ADAO CARLOS BERTONCIN

Este exemplar corresponde 2 versio final da
Dissertagio de Mestrado apresentada ac Curso
de Pés-Graduaciic Ciéneias Médicas da Facul-
dade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, para
obtencio do titulo de Mestre em Ciéneias Medi-
cas, area de Ciéncias Biomédicas do aluno Adae
Carlos Bertoncin

Qémﬁ'nai, 06 de agosto de 2002.

> .

Profa W Aparecida Bottcher Luiz
Orientadora
/

DIAGNOSTICO CITOGENETICO PRE-NATAL EM UM
HOSPITAL UNIVERSITARIO
_CONTRIBUICAO A0 PROGRAMA DE MEDICINA FETAL-

CAMPINAS

2002

URICAMP ?
| BIBLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCULANTE




ADAO CARLOS BERTONCIN

DIAGNOSTICO CITOGENETICO PRE-NATAL EM UM
HOSPITAL UNIVERSITARIO
-CONTRIBUICAO A0 PROGRAMA DE MEDICINA FETAL-

Dissertacdo de Mestrado apresentada & Poés-Graduacdo
da Faculdade de Ciéncias Meédicas da Universidade
Estadual de Campinas, para obtencdo do titulo de Mestre

em Ciéncias Médicas, drea de Ciéncias Biomédicas.

ORIENTADORA: PROF® DR® FATIMA BOTTCHER LUIZ

CAMPINAS

2002

#



H° CHAMADA TUNICA

PRECG
DATA
NECOPD
| FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
OHBGLIT 74083 UNICAMP
o ; T

Bertoncin, Adfo Carlos

B462d Diagnéstico citogenético pré-natal em um hospital universitario —
Contribuicdo ac programa de medicina fetal / Addo Carlos Bertoncin.
Campinas, SP : [s.n.], 2002.

Orientador : Fatima Aparecida Bottcher Luiz
Dissertacdo (Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Facuidade de Ciéncias Médicas.

1. Citogenética. 2. Liquido amnidtico. 3. Amniocentese. L
Fatima Aparecida Bottcher Luiz. 1. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. III. Titulo.




Banca examinadora da Dissertacio de Mestrado

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Fatima Aparecida B, Luiz

Membros:

1. Profa. Dra. Rosa Chelminsky Teixeira

2. Prof. Dr. Luis Alberto Magna

3. Profa. Dra. Fatima Ap. B. Luiz

Curso de pos-graduaciio em Ciéncias Médicas, da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 06/08/2002

i



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a meus pais, Maria Vilma e
Laherte, seres absolutamente especiais que sempre
pisaram firme para que eu pudesse Seguir Seus passos,

recebendo em todo o tempo apoio e dedicagdo.

As minhas filhas Ana Caroline e Julia Taise, pelo
amor, carinho e compreensdo em todos os momentos,
principalmente naqueles em que o trabalho me fez

ausente. E também & minha esposa Dulce.

iv



AGRADECIMENTOS

Prof. Dra. Fatima Boticher Luiz, pelo apoio e orientagio.

Prof. Dra. Rosa Chelminsky Teixeira, pelo apoio e, sobretudo, pelo
ensinamento, de que o conhecimento, aliado 4 dedicacfo, sfo as maiores virtudes de um

profissional.

Prof. Dr. Ricardo Barini, pela contribuicio na elaboraciio dos resultados do
trabaiho.

Prof. Dra. Denise Cavalcanti, pelo apoio e esclarecimentos de ditvidas.
Prof. Carlos Roberto E. Grignolii, pelo apoio e incentivo.

Prof. Dr. Marcelo A. M. Esquisatto, pela amizade e apoio.

Ao Edson Zangiacomi Martinez, pela realizagdio da analise estatistica.

Aos colegas do Departamento de Genética Médica (Henry, Nilma, Toninho,
Paulinho e Jocimar), pelos momentos de descontragio e pelos primeiros ensinamentos €m

citogenética.

A grande amiga Tania Regina Carillo, que com paciéncia inabalével, que me
ensinou a recomhecer as primeiras bandas cromossémicas € também pelo constante

incentivo € comprovada amizade.

Aos amigos do Laboratério de Procedimentos Especializados (LAPESP),
Sandra, Eloy, Francis, Ju; Carol, Rosana, Aldrey, Adriana, Ziara, Luciana, Daniela ¢ Alex,

pelo auxilio, apoio, pelo ombro amigo, pela descontragéo de cada dia.

Agradeco a todos os professores que colaboraram para a minha formagio.



A Prefeitura Municipal de Araras e Secretaria da Salde, cujo incentivo -

possibilitou meu aperfeicoamento na area de citogenetica.

A Dr® Cecy de Souza Lima Mion, Secretaria da Satde do Municipio de Araras
pelo apoio decisivo.

Ag Centro Universitario Herminio Ometto, pela disponibilidade de horério para

realizacfc deste trabalho.

Aos amigos Marcus Cabral e Valdenilson J. Zorel, pelas dicas e ajuda na

informatica.

As gestantes, pela autorizaciic da coleta de material e pela colaboragfo

constante.

vi



“Que me seja dada a serenidade de aceitar as
coisas que eu ndo posso mudar, a coragem de
mudd-las quando eu puder e a sabedoria de

conhecer a diferenca entre as duas situagdes.”

(autor desconhecidoe)

vif



O presente trabalho foi realizade no Laboratério de Citogenética e Cultivo Celular,
Departamento de Tocoginecologia/CAISM e Faculdade de Ci€ncias Médicas da

Universidade Estadual de Campinas.

vifi



SUMARIO

PAG.

RBESTUMUO ..ot e e s s cese st e n e s es e s s e esannesae s e rass e seannaneensnanesn xifi
ABSTRACT e nenn s s seonsresesenanss e s serenssns e s sssnesnennes xv
INTRODUCGAD ...ttt vne sttt sttt 17
OBJIETIVOS . et ee ettt et e s st e e es e ane et et e escanasaeneeanen 28
CASUISTICA E METODOS ..o crerecrmeeecenenerereesesas s ssesssnssssesssnessnes 30
AN 610 113 T OO 31
Encaminhamentos. ... i cerraeeterenere resscer s aeesse e esesson e ss e snsasenrsanreses 31
Coleta de sangue do corddio umbilical.....co.ooooorioiiaiee e 34
Coleta de Hquido ammiOliCo. oo veerereeeereenrecnrcernererer e o resecnessnessas et annnnes 34
RecebImentos de AMOSITAS. .....eiveeeererorerrerrreesreerseecereseessnnesseresessessesssnssssnnasans 35
Técnica convencional de cultura primaéria de liquido ammidtico.......veeee...e. 35
Técnica de cultura primaria de liguido amnidtico € cariétipo in sifu............ 35
ADAHSE CHOZENETICA. . eeureruiereeeeeeireeceisiseessreessresesssneessseseesssnesesessesnssnseessnseean 36
Coleta de dados € andlise eStatiStiCa....orerrecrerrneereecarirreesseree s eeenecnneareenee 36
RESULTADOS. ..ot rttrrer e scesnet s st ontesesesnesrosse s asssessaseesana saannn 37
DISCUSSAD........cooceeeeceviceemneeen e aseessaisse s smsossr e st st ess s ssraescasinsas 49
CONCLUSOES.......oiictci st ss s e ens et ee e essnssse s sesseseeesane 57
REFERENCIAS BIBLIOGRAFTCAS .. .o e vmen oo 55
AINEXD . ...ttt sb ettt st st et et st s e a e ea s nansasne 70



