aberragdes estruturais equilibradas (como inversdes, translocagdes
reciprocas e robertsonianas) ndo determinam, via de regra, alteragdes fenotipicas em seus
portadores; representam, porém, um risco a geragdo seguinte, ja que estes produzem com
alta freqiiéncia gametas com desequilibrio do material cromossomico, e, portanto, tém
risco aumentado de uma progénie anormal. Costumam ser averiguados, portanto, a partir
da idade reprodutiva, devido a esterilidade, infertilidade (abortamento habitual), ou pelo
nascimento de criangas com anomalias congénitas multiplas [VOGEL & MOTULSKY,
1997]. Eventualmente, individuos com aberragoes estruturais balanceadas podem
apresentar fenotipo andmalo; acredita-se que nesses c€asos genes especificos estejam
truncados, deletados ou inativados pelo rearranjo cromossomico [JACOBS, 1974,
FUNDERBEURK et al.. 1977;: WARBURTON, 1991; TOMMERUP, 1993]. As chamadas
“aberragdes cromossomicas equilibradas associadas a genotipos anomalos” (DBCRs,
disease associated balanced chromosome rearrangements) sio encontradas em casuisticas
de laboratérios de citogenética humana numa freqiiéncia seis vezes maior que na
populagdo em geral. Seu estudo tem sido utilizado na clonagem posicional de varios genes

[COLLINS, 1995, BUGGE et al., 2000].



IL.6. Indica¢des para Andlise Cromossomica

Como ja foi visto, as aberragdes cromossomicas podem ter manifestagoes clinicas

diversas. Consequentemente, sdo varias as indicagdes para analise cromossomica, como

relacionado a seguir.

a) Quadro clinico compativel com uma determinada aberragdo cromossomica

Mesmo em situagdes em que o quadro clinico ¢ caracteristico de uma determinada
aberragdo cromossomica, ¢ importante que o diagnostico seja confirmado pela analise
citogenética. No caso da S. de Down, por exemplo, o exame do cariotipo € importante nio
sO para dirimir quaisquer duvidas quanto a esse diagnostico, mas também para detectar os
casos decorrentes de translocagdo envolvendo o cromossomo 21, que pode ter sido herdada

de um dos genitores [GELEHRTER, COLLINS, GINSBURG, 1998].

b) Anomalias Congénitas Multiplas

Toda crianga com anomalias congénitas multiplas que ndo configurem um quadro
sindromico de etiologia bem definida deve ser submetida a estudo citogenético, visto que 0
diagnostico de uma aberragdo cromossdmica facilita o estabelecimento do prognostico
individual e do risco de recorréncia familial. O diagnostico de pequenas anomalias
estruturais pode exigir analise com bandamento de alto poder de resolugdo, ou mesmo

hibridizacio in situ [GELEHRTER, COLLINS, GINSBURG, 1998; MUELLER &
YOUNG, 1998].

¢) Retardo Mental

Dentre os casos de retardo mental, cerca de 50% sdo atribuidos a fatores genéticos,
e. dentre eles, pelo menos um tergo sdo decorrentes de aberragdes cromossomicas. Embora
muitas destas criangas tenham outras alteragdes fenotipicas, tais como atraso de
crescimento, malformagdes e dismorfismos, isso ndo € obrigatorio. Dentre as causas de
retardo mental que dependem de diagnostico citogenético esta a sindrome do cromossomo
X fragil; quando hé essa suspeita diagndstica, ¢ necessaria a utilizagdo de técnicas
especificas de cultura [GELEHRTER, COLLINS, GINSBURG, 1998; MUELLER &

frd
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YOUNG, 1998]. Recentemente, tem sido verificado por meio de hibridiza¢do i situ que a
haploinsuficiéncia de regides subteloméricas sdo causa frequente de retardo mental em

casos até entdo considerados 1diopaticos [SLAVOTINEK e colaboradores, 1999].

d) Ambigiiidade Genital ou Desenvolvimento Sexual Anormal

O nascimento de uma crian¢a com ambiguidade genital deve ser considerado uma
emergéncia médica, ndo somente pelo estado emocional dos pais € pela urgéncia em se
definir o sexo de criagdo, mas também pela importdncia do diagnostico da hiperplasia
adrenal congénita na forma perdedora de sal, patologia potencialmente letal que determina
pseudohermafroditismo feminino. Assim sendo, a analise cromossdmica deve estar entre as
primeiras investigagdes laboratoriais a serem realizadas [GELEHRTER, COLLINS,
GINSBURG, 1998; MUELLER & YOUNG, 1998].

O atraso puberal em ambos os sexos, amenorréia primaria ou ginecomastia sdo
também indicagdes para analise cromossémica ja no inicio da investiga¢do clinica. Deste
modo ¢ possivel chegar a diagnosticos tais como a sindrome de Turner (cariotipo 45.X,
entre outros) ou a sindrome de Klinefelter (47,XXY). Por outro lado, um cariotipo normal
direcionara a investigagdo de outras possiveis causas, particularmente os distirbios

endocrinos [MUELLER & YOUNG, 1998].

e) Esterilidade Masculina

A esterilidade inexplicada ¢ indicagdo para analise cromossomica, principalmente
se a investigagdo revelar a existéncia de azoospermia, ja que pelo menos 5% desses
homens sdo portadores da sindrome de Klinefelter [MUELLER & YOUNG, 1998]. Mais
raramente, um rearranjo cromossomico complexo, como, por exemplo, uma translocagdo,

pode causar um grave disturbio na meiose, impedindo, assim, a gametogénese [BUGGE ¢

colaboradores, 2000].

f) Aborto Habitual (Infertilidade)
Como ja foi dito, pelo menos 15% de todas as gestagdes terminam em abortos

espontdneos, e cerca de 50% deles sdo decorrentes de uma anormalidade cromossomica.

Alguns casais tém perdas gestacionais freqiientes, definindo-se como abortamento habitual



3

a ocorréncia de trés ou mais abortos espontineos. Em 3 a 6% desses casais, um dos
conjuges ¢ portador de um rearranjo cromossomico. Assim sendo, a analise cromossomica
deve ser rotineiramente realizada em casais que tiveram trés ou mais perdas gestacionais

espontaneas [GELEHRTER, COLLINS., GINSBURG, 1998, MUELLER & YOUNG,
1998].

¢) Natimortos

A presenga de retardo de crescimento intra-utero € pelo menos uma anomalia
congénita em caso de natimortalidade ou obito neonatal deve ser indicagdo para estudo
cromossomico. O sangue ou pele do bebé devem ser coletados antes do obito, ou o mais
rapidamente possivel apos sua ocorréncia, ja que fibroblastos de pele continuam viaveis
por alguns dias apos a morte. As anormalidades cromossomicas sdo a causa de 5% de
todos os casos de natimortalidade e morte neonatal, ¢ nem todos esses casos apresentam

anomalias multiplas [MUELLER & YOUNG, 1998].

h) Cancer e Sindromes de Quebras Cromossomicas

Certos tipos de leucemia e tumores solidos estdo associados a anormalidades
cromossomicas especificas, fazendo com que estudos citogenéticos sejam de importancia
diagnostica e prognostica em relagdo a determinadas neoplasias. Ha ainda quadros
sindrémicos de etiologia genética, como as sindromes de Fanconi ¢ Bloom. que sdo
associados a instabilidade cromossomica e risco elevado de surgimento de leucemias e

outras neoplasias [GELEHRTER, COLLINS, GINSBURG, 1998; MUELLER & YOUNG,
1998].

I1.7. A averiguagdo das aberrac¢des cromossémicas em servigos de Genética Clinica
Sdo poucos os trabalhos publicados na literatura medica a partir dos anos 80 a
respeito da freqiiéncia das diferentes aberragdes cromossomicas na casuistica global de

servigos de genética clinica. A consulta a base de dados LILACS (Literatura Latino-

Americana ¢ do Caribe em Ciéncias da Saude), que contém mais de 150.000 registros de

10



cerca de 670 revistas da area da saude, além de outros documentos, como teses ¢ anais de

congressos, a partir de 1982 (http:// www.bireme.br/bvs/P/pbd.htm), ndo permitiu a

localizagdo de trabalhos com essas caracteristicas. Por sua vez, a consulta a0 Medline, base
de dados da literatura internacional que contém referéncias e resumos de mais de 4.000
titulos da area médica e biomédica desde 1966 (por meio do site do PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed), revelou um Gnico trabalho referente a casuistica

de exames citogenéticos de pacientes avaliados em um servigo de genetica clinica
brasileiro. Esse trabalho, publicado por ERDTMANN, SALZANO, MATTEVI em 1975,
avalia a frequéncia de aberragdes cromossomicas em individuos encaminhados por
anomalias congénitas e (ou) deficiéncia mental.

Dentre os trabalhos referentes a freqiéncia de aberragdes cromossomicas na
casuistica global de servigos de genetica clinica, esta varia de 13,4% a 28,3%. VERMA &
DOSIK [1980], trabalhando no Long Island College Hospital, em Nova lorque (EUA),
observaram aberragdes cromossomicas em 97 dos 357 pacientes avaliados (27,2%). Um
estudo realizado no Texas (EUA), na University of Texas Health Science Center [YOUNG
et al., 1984], referente a 1.201 pacientes, revelou que 861 (71,7%) tinham cariétipo normal
¢ 340 (28.3%) andomalo. Também em 1984, MILIA er al. publicaram o resultado da analise
citogenética de 282 pacientes atendidos no Instituto de Genetica da Universidade de
Cagliari, na Italia; destes, 21,6% apresentavam aberragdes cromossomicas.

Outro trabalho, realizado em Nashville (EUA), no Vanderbilt University Medical
Center [BUTLER & HAMILL, 1995], referente a 2.821 exames citogenéticos, revelou que
2.412 (85,5%) tiveram resultado normal e 409 (14,5%) eram andmalos. Finaimente, em um
estudo realizado na Arabia Saudita no King Khalid University Hospital [AL HUSAIN &
ZAKI, 1999], referente a 1.000 pacientes, 134 (13,4%) apresentavam aberragdes

cromossomicas ao exame de cariotipo. A Tabela IV mostra a freqiéncia das diferentes

>

aberragdes observadas em trabalhos nos quais os dados necessarios puderam ser extraidos.
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Tabela 1V. Casuisticas nao-oncologicas de laboratonos de citogenética humana ligados a servigos
universitarios de genética clinica.

e PR . msnglm : ﬁhatm | cols., 1984 | & ZAKI,
No. de casos 357 282 1.201 1.000
analisados
No. de cariétipos 97 (27,2%) |61 (21,6%) |340(28,3%) |134 (13,4%)
anomalos
Trissomias autossomicas | 60 (61,9%) |34 (55.7% 173 (50.9%) |66 (49.3%)

+ 21 39 33 137 38
+ 18 / i 27 7
+ 13 - - 9 -

- 8 (mosaico) - - - /

- 9 {mosaico) - - - -
Aneuploidias de 20(20.6%) |8(13.1%) 54 (15,9%) |17 (12,7%)
Cromossomos sexuais

Fendtipo feminino 12 4 36 6

Fenotipo masculino 8 4 /8 11
Aberragdes estruturais |9 (9.3%) 19 (31,1%) 106 (31,2%) [51(38%)

Equilibradas / 10 26 21

Desequilibradas 8 9 80 30
Qutros 8 (8.2%) - 7 (2.0%) -

IL 8. O Laboratério de Citogenética Humana do Departamento de Genética Médica
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP

O Laboratorio de Citogenética Humana (LCH) do Departamento de Genética
Médica da UNICAMP foi criado em [967 na Maternidade de Campinas pelos professores
Bernardo Beiguelman, Francisco Pisani, Regina Pisani e Walter Pinto Junior. Embora as
condi¢des iniciais fossem precarias ¢ o trabalho fosse em grande parte artesanal (desde a
destilagdo de agua até o preparo ¢ a filtragem do meio de cultura), nesta ¢poca foi instalada
a primeira camara asséptica do laboratorio, ¢ ali foram realizados os primeiros exames.
Posteriormente, o laboratério foi transferido para um prédio em frente a reitoria da
UNICAMP, ja na Cidade Universitana.

A partir de 1974, o LCH 1niciou suas atividades no Instituto de Biologia da

UNICAMP, dando continuidade a analise do caniotipo dos pacientes atendidos no Servigo



de Genética Clinica. A incorporagdo definitiva das técnicas de banda G ocorreu em 1981 ¢
1982: no entanto, até meados dos anos 80 a analise de casos de suspeita clinica de
sindrome de Down continuou a ser realizada com a colorag¢do usual. Embora o estudo com
bandas G venha sendo realizado desde entdo como rotina. em casos especiais também se
dispde das técnicas de bandas Q, C, R e NOR.

Em 1986, o LCH foi transferido para o Hospital das Clinicas da UNICAMP. A
partir de 1988 houve a padronizagdo da técnica para o estudo do sitio fragil do
cromossomo X, a qual fol incorporada a rotina do laboratorio desde entdo. Em 1997, o
LCH mudou-se mais uma vez, agora para o prédio da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, onde esta ate hoje. Em 1998 foi padronizada a teécnica de alta resolugdo

(distensdo cromossomica), ¢ a partir de margo de 1997 o LCH conta ainda com um

analisador de imagens .