LISTA DE ABREVIATURAS

AFP Alfa-fetoproteina
CAISM Centro de Atencio Integral a Satde da Mulher

DFTN Defeito de fechamento de tubo neural

FISH Fluorescence in situ hibridization (hibridagfo in sity por fluorescéncia)
hCG Gonadotrofina coriénica humana

PCR Reagéo em cadeia de polimerase

PMF Programa de Medicina Fetal

PNE Pré-Natal Especializado

RCIU Restri¢do de crescimento intra uterino

RP Razdo de prevaléncia

SNC Sistema Nervoso Central

uk3 Estriol nfio conjugado



LISTA DE TABELAS

PAG.
Tabela 1: Anomalias  morfolégicas  fetais  detectadas no  exame
ultra-sonografico e alteracdes citogenéticas associadas.......cveeav.. 20
Tabela 2: DistribuicBo da amostra de gestantes no grupo sob estudo
segundo a faixa etaria, quando admitidas no Servigo.....vveennne. 39
Tabela 3: Distribuiggio da amostra de gestantes do grupo sob estudo
segundo a idade gestacional, quando admitidas no servigo............ 40

Tabela 4: Distribuicio do grupo de estudo segundo o nlimero de gestagdes.. 41
Tabela 5: Distribui¢8o do grupo de estudo segundo o nimere de abortos..... 41

Tabela 6: Distribuicio da amostra segunde o ano de entrada dos exames no
laboratorio, fathas na obtencfio de caribtipo ¢ percentuais de

alteractes CrOMOSSOIMHCAS. .. civocr et eie st e se e eeme e ra e e e emseneas 42

Tabela 7: Indicacio de caridtipo e alteragdes cromossOmicas encontradas

1O grupo de eStUAO. ..ottt et es e er s 45
Tabela 8: Alteragbes citogenéticas encontradas no grupo de estudo............. 46
Tabela 9: Comparagio entre o grupo controle € o grupo de estudo................ 47

Tabela 10: Razio de prevaléncia das alteracdes cromossdmicas por faixa
etdria, idade gestacional, gestacdes e nfOmerc de abortos,
calculadas para o grupo de estudo.... ..o e 48

xi



LISTA DE FIGURAS

P4G.
Figura 1: Periodo para realizagfio da coleta invasiva pré-natal.....oeeinnnn. 21
Figura 2: Esguema do sisterna de atendimento no Programa de Medicina
Fetal ettt et e n s 33
Figura 3: Distribuicio do grupo de estudo segundo a faixa etdaria das
CESTANEES. c.eevrererecrneecissereescessiasttesoss s nsosas e snsas s an s assasnanesbessss st e s e nanrases 39

Figura 4: Distribuiciio da amostra de gestantes segundo a idade gestacional.... 40

Figura 5: Solicitagio de caridtipo e falhas ocorridas mo periodo de 1993 a
2007 it eereeere et s et e b s et ea st enan et e b e er e an e 43

Figura 6: SolicitacOes e alteragSes cromossdmicas ocorridas no periodo de
1993 @ 2001 ettt et srs s s e 43

xif



RESUMO




Objetivos: Investigar a participacio do Laboratério de Citogenética na
avaliacio do diagnostico pré-natal em um Hospital Universitario em Campinas, Sdo Paulo,

Brasil.

Casuistica ¢ métodos: Foi realizado um estudo retrospectivo com todos
resultados de caridtipo do laboratério, referentes ao perfodo de abril de 1993 a novembro de
2001.

Resultados: 673 resultados foram obtidos. 146 foram designados como
controle (baixo risco para anomalias cromossdmicas) e 527 foram designados como grupo
de estudo. 84% dos diagndsticos foram realizados em pacientes com idade gestacional
superior a 20 semanas. 546 (81%) cariétipos foram obtidos de sangue fetal através de
cordocentese, e 127 (19%) a partir de cultura de liquido amniético. Do total de cariétipos
anormais, 53% foram encontrados em pacientes acima de 35 anos de idade. Anomalias do
sistema nervoso central (SNC) constituiram 41% de todas as indicagSes para realizagéo de
cariétipo, especialmente hidrocefalia e defeitos de tubo neural. Outras indicacBes foram:
idade materna acima de 40 anos e malformagSes miltiplas (9%), historia familiar de
malformagdes congénitas (9%), defeitos de sistema urindrio (8%), hidropsia fetal (7%) e
outras multiplas ocorréncias (26%). Caribtipo alterado foi encontrado em mais de 20% dos
casos de malformaces do sistema nervoso central, cardiopatia estrutural , onfalocele,

higroma cistico e restrico de crescimento fetal.

Conclusdes: Os altos niveis de anomalias cromossdmicas em gestantes acima
de 35 anos confirmam a necessidade de aconselhamento pré-natal adequado. A analise de
cariétipo pela cordocentese constitui uma estratégia segura € rapida para a instituicfio, uma
vez que as pacientes s3o encaminhadas para um centro de medicina terciaria em idade

gestacional avangada.

Resumo
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OBJECTIVES: To investigate the participation of a Cytogenetics Laboratory
in the assessment of the prenatal diagnosis in a Woman’s university Hospital in Campinas,
S&o Paulo, Brazil.

PATIENTS AND METHODS: A retrospective study was performed with all

analyzed karyotype results in the laboratory, regarding material collected from april 1992 to
November 2001.

RESULTS: 673 results were obtained. 146 were designated as controls (low
risk for chromosomal anomalies) and 527 were designated as the study group. 84% of the
patients were diagnosed with gestational age above 20 weeks. 542 (81%) karyotype were
obtained from fetal blood by cordocentesis and 126 (19%) from amniotic fluid cell cuiture.
Of all abnormal karyotypes, 53% were found in patients over 35 years of age. Central
nervous system (CNS) abnormalities constituted 41% of al indications for karyotype
examination, mainly hydrocephaly and neural tube defects. Other defects included:
maternal age over 40 years old and multiple malformations (9%), familial history of
congenital malformations (9%), urinary system defects (8%) and fetal hydrops (7%) and
other multiple occurrences (26%). Altered karyotype were found in more than 20% cases
of CNS malformations, structural cardiopathy, omphalocele, cystic higroma and fetal
growth restriction.

CONCLUSIONS: higher levels of chromosomal abnormalities in pregnant
womem over 35 year confirm the need for an adequate prenatal counseling. Karyotype
analysis through cordocentesis constitutes a faster and cheaper strategy for the institution

once patients tend to be referred to a fetal medicine tertiary center at latter gestational ages.

Abstract
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Os registros dos primeiros eventos relacionados & reprodugdo humana datam de
1930, quando foi descrita a liberagéio do ovocito de wm ovario e, mais tarde, em 1944, a
fecundacdo deste pelo espermatozoide. Em 1950, foram relatadas as transformacdes do
zigoto humano durante os primeiros seis dias de vida, e a seguir realizaram-se estudos
acerca da composigio dos anexos fetais (Bevis, 1952). Na década seguinte, Steele & Breg
{(1966) relataram o caribtipo fetal a partir do cultivo de amnidcitos, promovendo uma
revolugiio nas areas de diagndstico pré-natal e aconselhamento genético e possibilitando o
auxilio no reconhecimento precoce de alteragdes fetais e de medidas terapluticas

especificas.