[L9. O Servico de Genética Clinica do Departamento de Genética Médica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP

O Servigo de Genética Clinica (SGC) do Departamento de Genética Médica da
UNICAMP iniciou suas atividades em 1970 com a criagdo de um ambulatorio geral. A
partir de 1989 este servigo foi ampliado com a criagdo dos ambulatorios de Sindrome de
Down, do Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinagdo e Diferenciagdo do Sexo
(GIEDDS) (atendimento voltado para investigagdo de ambigiiidade genital e
hipogonadismo, incluindo casos de suspeita clinica de sindrome de Turner e Klinefelter), e
de Genética Perinatal, sendo que esse altimo permitiu maior interagdo com 0s servigos de
obstetricia e neonatologia. No final dos anos 80 surgiram outros ambulatorios
especializados, porém pouco relacionados ao LCH (Anomalias Cranio-Faciais, Deficiéncia
Auditiva e Visual, Erros Inatos do Metabolismo e Neurogenética).

Essa diversificacdo do atendimento no SGC ocorreu paralelamente a um aumento
significativo no encaminhamento de pacientes ao servigo; de fato, o numero de casos
atendidos por ano na década de 90 foi mais do que quatro vezes maior que na década de

70. Em consequéncia, aumentou também significativamente o numero de exames de

cariotipo realizados no LCH.



I11. Objetivos



Geral:

Descrever a casuistica ndo oncologica do Laboratorio de Citogenetica Humana do

Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP desde

sua cria¢do (1970) a 1999.

Especificos:

1.

_I\J

Determinar a frequéncia de cariotipos normais € anomalos e das diferentes aberragoes

cromossomicas numéricas e estruturais no total da casuistica, bem como sua evolugio

ao longo dos anos.
Analisar os casos de aberracdo estrutural no que se refere a sua origem (herdada ou ndo

herdada).
Comparar os resultados obtidos com os de outros laboratorios ligados a servigos de

genética clinica, publicados na literatura pertinente.
Comparar a distribuigdo das diferentes aberragdes numéricas observadas neste trabalho

com aquela encontrada em recéem-nascidos.
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IV. Casuistica e Métodos



A casuistica foi composta pelos exames de canotipo ndo oncologicos realizados de
1970 a 1999 no Laboratorio de Citogenetica Humana (LCH) do Departamento de Genetica
Médica da UNICAMP

Os resultados de 4.244 exames de cariotipo foram extraidos do arquivo do LCH, e
referem-se aos casos-indice de cada familia atendida no SGC. Na situacdo de casais
avaliados devido a anomalias congénitas de origem indeterminada na prole ou por
infertilidade. ambos os conjuges foram considerados casos-indice.

Os dados relativos ao resultado dos exames citogenéticos (resultado normal,
aberragdes numéricas e aberragdes estruturais) foram obtidos para o total da amostra, e
também separados segundo a época em que esses exames foram realizados: de 1970 a
1979, de 1980 a 1989 e de 1990 a 1999. Nos anos 70 eram analisadas, via de regra, 32
metafases em coloragdo usual, podendo esse numero ser ampliado em situagdes especiais,
como em casos de suspeita de mosaicismo; no final dos anos 70, foi padronizada a técnica
de bandas Q. Nos anos 80, o nimero de metafases analisadas caiu para 11, e na suspeita de
mosaicismo era elevado para 32. A partir de 1981/1982, fo1 implantada na rotina a técnica
de bandamento G, com nivel de resolugdo de cerca de 300 a 400 bandas por lote hapléide.
Nos anos 90, a resolugdo foi ampliada para 500 a 700 bandas por lote haploide, e eram
analisadas rotineiramente 16 metafases; em casos de suspeita de sindrome de Down eram
analisadas 11 células, em casos de sindrome de Turner 50 c€lulas, e em casos com suspeita
de sindrome do cromossomo X fragil eram analisadas 100 células em homens e 200 células
em mulheres.

A nomenclatura utilizada na descrigdo desta casuistica foi a recomendada na
conferéncia de Menphis; na pratica, adaptagdes a nomenclatura mais recente foram
necessarias apenas em alguns casos de aberracdo estrutural, como nos casos de deficiéncia
cromossomica, em que, por exemplo, a notagdo 4p- foi modificada para def(4p).

Foram examinados de modo mais detalhado 140 casos de aberragdo estrutural,
verificando se a aberragdo era herdada ou ndo, e, em caso positivo, se a heranga era
materna ou paterna.

A comparagdo da freqiéncia das diversas aberragdes cromossomicas no decorrer

dessas trés décadas, bem como a comparagdo dos resultados deste trabalho com outros
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publicados na literatura pertinente, foram feitas por meio do teste do %, com grau de
significancia (a) de 5% [BEIGUELMAN, 1988]

A fim de proceder a comparagdo com casuisticas de outros servicos de genética
clinica ligados a servigos universitarios, foram analisadas primeiramente aquelas citadas na
Tabela IV da introdugdo deste trabalho. Verificou-se que as quatro  diferem
significativamente quanto a freqiéncia de cariétipos com resultado normal e anémalo
(x"{ﬁl_zhm 75,82; P<0,001) e também quanto a distribuicdo das diferentes aberragdes
cromossdmicas observadas (y’L=o= 40,85: P<0,001). No entanto, ndo houve diferenga
significativa quanto a distribuicio dos aberragdes cromossomicas entre as trés mais
recentes: as de MILIA ez al. [1984], YOUNG ez al. [1984] e AL HUSAIN & ZAKI [1999]
(XE(GIF()}: 6,60; P=0,36). Assim sendo, foi possivel considera-las em conjunto, agrupando
os dados em uma unica amostra.

Embora os sitios frageis sejam considerados distintos das aberragdes estruturais,
AL HUSAIN & ZAKI (1999) incluiram os casos de sitio fragil do cromossomo X entre as
aberragdes estruturais, e ndo foi possivel encontrar, nos artigos de MILIA et al. ( 1984) e de
YOUNG et al. (1984), mengdo a se foram detectados e como haviam sido classificados
casos de sitio fragil do cromossomo X. Assim sendo, e uma vez que ¢ pequeno o namero
de pacientes com esse diagndstico citogenético, optamos por inclui-los entre os casos de
aberragdo estrutural para realizar a analise estatistica.

Por sua vez, a comparagdo entre a proporgdo das diferentes aberragdes numéricas
observadas no LCH e aquela encontrada ao nascimento tomou por base o estudo
citogenctico de 34.910 recém-nascidos publicado no inicio dos anos 90 por NIELSEN &
WOHLERT [1991], no qual foi possivel obter detalhes suficientes para a comparagdo das

diversas anomalias cromossdémicas isoladamente.
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V. Resultados



1. Andlise da casuistica do Laboratério de Citogenética Humana — Departamento de

Genética Médica — FCM - UNICAMP
- Aspectos Gerais

No total da casuistica, observou-se aberra¢des cromossomicas em 37,9% dos
exames realizados. A distribuigdo dos cariotipos com resultado normal e anomalo mostrou-
se praticamente a mesma ao longo dos anos, com cerca de 38% de resultados anormais
(',xlu;L=y,=0,I32; P=0,94) (Tabela V; Fig. 10). Entre esses ultimos, houve um predominio
acentuado das aberragdes numericas (3,3:1 no total da amostra).

No que se refere aos cariotipos com resultado normal, observou-se um desvio
significativo na razdo de sexo, com predomindncia do sexo masculino, no total dos casos
analisados (1.380M:1.256F) (x: (GL=1) = 5,8; 0,02>P>0,01). Quando se analisa as trés
épocas isoladamente, verifica-se que esse desvio so foi significativo nos anos 80
(439M:358F) (x° (GL=1) = 8,2; P<0,01) (Tabela V; Figura 11).

A distribuicdio das aberragdes numéricas e estruturais modificou-se
significativamente nos ultimos 30 anos as custas de um aumento progressivo na frequéncia
de anomalias estruturais ¢ de uma diminuigdo das numericas (XE(GL;:.\:‘ 26.95; P<0,001)
(Tabela V; Figura 12). Esse aumento ocorreu principalmente entre os anos 70 € 80, ja que a
freqiiéncia de aberragdes numéricas, estruturais, e de cariotipos normais ndo se modificou
significativamente entre os anos 80 e 90 (X\cL=2= 2,95; P=0,23).

Dentre as aberragdes numéricas (Tabela VI), predominaram acentuadamente as
trissomias autossomicas, € essa predominancia se acentuou com o passar do tempo. Entre
as trissomias autossomicas, por sua vez, a sindrome de Down respondeu por cerca de 95%
dos casos. A freqiiéncia das aneuploidias de cromossomos sexuais (que corresponderam a
cerca de 16% das aberragdes numéricas no total da amostra) diminuiu ao longo do tempo, a
ponto de, nos anos 90, ser praticamente a metade da observada nos anos 70.

Ja no que se refere as aberragdes estruturais, observou-se que as desequilibradas
predominaram acentuadamente sobre as equilibradas. Embora tenha havido um aumento

na propor¢do das aberragdes equilibradas ao longo do tempo (de 15,4% nos anos 70 para

19



22.4% nos anos 90), esse aumento ndo ¢ estatisticamente significativo (XEE\GL=33= 0,84;
P=0,66).

Entre as aberragcdes estruturais equilibradas, predominaram as inversdes
(particularmente as inversdes pericéntricas do cromossomo 9), seguindo-se as
translocagdes. Entre essas ultimas, as reciprocas foram mais freqientes que as
robertsonianas. Quanto as aberragdes estruturais desequilibradas, predominaram os
cromossomos marcadores, seguidos de deficiéncias, trissomias parciais, translocagdes
robertsonianas, 1S0cromossomos € cromossomos em anel. Observou-se, ainda, que a partir
dos anos 80 houve ndo so um aumento no nimero de aberragdes estruturais diagnosticadas,
mas também uma maior diversidade de diagnosticos (Tabela VI).

Entre os 1.031 casos de sindrome de Down no total da amostra, 955 (92.6%) eram
de trissomia livre ¢ universal, 33 (3.2%) mosaicos. e 43 (4,2%) decorrentes de
translocagdes robertsonianas desequilibradas envolvendo o cromossomo 21. Ao longo do
tempo houve modificagdes significativas nessas freqiéncias (¥ cr=o= 11,81; P=0,02); de
fato, os casos de mosaicismo e de translocagfo robertsoniana corresponderam, nos anos 70,
a 8,0 e 4,4%, nos anos 80 a 3.7 e 5,0%, e nos anos 90 a 2.1 e 3,7%, respectivamente. A
propor¢do de casos de translocag¢do em relagdo aos demais foi semelhante nas trés décadas
analisadas (x° r-n= 0.82: P=0,66); por outro lado, houve queda significativa na
frequéncia de casos de trissomia do 21 em mosaico em relagio aos demais (%° L=
10,86; P<0,01).

Observou-se, ainda, entre os casos de sindrome de Turner, uma freqiéncia
progressivamente menor de cariotipos 45,X associada a um aumento progressivo dos casos
de aberragdo estrutural (com ou sem mosaicismo). De fato, nas 3 décadas analisadas, a
freqiiéncia de cariotipos 45,X e a de aberragdes estruturais passa, respectivamente, de 55%

e 3.7% (anos 70) para 41,5% e 29,2% (anos 80) e para 27,9% e 42,3% (anos 90).

- Origem das Aberrac¢oes Estruturais

No conjunto dos casos de aberragdo estrutural em que foi estudado o caridtipo dos

genitores, a anomalia havia sido herdada em somente cerca de 31%; destes, 72% eram de



heranga materna. A freqiiéncia de casos herdados foi maior nas inversses (73% dos casos)
¢ translocagdes (40%), ¢ menor nas trissomias parciais (27%) e deficiéncias ( 13%) (Tabela

VII).

2. Comparacido com outras casuisticas de laboratérios de citogenética humana ligadas

a servicos de genética clinica

Em comparagdo com as casuisticas de MILIA et a/. [1984], YOUNG et al. [1984] e
AL HUSAIN & ZAKI [1999] consideradas em conjunto, no LCH da UNICAMP
observou-se um predominio mais acentuado de trissomias autossomicas, bem como uma
menor frequéncia de aberragdes estruturais. Essas diferencas sdo estatisticamente
significativas (f((,[,:n: 34,32, P<0,001), ¢ o mesmo se observa quando comparamos o
conjunto das trés casuisticas com os resultados encontrados apenas nos anos 90 {‘xl{(jL=3)=

33,15; P<0,001) (Tabela VIII, Figura 13).

3. Comparacio entre a distribui¢cio das diferentes aberracdes numéricas observadas

neste trabalho e aquela encontrada em recém-nascidos.

A comparagdo com a amostra de recém-nascidos estudada por NIELSEN &
WOHLERT [1991] revelou diferengas expressivas com a propor¢io das diferentes
aberragdes numéricas observadas em nossa casuistica. Houve uma propor¢ao
acentuadamente maior de casos de trissomia 21 e de Sindrome de Turner associada a uma
menor proporgdo das demais trissomias autossomicas e das demais aneuploidias de
cromossomos sexuais. Embora os dados que se encontram na Tabela IV e na Figura 15 nio

exijam andlise estatistica, esta comprovou que essas diferengas sdo altamente significativas

(X GL=n= 373.52; P<<0,001).