Em razio do comprometimento e do prognéstico sombrio em parcela
significativa dos individuos afetados, deflagrou-se 2 polémica acerca do aborto terapéutico
¢ suas implicagdes no sentido ético, moral e religioso, discussao que até o momento esta
longe de chegar a um consenso, uma vez que mobiliza diversos referenciais da sociedade ¢
desfoca os objetos principais de atencfo, que seriam ¢ portador da anomalia congénita ¢
seus familiares. Apesar das divergéncias, o diagndstico pré-natal tem se consolidado no
meio cientifico € na estruturacio dos sistemas de saide das nagQes industrializadas, em

raziio das implicagdes sociais e econdmicas envolvidas.

Entre os nativivos, 2 a 5% apresentam algum tipo de anomalia congénita que
poderia ser identificada durante os primérdios da vida intra-uterina. Ampliando o periodo
de detecgdo para o primeiro ano de vida, a porcentagem de afetados chega a 7% e o0s
defeitos congénitos responsdveis por mais de 20% das mortes ocorridas durante este
periodo (Karchmer,1998).

A medida que os indicadores gerais de satide infantil vie melhorando, em razéo
dos avangcos tecnolégicos e da extensdo dos programas de safde pablica, as malformacdes
congénitas tespondem com aumentos relativos, superiores a 20%, nos indices de morbi-
mortalidade (Belmonte, 1996). Estas, entretanto, nio compartilham da mesma atengdo
destinada as causas infecciosas e nutricionais, as quais sdo consideradas prioridades

méximas do sistema de saide materno-infantil (Ministério de Saide, 2001).

Imtrodugdoe
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Estudos de morbidade na infincia indicam gue as enfermidades genéticas e 0s
defeitos congénitos representam 10-25% das internagbes em estabelecimentos de
assisténcia terciaria, em alguns centros da América Latina. Estes valores siio muito
semelhantes nas diversas regides do globo, independentemente do nivel de
desenvolvimento econdmico-social e da estrutura étnica das populagdes (Penchaszadeh,
1993).

Na América Latina, a pratica da genética médica e o diagndstico pré-natal estio
muito aquém da cobertura prestada pelo mundo industrializado. Com excegio de poucos
paises, como Cuba, onde o servigo de diagnostico pré-natal é oferecido a toda a populago,
segundo critérios de risco especificos (Heredero, 1997; Gordon & Ferra, 1999), em outras
nacbes os recursos disponiveis restringem-se a0s setores privados que, embora cercados de
alta tecnologia, especializam-se no atendimento a populagdc de alto poder aguisitivo

(Penchaszadeh, 1993; Penchaszadeh & Beiguelman, 1997).

Nos paises industrializados, o diagnéstico pré-natal constitui prioridade dos
sistemnas de satide publica, especialmente nas gestantes com idade superior a 35 anos. Na
Dinamarca € Reino Unido, enire 70% e 50% das mulheres, respectivamente, sd0
beneficiadas com a amniocentese, enquanto que na Franca esses indices chegam a 30%
(Karchmer, 1998). Sabe-se, entretanto, que dois tergos dos casos de sindrome de Down
ocorrem em gestacdes de mulheres com idade inferior a 35 anos (Téth et al., 1998) e que as
ancuploidias dos cromossomos X e 18 apresentam, respectivamente, incidéncia maior em
gestantes mais jovens malformacdes fetais algumas vezes sutis, dificilmente detectadas
pela ultrassonografia ndo especializada (Hook, 1981). Desta forma, a restricdo do exame
citogenético as situagBes prioritarias de alto risco ndo constitui atendimento adequado 2
gestante, no que se refere aos cuidados & parturiente, a0 recém-nascido € 2 comunidade
como um todo. Além das indicagBes classicas citadas acima, constituem também fator de
risco o histérico familiar de doenga congénita e/ou cromossdmica, o retardo de crescimento
intra-uterino, algumas alteracSes isoladas, como espessamento da prega nucal e cisto de
plexo coroide, além das alterages morfolégicas dos anexos embrionarios e as alteragbes no
volime de liquido amniftico. Mais recentemente, um novo grupo tem-se agregado as

indicagbes anteriores e compreende gestantes ou casais com alto nivel de ansiedade, frente

buraducio
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& possibilidade de gerar uma crianca com malformacdo congénita (Hsu, 1986; Barini et al, -
2002).

Os recentes avancos no campo de diagnéstico por imagens tém sido decisivos
no auxilio ac diagnéstico precoce de anomalias fetais, quer pela alta qualidade de imagens
no acompanhamento morfoldgico, quer pela facilitacfio e seguranga dos procedimentos
invasivos, diminuindo significativamente as chances de perdas fetais. Atualmente, a
indicagdo destes procedimentos estd fortemente condicionada aos recursos locais,
compreendendo a equipe multidisciplinar especializada e a utilizaglo de equipamentos

compativeis (Tabela 1).

Tabela 1: Anomalias morfoldgicas fetais detectadas no exame ultra-sonografico ¢

alteracBes citogenéticas associadas {¥)

Anomalia Alteracies citogenéticas

Retardo de crescimento intra-uterino {RCIU Trissomias 18 ¢ 21; triploidias

Monossomias X e Sp-

Higroma cistico Trissomias 13, 18 ¢ 21
Monossomia X

Gasirosquise Trissomia 13

Espessamento da pele da nuca Trissomias 18 ¢ 21; Monossornia X.

Cisto do plexo cordide Trissomias 18 e 21; Monossomia X.

Aplasia radial Trissomia 18

Poliidramnio Trissomias 13, 18e 21

Agenesia do corpo caloso Trissomias 8, 13 e 18; Triploidias

Hidrocefalia Trissomias 13 ¢ 18; Triploidias

Hidropsia de origem nfo imunologica, edema, ascite.  Trissomia 21; Triploidias

Cardiopatia congénita Trissomias &, 13, 18 ¢ 21 Monossomia X; Triploidias
Monossomias 4p-, 5p-, 13g-, 18¢-

Holoprosencefalia Trissomias 13 e 18; Triploidias,

Monossomias 13g- ¢ 18p-

(*) Modificado de Holzgreve et al. (1990) e Snijders et al. (1993).

Imtroducdo
20



Quando a analise citogenética € requerida como auxilio diagndstico, uma das
maiores dificuldades para obtengdo de caridtipo é a necessidade de cultivo celular e
interrupgiio do ciclo em metafase, ocasido em que 0S CromOSSOmMos estdo apresentados em
estado de compactacfo adequado para tal. Como esta fase ocorre naturalmente em pequeno
percentual da populagdio celular vidvel, torna-se necessario aumentar as chances de
ocorréncia de células na fase requerida, motivo pelo qual o cultivo celular € tdo importante
nestas situaces. Em qualquer uma delas, a obteng#o de cariétipo esta associada ao periodo
gestacional e a conseqiiente técnica laboratorial empregada. Assim, dependendo do perfodo
gestacional e dos recursos disponiveis, ¢ possivel direcionar a coleta ideal de material
biolégico, representada pela amnio e cordocentese ou pela bidpsia de vilosidades coriais,

visando ao diagndstico precoce, conforme ilustrado na figura abaixo:

(*) Modificado de Montenegro e Rezende (1998)

Figura 1: Periodo para realizagéo da coleta invasiva pré-natal (*)

Introdugdo
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Com o desenvolvimento fetal, as células se especializam em tecidos distintos,
com fungdes variadas. O indice de multiplicag8o celular permanece alto, assim comio as
possibilidades de erros nas mitoses ¢ conseqiiente instalagfio de aberrages cromossémicas.
Estima-se que a incidéncia de anomalias cromossémicas no estégio de zigoto seja de 20 a
50%, no total de concepgles. Simpson {1990) relata gue a maioria das perdas ocorre no
primeiro trimestre, como abortos esponténeos decorrentes de falta de clivagem, associadas

ou ndo a falhas de implantaciio (Murmé et al, 1994; Benkhalifa et al, 1996).

Dentre os componentes do liguido ammidtico, o epitélio de descamacgfo fetal
contribui com a maior porcentagem de células vidveis e passiveis de cultivo in vifro. Sua
origem € dupla, de modo que a camada superficial ou epiderme € proveniente da
ectoderme, enquanto que a camada interna tem origem mesodérmica (Lind et al,, 1969).
Quando maduro, o liquido amnidtico € composto por: células eosinéfilas, provenientes da
boca fetal; células basdfilas, provenientes da cavidade oral e vulva; células basédfilas
pequenas € com tendéncia 4 formagfio de grumos, origindrias do trato urindrio; células
poligonais, originarias da epiderme. Desde os estagios iniciais do zigoto até a 32° semana,
as células apresentam didmetro médio de 25 micras, sdo ovais ou cubdides e
caracterizam-se por citoplasma baséfilo, denso e micro-vacuolizado. O nificleo,
centralmente disposto, apresenta uma rede cromatinica densa e homogénea, ao lado de um
ou varios nucléolos. Entre a 32% ¢ 36® semana de desenvolvimento, aparecem células
cilindricas contendo vacuiolos citoplasmaticos distintos, sugerindo atividade secretora. O
nicleo € redondo e vesicular, situado na base da célula (Huisjes, 1970). Durante o cultivo in
vitro, os tipos celulares tornam-se indistintos morfologicamente, porém com grande nGmero
de células em metafase que, apés interrupciio do ciclo com colchicina e tratamento

hipotdnico, estdo passiveis de coloragSes especificas e andlise citogenética.

Como recomendagfio geral, sugere-se a confirmagfio do diagndstico
citogenético com os achados ultra-sonograficos, seguidos de cordocentese. No entanto, nem
todas as alteragdes encontradas ne liquido amnidtico estdo presentes no sangue de cordio.
Na cordocentese, o sangue de corddo umbilical € colocado em cultivo e estimulado com um
mitégeno, geralmente fitohemaglutinina e, dentro de cerca de trés dias, sofrem o mesmo

procedimento descritc acima, sendo gue o material € igualmente submetido a anélise

cromossOmica.

Introdugdo
22



Dependendo do momento de ocorréncia do erro mitético e da diferenciaco
celular, as alterages cromossdmicas podem ndo se distribuir equitativamente entre os
tecidos, originando mosaicos teciduais de constituigdo cromossdmica diversa e, portanto,

dependentes do momento ¢ do tipo de coleta de material realizada.
Segundo Hsu (1986), as manifestacdes de mosaicismo ocorrem:

- npas células trofobldsticas e na mesoderme extra embriondria, gerando

mosaicismo confinado & placenta;
- no embrioblasto sem afetar o hipoblasto, gerando um feto anormal;

- nas células totipotentes que diio origem ao epi e hipoblasto, gerando

trofoblasto normal, com feto anormal;

- nas concepgBes trissdmicas com corregio nas células que ddo origem ac

epiblasto, gerando placenta frissdmica e embrifio dissdmico.

Além destas alteragdes, interpretagdes equivocadas de mosaicismo podem
ocorrer em situacdes especiais, decorrentes de condigbes técnicas advindas do
processamento do material biolégico ou de contaminagfio de coleta por tecido materno,
situacio presente em aproximadamente 0,2% das coletas (Hsu, 1986). Outros fatores de
interferéncia sdo representados pelo reconhecimento de polimorfismos e identificacdio de
cromossomos marcadores € contaminagbes do material biolégico com micoplasma.
Variages do pH do meio de cultura sfo varidveis igualmente importantes, uma vez que
pequenas oscilagbes podem interferir no crescimento celular. Na literatura, Ford e
colaboradores (1973) salientam a associacio entre o pH alcalino do meio de cultura € a
presenca de aneuploidias, enquanto Scheneider (1975) demonstra que a contaminac¢do com
micoplasma induzia a um aumento de quebras cromossdmicas casuais. Estas afirmacoes,

contudo, ndio tém sido confirmadas na literatura mais recente.

Para sanar os problemas decorrentes do cultivo celular, os recursos da genética
molecular tém oferecido algumas vantagens em relaggo ao método citogenético tradicional,

possibilitando a coleta de pequena quantidade de material para analise. Os resultados séo
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mais rapidos ¢ podem se valer de técnica automatizada, permitindo a andlise de 36 a )

amostras simultineas, além de exigéncias mais flexiveis quanto a pericia na m‘terpretagao
dos resultados (Verna et al, 1998).

Até o momento, a técnica mais empregada no diagnostico pré-natal molecular €
a amplificagfio seletiva de uma determinada seqliéncia de DNA, mediante a técnica da PCR
(reagio em cadeia da polimerase). A PCR quantitativa foi primeiramente usada na
investigagio de aneuploidias do cromossomo X, mas sua aplicacfo tem se ampliado para as
demais aneuploidias.  Nesta técnica, sfio empregados micro-satélites de regibes
cromossdmicas especificas, marcados com corante fluorescente. As leituras sfo feitas por
densitometria a laser, assistidas por sistemas computadorizados. Nos individuos com
irissomia, ocorre a presenga de um alelo adicional enquanto que, nas monossomias, havera
auséncia do alelo. Amostras normais apresentam dois picos de amplificagio de igual
tamanho, amostras de individuos trissdmicos sdo caracterizadas por rés picos ou dois picos
com padrgio 2:1 (Pereira et al, 2000).

Mais recentemente, os programas de rastreamento tém se valido da citogenética
molecular, através da técnica de FISH (fluorescence in sifu hybridization), comprovando
sua aplicagio para situagBes especificas de investigacio de aneuploidias, além de ser
extremamente valiosa nas suspeitas de translocacbes e alteragbes cromossdmicas

estruturais, nio identificadas pela citogenética convencional (Hulten et al, 1991}

Como aliados do diagnostico pré-natal e especialmente importanies nos
programas de rastreamento populacionais, alguns marcadores bioquimicos sdo empregados
na detecciio de cromossomopatias, dentre eles a alfa-fetoproteina (AFP) a gonadotropina
coridnica humana (HCG), além do estriol nfio conjugado (UE3). A principal vantagem
destes marcadores € que constituem método diagnodstico ndo invasivo e de menor custo,

quando comparados aos anteriores.