51



Tabela V: Distribui¢do do resultado dos exames de caridtipo analisados no LCH —
UNICAMP segundo a época da sua realizagdo (estudo feito com base em casos-indice).

RESULTADOS | 7079 | 8080 | 9099 | TOTAL

Cariétipo Normal | 263 (61,7%) | 797 (62,5%) | 1.576 (62%) 2,636 (62,1%)
46, XY 130 (30,5%) 439 (344%) | 811 (31,9%)| 1.380 (32,5%)
6.XX|  133(31,2%)| 358(28,1%)| 765(30,1%)| 1.256 (29,6%)

Aberracdes 163 (38,3%) 478 (37,5%) 967 (38%) | 1.608 (37,9%)
Numéricas 150 (35,2%) 372(29,2%) | 713 (28,0%)| 1.235(29,1%)
Estruturais 13 (3,1%) 106 (8,3%)| 254 (10,0%) 373 (8,8%,)

Total 426 1.275 2.543 4.244

E Normal
E Anomalo

70 80 90 Total

Figura 10- Distribui¢do percentual dos cariétipos normais e andmalos nas trés décadas
analisadas e no total da amostra.



Tabela VI: Distribui¢do dos casos de aberragdes cromossomicas diagnosticadas no LCH —
UNICAMP segundo a época de sua realizagdo.

1= sem aberragdes estruturais

2=46,XY/47 XXY; 48 XXXY; 48, XXYY; e 49, XXXXY, entre outros

70-79 -8 | TOTA
150 372 1.235
Trissomias autossdmicas 114 (76%) |296 (79.6%) | 624 (87,5%) | 1.034 (83,7%)
+21 108 286 594 988
- Sent mosaicismo 99 275 581 955
- em mosaico 9 11 13 33
+ 18 3 - 20 27
+ 13 1 -+ 8 13
+ 8 (mosaico) 2 1 2 5
+ 9 (mosaico) - 1 - 1
Aneuploidias de 35(23,3%) {73 (19,6%) |87 (12,2%) |195(15,8%)
Cromossomos sexuais
Fenotipo feminino 29 53 70 152
Sindrome de Turner 26 46 64 136
- 45X 15 27 31 73
- mosaico ' 11 19 33 63
47 XXX k) 7 4 14
- Sem mosaicismo 3 3 - 6
- em mosaico - 4 4 8
48, XXXX - - 2 2
Fenotipo masculino 6 20 17 43
Sindrome de Klinefelter 6 17 17 40
- 4?.,’0['};’ 5 11 15 31
- quadros Klinefelterianos * / 6 2 9
47.XYY - 3 - 3
Outros 1(0,7%) 13 (0,8%) 2 (0,3%) 6 (0,5%)
Aneuploidia dupla 1 5 - 4
Tetraploidia - = 2 2
(continua)



Tabela VI (continuagdo): Distribuigdo dos casos de aberragdes cromossomicas
diagnosticadas no LCH — UNICAMP segundo a época de sua realizacdo.

ABERRACOES E 13 1 254 373
ESTRUTURAIS
Equilibradas 2(154%) [20(18,9%) |57 22,4%) |79 (21,2 %)
Inversoes 1 12 31 44
inv(9) - 11 26 37
inv(Y) 1 - 2 3
inv(2) - - 1 1
inv(7) - [ / 2
inv(8) = . / /
Translocagdes 1 8 25 34
Robertsonianas - ] S )
- envolvendo o 21 - ! - /
- outras - - 8 8
Reciprocas / 7 17 25
Inser¢des - - 1 1
Desequilibradas 11 (84,6%) [ 86 (81,1%) | 197 (77,6%) |294 (78,8%)
Cromossomos marcadores 1 12 44 57
Associados a aberragdes numéricas i 4] 13 20
de crom. sexuais
- em mosdico ! 4 12 17
- sem mosaicismo - 2 / 3
Outros 0 6 i 27
Deficiéncias 2 26 28 56
del(4p) - 5 9 14
del(5p) I 3 / 5
del(Xp ou g) em mosaico - / 2 3
outras ] 17 16 34
Trissomias parciais 3 13 38 54
Cromossomos derivados 3 13 35 Xl
duplicagdes - - 3 3
Translocagdes robertsonianas 5 15 23 43
envolvendo o cromossomo 21

(continua)



Tabela VI (continuagdo): Distribuicdo dos casos de aberragdes cromossomicas
diagnosticadas no LCH — UNICAMP segundo a época de sua realizagio.

[socromossomos 9 24 33
i(Xq) 20 28
- €M Mosaico /3 24
- sem mosaicismo 7 7
i(12p) 2 2
i(18p) 1 2
i21g) 1 ]
Cromossomos em anel 2 11 13
r(X) em mosaico 6 8
r(6) l 1
r(7) / /
r(14) / 1
r(18) ! !
r(21) / /
Outros 2 3 5
SITIO FRAGIL DE X 26 33




Tabela VII: Distribuigdo dos casos de aberragdes cromossomicas estruturais em que
foram realizados os exames de cariétipo dos genitores, de acordo com a origem (“de
novo”, heranga materna ou paterna).

Translocagdes 40 24 (60%) 16 (40%) 15 1
robertsonianas 22 14 (64%) 8 (36%) 8 -
equilibradas / / . B
desequilibradas 21 /3 8 =
reciprocas 18 10 (55%) 8 (45%) 7 /
Cromoss. Marcador 21 14 (67%) 7 (33%) 5 2
Deficiéncias 38 33 (87%) 3 (13%) = 1
del (4p) /2 12 (100%) - = g
del (5p) E 2 (350%) 2(50%) / /
outras 22 19 (86%) 3 (14%) 3 -
Trissomias Parciais 22 16 (73%)’ 6 (27%)" 5 1
Inversdes 11 3(27%) 8 (73%) 2 6
inv(9) 8 2(37.2%) 53(62,5%) 2 )
inv(Y) / - / - /
inv(2) / - i /
inv(7) I - ) - /
Cromoss. em Anel 6 6 - - s
Duplicagdo 1 1 - - -
Inser¢do i - 1 - 1
Total 140 97 (69,3%) 43 (30,7%) | 31 (72%) | 12 (28%)

1= adigdes 2= cromossomos derivados




W46,XY
W 46,XX

70-79 80-89 90-99 Total

Figura 11 — Distribuigdo percentual dos cariotipos masculinos e femininos normais nas
trés décadas analisadas e no total da amostra.