A primeira observagfo da concentragdo scrica anormal de proteinas, na
presenga de anormalidades cromossdmicas fetais, data de 1984, guando Merkaiz e
colaboradores observaram uma associagfo entre trissomia do cromossomo 18 e baixos

niveis de alfa-fetoproteina. Esta ¢ sintetizada pelo saco vitelino e, mais tarde, pelo figado
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fetal e trato gastrointestinal; sua concentragfio eleva-se no soro fetal a partir da sexta
semana de gestagdo, e atinge seu nivel maximo entre a 12% e a 14°® semanas e, a seguir, cai
graduatmente (Habib 1977). Pouca quantidade aparece no liquido amniético ou na urina
fetal; sendo a proporgio no soro fetal/liquido amnidtico de cerca de 200/1; quando o feto
apresenta tubo neural aberto, como na anencefalia ou espinha bifida aberta, a A¥P aparece
em concentracdo aumentada no liquido amnibtico, provavelmente por exiravasamento do

liquido cefalorraquidiano fetal (Lindenbaun et 2l 1987).

A alfa-fetoproteina pode ser detectada no soro materno 29 dias apos a
concepcho (Gitlin et al, 1972), e seu nivel aumenta com 0 progredir da gestagfo, atingindo
o pico entre a 28% € a 32° semana e diminuindo gradativamente até o términe (Gitlin 1975).
A triagem do nivel de alfafetoproteina no soro materno foi inicialmente realizada para
identificar defeitos de tubo neural (Crandall et al, 1991). Niveis séricos baixos de AFP no
soro materno estfio associados a trissomias dos cromossomos 13, 18 ¢ 21, assim como a

triploidias (Cuckle et al, 1984; Doran et al, 1986; Lindenbaum et al, 1987).

O padrio de detecgfio de Sindrome de Down, combinando idade materna ¢
diminuicdo de AFP, no soro materno em segundo trimestre de gestagio € de 25 a 33%, com
um falso positivo de 5% (Cuckle et al, 1.984; Ashwood et al, 1987). A alfafetoproteina
apresenta também uma alta especificidade e sensibilidade para detecgdo de defeitos de
fechamento de tubo neural, detectando entre 80 e 90% dos casos de espinha bifida e
anencefalia (Marnie et al, 1991). Valores aumentados ou diminuidos de alfafetoproteina, no
soro materno, estiveram ainda associados a 34% de defeitos congénitos maiores,
compreendendo 19% dos natimortos e mortes fetais neonatais, 11% de complicacdes
maiores na gravidez e 15% de sérias complicagdes no recém-nascido ( Milunsky et al,
1989).

A gonatrofina coriénica humana (hCG) ¢ uma glicoproteina de baixo peso
molecular, composta de duas subunidades, o ¢ B, produzida em estruturas ou Hquidos
organicos onde ha tecido corial presente, nas células do sinciciotrofoblasto. No inicio da
gestagfio, a principal funcdo da hCG € a manutencio do corpo Hiteo. Sob influéncia da
hCG, o corpo hiteo produz horménios como estrégeno, progestercna, relaxina ¢ inibina

(Hudson et al, 1984; Illingworth et al, 1990). A atividade funcional da hCG dimimu
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progressivamente até a décima semana de gestacdo, quando atinge niveis minimos

(Tulchinsky ¢ Hobel 1973).

(s niveis séricos de B-hCG aumentam rapidamente, atingindo seu pico enire a
10% e a 12°* semana de gestaco, quando declinam progressivamente até a décima oitava
semana ¢ mantendo-se constante até o termo. A concentragic de o-hCG aumenta
gradualmente aié a 36° semana, quando atinge um nivel que se manterd até o término da
gestagfio (Suthers e Haan 1997). A hCG total e § hCG esta aumentada no sorc materno na
presenca de gestacSo com Sindrome de Down, na neoplasia trofoblastica gestacional, na
gravidez ectopica € na gestaclio gemelar (Munoz ¢ Litlte, 1999); esta diminuida nas
trissomias do cromossomo 18 (Sfendrych et al,1996) e nas triploidias (Vieira Neto et al,
1999). Existe uma associagho entre niveis maternos elevados de hCG ¢ gestagdo com
aneuploidia fetal (Borgart et al, 1987). A dosagem de hCG, realizada em 77 gestacGes,
revelou associacdo entre os seus niveis e a idade materna, com padrio de detecglo de 60%

nas Sindromes de Down e tendo 6,7% de casos falso positivos (Wald et al, 1988).

O estriol € produzido a partir da nona semana de gestacdo, sendo responsavel
pelo crescimento e maturaciio da supra renal, com conseqliente aumento da producfio de
cortisol fetal, importante na produgfic de surfactante, na regulagiio do armazenamento de
glicogénio hepético e na maturagfio da medula da supra renal. E importante também no
diagnéstico de gravidez de alto risco, quando associa maturidade a vitabilidade fetal, onde
niveis ascendentes de estriol traduzem boa vitalidade. Diminuico de seus niveis em 40%
ou mais significa sofrimento fetal crénico. O estriol estd sensivelmente alterado nas
patologias do SNC (anencefalia e hidrocefalia), nas patologias da supra renal (bipoplasia
cortical congénita, supresso iatrogénica por corticoterapia materna, cirrose hepitica fetal
congénita), nas anomalias placentdrias (deficiéncia enzimética, diminuicfio da area wtil) ¢
anormalidades maternas (insuficiéncia hepatica, doenca renal ou cortica-supra-renal)

(Peixoto,1991).

No soro materno, a maior parte do estriol € conjugada no figado ¢ uma
porcentagem de aproximadamente 10% permanece nfio conjugada. Aproximadamente 65%
a 70% do estriol conjugado e ndo conjugado (uE3) ligam-se a proteinas carregadoras, sendo

gue apenas o estriol livre tem atividade biolégica (Compton et al, 1979). A concentraggio
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de uE3 é reduzida em mulheres fumantes e nos casos de imaturidade fetal, sendo que seus
niveis sio independentes da idade materna (Munoz e Little, 1999). Baixos niveis de estriol
nfio conjugados, no soro materno no segundo trimestre de gestagho, sfo sugestivos de
trissomsas do cromosssomo 21 (Carpick et al, 1988), do cromossomo18 (Sfendrych et al,
1996) ou de triploidias (Vieira et al 1999). Utilizando o teste triplice (AFP, hCG ¢ uE3)
para detecclic de Sindrome de Down, o padro de detecclo € de 77% , com um falso
positivo de 4,6%, quando em associagfio com & idade materna. Na auséncia de dosagem de

estriol, os valores caem para 48% (Marnie et a1, 1991).

Apesar dos recursos relatados acima constituirem importanies avangos no
campo do diagndstico pré-natal, na verdade nenhum deles dispensa a andlise citogenética
convencional para o diagndstico final, o gue implica na realizagfio de exames relativamente
onerosos, que requerem periodos longes de operacionalizaco e pessoal especializado. No
Brasil, estes servicos sfio realizados, em sua imensa maioria, em servigos privados. Como
conseqiiéncia, ocorre a posterior sobrecarga na rede piblica de atendimento a portadores de
enfermidades genéticas, com prognostico e evelugdo extremamente reservados, em razfo
da natureza crOnica dessas doencas e agravamento do problema em determinados

agregados familiares.

Considerando a relevancia destas questdes e o impacto sécio-econdmico gerado
na criacio e operacionalizacio de um Servigo de Medicina Fetal, julgamos oportuno
investigar a participagiio do laboratério de citogenética no auxilio as estratégias de
diagnéstico pré-natal, num hospital piblico de referéncia da rede terciaria do estado de S&o
Paulo, através do estudo das caracteristicas especificas da populagio atendida, da
prevaléncia de malformagdes cromossdmicas e das implicagbes no atendimento integral &

satide da mulher.
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OBJETIVOS




OBJETIVO GERAL:

# Analisar a contribuicio do Laboratério de Citogenética ¢ Cultivo
Celnlar/CAISM no Programa de Medicina Fetal, no que concerne ao padrfo de qualidade
de exames, abrangéncia de suas atividades e atendimento as gestantes em um centro de

referéncia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

# Investigar as anomalias cromossomicas detectadas em amostras de liquido
ammnidtico e de sangue de corddoc umbilical, provenientes de gestanies

advindas do ambulatério Pré-Natal Especializado (PNE).

# Comparar a prevaléncia das alteracdes cromossdmicas encontradas com 0s

dados de literatura.
# Estabelecer relacdes entre achados clinicos e ultra-sonograficos.

# Identificar quais as indicagBes representam maiores fatores de risco para

alteracGes cromossOmicas, na populacdo de gestantes estudada.

# Descrever a populagio sob estudo segundo as varidveis: idade, idade

gestacional, niimero de abortos, nimero de gestagbes.

# Comparar as varidveis descritivas da populagio entre os grupos de alto ¢

baixo risco para alteragBes cromossdmicas.

Objetives
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CASUISTICA E METODOS
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Amosira

O estudo retrospectivo delineado compreenden o levantamento de dados
correspondentes a todas as solicitagbes de caritipo atendidas pelo Laboraidrio de
Citogenética e Cultivo Celular, no perfodo de abril de 1993 a novembro de 2001. As
indicacBes de caridtipo obedeceram aos critérios de inclusio estabelecidos pelo protocolo
do Programa de Medicina Fetal do CAISM e as coletas de amosiras de material fetal foram
realizadas apds assipatura de termo de consentimento para procedimentos invasivos

{anexo 1).

A amostra foi subdividida em dois grupos, em razio das indicagbes de cordo ou
amniocentese para suspeita clinica de toxoplasmose, rubéola ou citomegalovirus e
isoimunizagiio Rh, que, tecricamente, nfo deveriam apresentar alteragbes cromossdmicas
auméricas ou estruturais detectdveis.  Entretanto, como visavam & utilizagdo de
procedimentos invasivos e terapéuticos intra-litero, com alteragbes morfologicas
decorrentes de comprometimentos sujeitos a confirmagio soroldgica, julgou-se procedente
realizar, nos primeiros trés anos de estudo, a investigacio citogenética destes fetos, que

constituiram neste trabalho ¢ grupo controle.

O grupo de estudo foi constituido pelos casos com indicacdo precisa de
cariotipo, representadas pela idade materna superior a 40 anos, gestacdo amterior com
malformacio congénita/genética/bioquimica, historia familiar de alteragio cromossémica,

além de gestacHio atual com alterages ecograficas.
Encaminhamentos

Como centro de referéneia, o Programa de Medicina Fetal (PMF) do Centro de
Atencdo Integral a Satde da Mulher (CAISM) recebe gestantes oriundas do Ambulatério
Geral de Obstetricia do Hospital de Clinicas da UNICAMP, dos postos de saiide piblica da
regiio de Campinas e de outros centros que n3o possuem servigo de Medicina Fetal
estabelecido, abrangendo vérias regides do Estado de S&o Paulo e a regido sul do Estado de
Minas Gerais. O atendimento clinico destes encaminhamentos & realizado no Ambulatério
Pré Natal Especializado (PNE).
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As gestantes foram atendidas mediante encaminhamento justificado como fator
de risco para comprometimento materno e/ou fetal, compreendendo as indicagles de
alteracbes morfolégicas efou funcionais fetais, historico familiar de anomalias genéticas,
idade materna acima de 40 anos, infecgBes por microorganismes com potencial
contaminaciio fetal além de comprometimento resultante de incompatibilidade sangninea

materno/fetal, entre outros.

Apé6s admissic no ambulatéric PNE, as gestantes foram atendidas pelas
assistentes sociais ou enfermeiras, ocasiio em que foram orientadas quanto aos
procedimentos de rotina e exames auxiliares, incluindo exames ultra-sonogréfico, testes
sorolégicos para HIV e biopsias fetais parz exames adicionais, além de outros
procedimentos como transfusio intra-Gtero. Desta forma, procedimentos invasivos foram
realizados apenas ap6s a assinatura do termo de consentimento (anexo 1). A partir deste
momento e de acordo com a solicitagio médica ou pessoal, as gestantes foram
encaminhadas para atendimento psicologico, com acompanhamentos periédicos ao longo

do pericdo perinatal.

Realizados o atendimento ambulatorial e as solicitacGes de exames de rotina
para o atendimento pré-natal, as mulheres foram encaminhadas para exame
ultra-sonografico. Em posse da propedéutica especializada, cada caso foi discutido em
reunides multidisciplinares do Servico, onde foram decididas as indicaghes para exames
especializados ¢ tomada de conduta. Os procedimentos invasivos foram realizados apds
assinatura do termo de consentimento € posse dos resultados de triagem para HIV e hepatite
B e C, em salas apropriadas, na presenca de uma enfermeira e do docente ¢ residente
responsavels, em ambiente asséptico, com auxilio de aparelho ultra-sonogréfico de alta
resolugdo (Toshiba SSA 250 ou Toshiba SH 140). (Figura 2).
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Figura 2: Esquema do sistema de atendimento realizado no Programa de Medicina Fetal (PME)
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PROCEDIMENTOS AMBULATORIAIS
Coleta de sangue de corddo umbilical

Apos posicionamento da gestante em dectbito dorsal horizontal, procedeu-se &
anti-sepsia rigorosa do abdémem, com colocaglo de campos cirirgicos e aplicagio de
anesiésico local. A coleta foi realizada por dois operadores, com auxilio do aparelho

ultra-sonografico.

A agutha utilizada fol previamente, introduzida com o mandril at€ a cavidade
amnidtica e direcionada até a inserciio placentaria do cordfio umbilical. Atingido o cordéo,
a aguiha foi inserida (calibre 20) na veia umbilical, sendo entfio retirado © mandril e
aspirado 3 2 4 ml de sangue fetal. Amostra adicional de 1 ml deste sangue era colhida
concomitantemente em owtro frasco contendo anticoagulamte EDTA, para reaglo de
Kleihauer e contagem de hemacias fetais, de modo a constatar a ocorréncia de
contaminagio corn sangue materno. Retirada a agulha, a hemorragia local foi acompanhada
pela ultra-sonografia, at€ ocorrer a parada de sangramento.

Finalizado o procedimento, realizou-se o controle da freqiiéncia cardiaca fetal,
nova assepsia e a paciente entfo foi dispensada, com recomendagSes de repouso durante
94 horas e levando um telefone para contato, em caso da presenga de intercorréncias ou

desconforto excessivo.