E Normal
HAb. Num
OAb. Estrut

70 80 90 Total

Figura 12 — Distribui¢@o percentual dos caridtipos normais, aberragdes numéricas e
aberragdes estruturais nas trés décadas analisadas e no total da amostra.



Tabela VIIL. Comparagio entre os dados agrupados de MILIA ez al. [1984], YOUNG et
al. [1984] e AL HUSAIN & ZAKI [1999] e aqueles observados nos anos 90 e no total da
casuistica analisada no presente trabalho.

Dados | Presente | Presente
agrupados das | trabalho— | trabatho -
trés casuisticas | anos90 | total da

Aoy Sl . ' amostra

Trissomias autossomicas 273 (51,0%) | 624 (64,5%) 1034
(64,3%)
Aneuploidias de cromossomos 79 (14,8%) 87 (9,0%) 195
sexuais (12,1%)
Aberragdes estruturais 176 (32,9%) | 254 (26,3%) 373
(23,2%)
Outros 7(1,3%) 2(0,2%) 6 (0,4%)
Total 535 967 1608

H Triss. Autossomicas

B Aneupl. Crom.
Sexuais

O Aber. Estruturais

O Outros

Outros anos 90 Total
trabalhos

Figura 13 - Distribui¢do percentual dos diferentes tipos de aberragdes cromossdmicas detectadas em outras
casuisticas de laboratorios de citogenética humana (dados agrupados de MILIA et al. [1984], YOUNG et al.
[1984] e AL HUSAIN & ZAKI [1999]) e no presente trabalho (nos anos 90 e no total da casuistica).



Tabela IX: Comparagdo entre o estudo realizado por NIELSEN & WOHLERT [1991]
numa amostra de recém-nascidos e o presente trabalho.

Aberracio cromossomica | Presente trabalho |  NIELSEN &
Trissomia 21 988 (81,12%) 59 (40,69%)
Sindrome de Turner 136 (11,16%) 4 (2,76%)

S. de Klinefelter 40 (3,28%) 29 (20%)
Trissomia 18 27 (2,22%) 10 (6,9%)
Trissomia 13 13 (1,07%) 3 (2,07%)

47 XXX 6 (0,49%) 18 (12,41%)
Trissomia 8 5(0,41%) 1(0,69%)

47 XYY 3 (0,25%) 21 (14,48%)
Total 1218 145

S22 ® 5§ -
5§88 8 "% g ¥ %
2

B Presente trabalho ENIELSEN & WOHLERT

Figura 14 - Distribui¢do percentual dos diferentes tipos de aberragdo cromossdmica numérica no presente
trabalho e no estudo de NIELSEN & WOHLERT [1991].



V1. Discussio



A frequéncia de cariotipos anomalos observada no presente trabalho, que se
manteve em torno de 38% ao longo dos ultimos 30 anos, foi superior as frequéncias
observadas em todas as casuisticas apresentadas na Tabela 1V (de 13,4 a 28,3%). Na
interpretagdo desse achado deve-se levar em consideragdo que, em nosso Servigo, as
limitagdes a coleta de exames 1mpostas pelas escassez cronica de recursos no LCH fazem
com que a indica¢do do exame de cariotipo seja feita exclusivamente pelos geneticistas do
Servigo de Genética Clinica (e ndo por médicos de outros setores da area de saude da
universidade), e se restrinja aos casos em que ha maior probabilidade de detec¢do de uma
aberragao cromossomica.

A predomindncia de individuos do sexo masculino entre aqueles cujo resultado de
cariotipo foi normal deve-se, provavelmente, a maior freqii€ncia de individuos desse sexo
entre os casos de retardamento mental, que, por sua vez, ¢ causa freqiente de
encaminhamento ao SGC. Curiosamente, essa predominancia ndo foi significativa nos anos
90-99; uma possivel explicagdo para esse fato € que tenha sido contrabalangada pelo
grande numero de exames feitos a partir dessa época no ambulatorio do GIEDDS em
meninas com baixa estatura, para investigagao de Sindrome de Turner.

Apesar do predominio evidente das aberragdes numeéricas, observou-se. em nosso
servigo, um aumento acentuado (tanto quantitativo quanto qualitativo) das aberragdes
estruturais a partir dos anos 80, quando foram definitivamente implantadas as técnicas de
bandamento cromossdomico na rotina laboratorial, e uma pequeno aumento adicional (ndo
significativo do ponto de vista estatistico) nos anos 90, quando foram aprimoradas as
técnicas de distensdo e de detecgdo do sitio fragil do cromossomo X, ja que esses
aperfeigoamentos técnicos permitiram a detecgdo de aberragdes cromossomicas mais
complexas.

No entanto, esse aumento significativo na detecgdo de anomalias estruturais entre
os anos 70 e 80 ndo se acompanhou, como seria de se esperar, de uma queda na propor¢io
de cariotipos normais (grupo nos quais estariam anteriormente aberragdes estruturais
subdiagnosticadas) ¢ de aumento na freqti€éncia do total de cariotipos anémalos. Houve, na
verdade, uma manutengdo da proporg¢do de caridtipos normais € uma queda na freqiiéncia

de aberragdes numéricas, o que sugere uma modificagdo concomitante no perfil dos



pacientes atendidos ¢ na indicagdo dos exames cromossomicos. Além disso. uma das
causas de diminui¢do na freqii€ncia de aberragdes numericas poderia ser a “migracdo” de
diagnosticos de Sindrome de Turner 45, X para os de aberragdo estrutural de cromossomo
sexuais, em vista do maior cuidado na analise desses casos, tanto no que se refere a estudo
com bandas quanto ao aumento do numero de metafases analisadas como rotina
[MACIEL-GUERRA. 1998].

A predominancia cada vez maior das trissomias autossdmicas, cujo contingente
mais expressivo € composto pelos casos de Sindrome de Down, deve-se ndo so a sua maior
incidéncia ao nascimento mas também, certamente, a maior facilidade diagnostica em
decorréncia do quadro clinico caracteristico. Por outro lado. as aneuploidias de
cromossomos sexuais vém diminuindo sua participagdo entre a aberra¢des numericas. [sso
em parte pode ser devido a detecgdo de maior nimero de casos de aberragio estrutural
entre as pacientes com Sindrome de Turner, como ja mencionado acima, mas tem havido
ainda um declinio na freqiiéncia do diagnostico das aneuploidias de cromossomos sexuais
com fenotipo masculino.

Uma vez que, desde 1989, ha no SGC um ambulatorio especifico para atendimento
dos casos de intersexo e hipogonadismo (GIEDDS), o que facilita o encaminhamento
desses pacientes. deve-se considerar que, de fato, os casos de S. de Klinefelter estejam
sendo subdiagnosticados na populagdo. Por sua vez, os casos de triplo X e duplo Y passam
despercebidos, em sua grande maioria, em decorréncia de sua pouca expressio fenotipica.