As coletas foram realizadas, via de regra, no periodo da manhi, tendo sido o
material biolégico mantido em local apropriado, & temperatura ambiente e, dentro de um

periodo méximo de 4 horas ap6s a coleta encaminhado ac laboratério.

Coleta de liquido amnidtico

De modo inicialmente semelhante ao descrito acima, o transdutor foi protegido
com plastico estéril, utilizando-se como veiculo gel estéril. Ocasionalmente foi utilizada
anestesia local com lidocaina 2%. Apés a escolha do local a ser puncionado, a agulha
(espinhal calibre 20 ou 22) foi inserida ao lado do transdutor at¢ a cavidade uterina.
Retirado o mandril, 10 ml de liquido ammiético foram aspirados. Os demais procedimentos

foram idénticos aos descritos acima.

Casuistica ¢ Métodos
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PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
Recebimento das amostras

As amostras coletadas foram obrigatoriamente enviadas até as 14 horas do dia
da coleta para o laboratdrio, onde recebiam registro informatizado ¢ numeracéo interna do
sistema. Trés etiquetas eram impressas, sendo uma afixada sobre a folba de solicitacfio de
exame, uma na seringa contendo o material fetal e outra no livro de registro de entrada de
material. Imediatamente ap6s, o material e a respectiva requisicio eram fixados juntos e

transferidos para a sala de cultivo celular.
Técnica convencional de cultura priméria de liquide amnidtico

10 ml de lquido amniético foram colocados em tubo estéril (Nunc) e
submetidos & centrifugacio durante dez minutos, a 1.000 RPM. Apés descarte do
sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 1 mi de meio Ham F10 ¢ 0,2 m! deste total
foram colocados em tubo estéril com tampa ventilada, contendo 5 ml de meio de cultura
enriquecido com 10% de complementos, sendo soro fetal bovino e suplemento Amniomax
{Gibco).

O material foi submetido a incubagio a 37 °C, durante 10 a 12 dias, em estufa
com 5% de CO2.

A interrupgio da divisfio celular foi feita com colchicina Sigma (0,1 ng/mi).
Apbs intervalo de 3 boras, as células aderidas foram removidas com tripsina, e o material

transferido para tubo estéril (Nunc) para centrifugagdo, por 10 minutos, a 1.000 RPM.

O tratamento hipotdnico foi feito com KC1 0,075 M e a fixaciio do material
com metanolacido acético (3:1), sendo este transferido para lAminas geladas para posterior

realizagio de coloragfo convencional, banda G e/ou C e analise citogenética.
Técnica de cultura primiria de liquido amuidtico e cariétipo in situ

10 ml de liguido amniético foram colocados em tubo estéril (Nunc) e
submetidos 3 centrifugacio durante dez minutos, a 1.000 RPM. O sedimento foi
ressuspenso em 1 ml de meio Ham F 10 e distribuido em placas de cultivo celular (Nunc)

contendo quatro nichos, acrescidos de laminula Thermanox Nunc ®.
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Em dois nichos foram acrescidos 4 ml de meic de cultura Ham F10
enriquecidos com 20% de soro fetal bovino e 10% de suplemento Amniomax; aos dois
nichos restantes foram acrescentados 4 ml de meio Amniomax com 15% de suplemento

Amniomax.

O material foi incubado a 37 °C, durante 8 a 10 dias em estufa com 5% de COZ.

Realizava-se troca do meio de cultura no 5° dia de cultivo.

A interrupcdio da divisiio celular foi feita com colchicina (0.1 ug/mil). Apos trés
horas, foi realizado o tratamento hipoténico com KC10,075M ¢ a fixacio do material com
metancl/acido acético (3:1). A coloragio das laminulas foi realizada para obtengdo de

banda G e/ou C e anélise citogenetica.
Analise Citogenética

Realizada através de bandas G e C, segundo técnica descrita por Sanchez et al.
(1973), com pequenas modificagdes. Os resultados de cariétipo foram descritos segundo os
critérios da ISCN (1995), com limite de resolugfio minimo de 450 bandas por lote hapi6ide.
A avaliaciio foi realizada em material advindo de, no minimo, dois frascos de cultura e de
20 céhulas em metafase, seguindo as recomendaces de Hsu (1992) para investigagio de

mogaicismo.
Coleta de dados e Analise Estatistica

As varidveis estudadas compreenderam a idade das mulheres e idade
gestacional na admiss&o po servigo, nimero de gestacdes e de abortos, indicagdo principal
de cari6tipo e os respectivos resultados. Os dados foram compilados de consulta aos
respectivos prontudrios e a0 arquivo de dados do Laboratoric de Citogenética e Cultivo
Celular. Na descrigiio das amostras, os valores decimais foram aproximados para o limite
superior, quando maiores que 0,6 ou inferior, se menores ou iguais a 0,5. Foram calculadas
a raziio de prevaléncia (RP), com intervalo de confianca de 95%, ajustadas segundo a idade,
idade gestacional e mimero de gestacfes, em relagdo ao grupo controle, utilizando o

modelo de regressio de Breslow-Cox.
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RESULTADOS




As solicitagSes encaminhadas ao laboratdric corresponderam a 673 casos,
sendo 146 que atenderam aos critérios estabelecidos para o grupo controle e 527 para o
grupo de estudo, perfazendo 546 casos provenientes de cordocentese (81%) ¢ 127 de

ammniocentese {19%).

No grupo controle, uma relagfo de 80 fetos do sexo masculine para 66 do sexo
feminino mostrou desvio favoravel aos primeiros (55%). Conforme esperado, nfo houve
alteracBes cromossdmicas muméricas ou estruturais detectdveis, exceto os polimorfismos
citogenéticos representados por quatro casos de variagbes nas regiSes de heterocromatina
(46, XY, 22s+; 46,5 inv(9); 46,XX,1gh- € 46, XY,1qh+).

No grupo de estudo, a distribuigo segundo a idade, mostrou que, das gestantes,
14% apresentava idade superior a 35 anos, ¢ alteragBes citogenéticas fetais entre 24 e 29%,
contrapondo-se & auséncia de alteragbes no grupo de adolescentes com idade inferior a 15
anos. Por outro Iado, apenas 16% das mulheres procurou o servigo com idade gestacional
inferior a vinte semanas, denotando um importante contingente de 3% de gestagdes a pre-
termo e conceniracdo quase absoluta de mnulheres entre o segundo e terceiro trimestres de
gestagdo, sem concentracio de alteragSes citogenéticas em qualquer dos intervalos de

classe (tabelas 2 e 3/figuras 3 e 4).
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Tahela 2: Distribuicio da amostra de gestantes do grupo sob estudo segundo a faixa etaria,

quando admitidas no SeIvigo.

idade n % 0 LA
alierados alterados/ciasse
<13 il 2 o 0
16-20 100 28 ti it
21-25 118 24 21 18
26-30 127 26 i7 13
31-35 69 14 07 10
36-40 42 g 10 24
>41 24 5 G7 28
Total 491 100 73

1404

120%
Mamero de i | [ BNumero de casos |
Casos E analisados E
80- ! FNumero de |
A siteragtes i
80+ | citogendticas i

40~

204

1 2 3 4 5 8 7
Faixa =taria {(anos)

Figura 3: Distribuigdo do grupo de estudo segundo a faixa etaria das gestantes
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Tabelz 3: Distribuicio da amostra de gestantes do grupo sob estudo segundo a idade

gestacional, quando admitidas no servigo.