As aberragdes estruturais equilibradas sdo 3 a 4 vezes mais freqiientes que as
desequilibradas ao nascimento (Tabela II); nesta casuistica, a situa¢do foi exatamente a
inversa: as aberragdes desequilibradas foram 3 a 4 vezes mais freqiientes. Uma vez que
grande parte dos casos sdo averiguados no SGC em decorréncia da presenga de anomalias
congénitas, ¢ de fato mais provavel a averiguagdo de aberragdes estruturais
desequilibradas.

Entre as aberragdes equilibradas predominam as inversdes pericéntricas do
cromossomo 9, considerada por alguns autores como um polimorfismo sem expressdo
fenotipica, enquanto que outros questionam se sua associagdo com determinadas condigdes
clinicas € de fato casual [SASAGAWA et al., 1998; AMIEL et al., 2001].

]



De grande importancia na pratica clinica ¢ a constatagio de que em
aproximadamente 2/3 dos casos de aberragdes cromossomicas estruturais em que foi
realizado o exame de cariotipo dos genitores a anomalia ndo havia sido herdada. havendo.
portanto, baixo risco de recorréncia familial. Dentre os casos herdados. 73% eram de
origem materna; a predomindncia da origem materna das aberragdes estruturais vem sendo
observada em outros estudos, como o de FARAUT er al. [2000]. Esse achado ¢ condizente
com a hipotese de que aberragdes estruturais que sdo compativeis com a fertilidade no sexo
feminino podem estar associadas a esterilidade no sexo masculino [LIPPMAN-HAND &
VEKEMANS, 1983].

A comparagdo com casuisticas semelhantes publicadas na literatura pertinente
mostra que, em nosso meio, a Sindrome de Down (principal trissomia autossomica)
responde por uma maior parcela das aberragdes cromossomicas diagnosticadas, e que o
contingente de aberragdes estruturais € inferior ao de outros laboratorios. Entre as causas
dessas diferengas deve estar a necessidade, ja mencionada, de restringir a indicagdo de
exames citogeneticos aos casos com maior probabilidade de deteccio de anomalias
cromossomicas. No entanto, ndo se pode deixar de considerar que haja influéncia de
peculiaridades da populac¢do atendida em nosso servi¢o em relag¢do a indicacdo da analise
cromossomica. Finalmente, deve-se registrar a hipdtese formulada por YOUNG er al.
[1984], de que a incidéncia de aberragdes estruturais em diferentes populagdes varie em
decorréncia da diferente susceptibilidade dessas populagdes a agentes clastogénicos e do
grau de exposicdo a esses agentes.

A frequéncia com que sdo averiguadas determinadas aberragdes cromossomicas em
pacientes atendidos em servigos de Geneética Clinica depende de alguns fatores: em
primeiro lugar, da gravidade das anomalias congénitas apresentadas pela crianga: quanto
mais grave o quadro, mais provavel que a crianga venha a falecer antes de ser avaliada em
um servigo de referéncia. Isso ¢ particularmente verdadeiro em paises como o nosso, em
que sdo precarios os servigos de neonatologia fora dos grandes centros, e em que ¢ bastante
reduzido o numero de laboratorios de citogenética humana. Por outro lado, quanto menor a
expressdo fenotipica de uma determinada aberragdo cromossémica, menos provavel sera

sua averiguagao.
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Em segundo lugar, depende também da énfase dada pelo servigo as diferentes
patologias da esfera de atuagdo do geneticista clinico (anomalias congémtas multiplas,
retardamento mental, disturbios da diferenciagido sexual, infertilidade), o que, por sua vez,
determina a freqii€ncia com que esses casos sdo encaminhados pelos demais especialistas.
Finalmente. depende ainda das condigdes técnicas de cada laboratorio. tanto no que se
refere 4 padronizagdo do numero de metafases analisadas em cada caso, quanto a utilizagdo
das técnicas convencionais de bandamento cromossomico, técnicas especiais de distensdo
cromossomica, evidenciamento de sitios frageis e estudos de fragilidade cromossomica,
uso de citogenética molecular (hibridizagio iz situ), e a extensio do estudo Cromossomico
a fibroblastos, quando necessario.

Essas distor¢des de averiguagdo ficam ainda mais evidentes na comparagdo com a
incidéncia das diferentes aberragdes numéricas ao nascimento: boa parte dos casos de
trissomia 18 e 13, letais no periodo neonatal, e boa parte dos casos de aneuploidias de
cromossomos sexuais, de expressdo fenotipica mais leve, ndo chegam a ser averiguados no
SGC. Com isso, predominam os casos de Sindrome de Down e de Turner, a primeira em
decorréncia do quadro dismdrfico caracteristico, € a segunda por baixa estatura e
hipogonadismo, que acabam determinando o encaminhamento ao servigo de referéncia no
hospital universitario. Ndo se pode deixar de considerar, também, a hipotese de que a
existéncia de ambulatorios especificos para atendimento de pacientes com Sindrome de
Down e para investigacdo de casos com suspeita clinica de Sindrome de Turner tenha
contribuido para essa distorgdo.

A frequéncia de mosaicismo entre os casos de sindrome de Down foi de 3.2% do
total de casos de trissomia 21, superior a esperada, de 2 a 3% [MUELLER & YOUNG,
1998]. De fato, GIRAUD & MATTEI (1975), analisando os resultados do exame
citogenetico de 4.760 pacientes com sindrome de Down, estudados em 22 servigos
europeus, encontrou 2,7% de mosaicos ¢ 4,8% de translocagdes, ¢ a freqiiéncia semelhante
foi encontrada por VERMA er al. (1991), de 2,6% de mosaicos e 4% de translocagdes em
645 pacientes de Nova Deli, na India. No entanto, quando se analisa as trés décadas
separadamente, verifica-se que houve uma queda significativa na freqiiéncia de mosaicos
ao longo do tempo, passando de 8,0% nos anos 70 para 3,7% nos anos 80 e 2.1% nos anos

90, valor este que esta dentro do esperado.
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Uma maior frequéncia de mosaicismo também foi encontrada nos anos 70 por
SALDANHA (1972) (4,5% de mosaicos dentre 89 pacientes brasileiros) e por KOCH
(1977) (4.7% em 557 pacientes alemaes). Para explicar essas diferengas pode-se considerar
a existéncia de distorgdes de averiguagdo, mas também de diferengas na qualidade da
analise citogenética, o que, na casuistica analisada no presente trabalho, evidencia-se pelo
fato da queda na frequéncia de mosaicismo ser concomitante a melhoria das condicoes
laboratoriais. De fato, as técnicas de bandamento G foram introduzidas na rotina
laboratoral no icio dos anos 80, porém so passaram a ser aplicadas rotineiramente aos
casos de suspeita clinica de sindrome de Down em meados da década de 80. Até entio,
esses exames continuaram a ser analisados com a coloragdo usual; essa mudanca na analise
explicaria a primeira queda, mais acentuada, de 8 para 3,7% dos anos 70 paraos anos 80, e
tambeém a segunda queda, de 3,7% para 2,1%, dos anos 80 para os anos 90. Pode-se supor
que com a analise em coloragdo usual a perda aleatoria de um cromossomo do grupo G em
uma metafase rompida fosse, a priori, interpretada como mosaicismo com linhagem
normal (com dissomia do cromossomo 21).

Tambem fo1 frequente o achado de mosaicismo entre os casos de sindrome de
Turner. Como salientado por MACIEL-GUERRA (1998), ao analisar a casuistica de
sindrome de Turner do Departamento de Genética Médica da FCM — UNICAMP. no
decorrer das ultimas trés décadas houve redugdo significativa na propor¢do de casos 45.X e
aumento na freqii€ncia de aberragdes estruturais, tanto em caridtipos homogéneos quanto
em mosaico com outras linhagens, o que deve refletir o aperfeigoamento ocorrido na
analise citogenética, inicialmente pela implementa¢do de técnicas de bandamento nos
exames de rotina, e posteriormente pelo aumento no niimero de metafases analisadas.

A analise da casuistica do L.CH traz varias indicagdes das distor¢des que envolvem
a averiguagdo das aberragdes cromossdmicas em nosso meio. Demonstra, portanto. que
devem ser envidados esforcos no sentido ndo so6 de ampliar a oferta de exames
citogen€ticos, mas também de atuar junto aos profissionais que lidam com as diversas

condigdes medicas que constituem indicagdes para analise cromossomica.



VII. Conclusoes



Em uma parcela expressiva (38%) dos exames de cariotipo realizados no LCH de
1970 a 1999 foi detectada uma aberragio cromossomica, ¢ essa propor¢do ndo se
modificou ao longo do tempo, o que pode se dever a um maior rigor na indicacdo desses
exames.

Houve predominio das aberragdes numéricas sobre as estruturais (3,3:1), com
aumento progressivo na frequéncia e na diversidade dessas ultimas no decorrer das trés
deécadas analisadas. Manteve-se, porém, a propor¢io de cariotipos com resultado normal, e
houve uma queda na frequéncia das aberragdes numéricas, sugerindo que tenha havido
modificagdes no perfil dos pacientes atendidos, na indicagdo de exames citogenéticos, ou
mesmo “migragdo” das pacientes com Sindrome de Turner para o grupo das aberracdes
estruturais.

Entre as aberragbes numericas, houve um predominio acentuado da Sindrome de
Down e uma queda progressiva na freqiiéncia das aneuploidias de cromossomos sexuais, o
que pode ser explicado pelas diferengas na gravidade da expressdo clinica nesses casos, e
ainda pelo aperfeigoamento da analise citogenética nos casos de Sindrome de Turner.

Entre as aberragdes estruturais, houve um predominio acentuado das
desequilibradas sobre as equilibradas, refletindo a averiguagdo desses casos a partir de
condi¢des patologicas investigadas em um servigo de genética clinica. Nas situagdes em
que foi possivel estudar o cariotipo dos genitores, a anomalia havia sido herdada em cerca
de 31% dos casos, sendo 72% de heran¢a materna.

Comparando-se o presente trabalho com outras casuisticas. verifica-se. em nosso
meio, um predominio mais acentuado de casos de Sindrome de Down e uma menor
propor¢do de aberragdes estruturais, refletindo diferengas ndo so na averigua¢do como
tambem, possivelmente, na qualidade da analise cromossdmica.

As distor¢des de averiguagdo decorrentes das diferengas na gravidade da expressao
fenotipica tornam-se mais evidentes quando se compara a frequéncia das diversas
aberragdes numéricas encontradas neste trabalho com aquela observada em recém-

nascidos.



Os resultados deste trabalho indicam a necessidade de ampliar a oferta de exames
citogenéticos a populagdo, bem como de atuar junto aos profissionais de saude que lidam

com as diversas condi¢ées meédicas que constituem indicagdes para analise cromossomica.



VIII. Summary



Recent improvement on primary health care led to a relative increase on the frequency
of congenital anomalies due to chromosome aberrations as a cause of morbidity and
mortality. Cytogenetic analysis is indicated in cases of multiple congenital anomalies,
mental retardation, sex ambiguity or hypogonadism, sterility, infertility, stillbirth,
syndromes of chromosome breakage and cancer. The Human Cytogenetics Laboratory
(HCL) of the Department of Medical Genetics, Faculty of Medical Sciences, UNICAMP,
is one of the few public cytogenetic laboratories on the region of Campinas, SP, and is
responsible for the diagnosis of most of the cases of chromosome aberrations in this
region. This work was carried out to analyse data from the HCL, in order to estimate the
frequency of the various chromosome abnormalities, determine the origin of structural
aberrations, compare the results with those from other cytogenetics laboratories linked to
clinical genetics services, and compare the distribution of numerical chromosome
aberrations with that observed among newborns. Laboratory records from 4,244
karyotypes (1970 through 1999) were reviewed (only index cases were included). The
cases were also grouped according to the time when the karyotype was done (in the 70’s,
80’s or 90’s). About 38% of the karyotypes revealed a chromosome aberration. Numerical
anomalies predominated over structural aberrations, but there was a progressive increase in
the frequency and diversity of the latter. The frequency of normal karyotypes did not
change with time, and there was a decrease in the frequency of numerical aberrations.
Among them, there was a striking predominance of Down syndrome and a progressive
decrease on the frequency of sex chromosome aneuploidies. Unbalanced chromosome
aberrations predominated over balanced rearrangements. Among cases of structural
abnormalities in which the parents’ karyotypes were known, inheritance was observed in
31% (72% of maternal origin). In comparison with other surveys, in this sample there was
a higher predominance of Down syndrome and a lower proportion of structural
abnormalities; there were also significant differences in the distribution of numerical
abnormalities when compared to a newborn scrrening study. Our results reflect the many
ascertainment biases of chromosome aberrations in clinical genetics services. They also

point out to the need to the extend the availability of cytogenetics services and to assist



physicians by increasing the awareness of the frequencies of chromosome aberrations in

certain diagnostic groups.
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[I - OBJETIVOS

O projeto visa avaliar a frequéncia das diversas aberragdes genéticas nos dados ja

coletados no Laboratorio de Citogenética Humana.

[ - SUMARIO
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na literatura pertinente.
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