Idade & % Alterados % alterados/
classe
i2-13 18 4 02 11
i6-20 55 12 03 g
21-25 124 25 19 15
26 - 30 167 34 24 14
31-35 108 22 18 17
36 - 40 15 3 05 33
Total 481 100 73

B Muamero de
casos
analisados

. 16
MNamero de
Casns

MNumero de
alteracdes
citogenéticas

*p<0,035

i2-135 16-20 21-23 26-30 31-35 36-4G

Idade Gestacional (em semanas)

Figura 4: Distribuicdo da amostra de gestantes segundo a Idade (Gestacional
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Quanto ao nimero de gestagdes do grupe de estudo, a tabela 4 mostra uma
distribuigiio equivalente entre primigestas ¢ aquelas com 2 a 3 gestagdes, compondo 79%
da amostra. Os percentuais de alteragBes citogenéticas estiveram igualmente distribuidos

entre os irés intervalos de classe obtidos.

Tahela 4: Distribuicfio do grupo de estudo segundo o niimero de gestagdes

Nimero de n % B % alterados/
Gestaches alterados classe
1 152 39 26 14
2-3 185 40 32 i6
=4 104 21 15 15
Total 491 160 73

A investigacdo de histdérico de abortos revelou 81% da amostra sem
antecedentes pessoais, contrapondo-se a 19% com relato de perdas gestacionais. As
alteracdes citogenéticas fetais, entretanto, mantiveram-se distribuidas eqilitativamente nos

variados intervalos de classe (Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicio do grupo de estudo segundo o niimero de abortos

Abortos % B %
alterados alterados/classe

0 399 81 58 15

62 i3 9 i5

2 i6 3 3 19

=3 14 3 3 21
Total 491 100 73
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No grupo de estudo, o nimero de solicitagbes oscilou entre 40 e 90 ao ano, com
um aumento importante no biénio 98/99. Destas, 36 resultaram em solicita¢io de nova
puncéo (5%), em raziio de falhas na obtencfic da cultura priméria ou de metafases passiveis
de anzlise citogenética. As falbas distribuiram-se uniformemente ac longo dos anos, apesar
da experiéncia ¢ da melhoria de recursos adquiridos no perfodo(Tabela 6/figura 5). A média
geral de alteraghes citogenéticas foi de 14%, com aumento importante no ano de 1999
{figura 6}.

Tabela 6: Distribuicic da amostra segundo ano de entrada dos exames no laboratério,

falhas na obtenc8o de caridtipo e percentuais de alteracSes cromossdmicas.

Aneo de epirada n n n
solicitaches falhas (%} alterados (%)

1993 14 0 1 (7%
1994 66 5(7%) 5{8%)
1995 49 4 {8%) 12 (24%)
1996 34 5{9%) 7(13%)
1997 67 5(7%) 5(7%)
1998 8% 5 (6%) 11 (12%)
1999 87 6 (7%) 16 (18%)
2000 60 2{3%) 7 (12%)
2001 41 4 (18%) 9 (229%)

Total Geral 527 36 (7% 73 (13%)

{média no periodo)
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Figara 5: Solicitacdes de cariétipo ¢ falhas ocorridas no periodo de 1993 a 2001
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Figura 6: Solicitagdes e alteragdes cromossOmicas ocorridas no perfedo de 1993 a2 2061
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Das principais indicagdes de cariétipo, 41% foram decorrentes de alteragGes do
sistema nervoso central (SNC), especialmente hidrocefalia e defeitos de fechamento do
tubo neural (DFTN). Outras malformacdes de SNC isoladas e presenca de Cisto de Dandy-
Walker revelaram gue pelo menos 20% destes casos eram portadores de alteragbes
cromossdmicas, concentrando 14% de todas as alteracdes citogenéticas observadas na
amostra (Tabela 7).

Hist6rico de filhos com malformacdes fetais ou congénitas, associadas ou ndo a
cromossomopatias ou alteracdes genético/bioguimicas, contribuiram com 9% dos casos,
enquanto que defeitos do sistema urindrio e hidropsia contribuiram com 8% e 7%
respectivamente. 1dade materna superior a 40 anos e malformagdes fetais multiplas
participaram com contingente, superior a 9% das indicagles de cariétipo. Indicagdes
variadas com namero inferior a quatro ocorréncias foram incluidas em uma nica classe.
Compreenderam alteragbes como artéria umbilical Unica, derrame pleural, gestagbes
gemelares com alteragdes ecograficas em um ou ambos fetos, entre outras. Considerando-se
as alteragbes citogenéticas por classe, verificou-se que o indice de afetados ultrapassou
20% nas cardiopatias estruturais, onfaloceles, higromas cisticos e retardo de crescimento
intra-uterino, assim como nas indicagOes de idade materna avangada. As alteracBes
numéricas mais freqiientes foram as trissomias dos cromossomos 13, 18 e 21, seguidas
pelas monossomias do cromossomo X, sendo uma delas em mosaico. As alteragbes
estruturais perfizeram 11% das ocorréncias e alteragbes menos freqiientes totalizaram trés
casos com oOs seguintes caridtipos: 48, XXY,+21; 47,XX,+8; 47,XX.der(13/21),+21,+mar
(Tabela 8). Os polimorfismos citogenéticos compreenderam cinco casos de aumento de
satélite nos cromossomos 13, 15, 21 € 22 e 1 caso de inversdo pericéntrica do

cromossomo 9.
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Tabela 7: Indicacdes de cariStipo e alteragSes cromossOmicas encontradas no grupo de

estudo
Indicacbes i) Abterados % alterados
Alieracbes do SNC
Hidrocefalia 137 10 7
DFTN 31 3 16
Cisto de Dandy-Walker % 2 22
Cutros 26 8 31
Total Parcial 203 25
Defeitos de parede
Onfalocele 5 3 29
Gastrosguise 4 0 0
Total Parcial 19
Cardiopatias
Defeitos estruturais 17 5 29
Arritmias 1 0 ¢
Total Parcial 18 5
Defeitos do sisterna urindrio 38 4 10
Defeitos no trato gastro intestinal 5 1 20
Alteragles dsseas 08 00
Antecedentes (*) 45 03
Hidropsia 33 06 i8
Idade materna avancada 22 g5 23
Malformacfes multiplas 22 o7 32
Alteragdes no liquido aromidtico 16 01 6
Transhicéncia nucal zaumentada 15 02 13
RCIU il 04 36
Hérnia diafragmatica 11 01 9
Higroma cistico 08 0z 25
Qutras ndicages 17 04 24
Total Parcial 251 25
TOTAL GERAL 491 73
RCIUE= restrigio de crescimento intra-uterino (*= antecedentes de alteragdo cromossdmica/
DFTN= defeito de fechamento de tubo neural maiformacio fetal ou congénita
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Tabela 8: AlteracSes citogenéticas encontradas no grupo de estudo.

Caridtipo B XX Xy % de alteracdes
47,  +21 i6 8 g 22
47, +18 17 9 8 23
47,  +i3 12 8 4 16
AlteragBes estruturais 08 4 4 it
Triploidias g3 3 tH 4
Total Parcial 56 32 24 76

Outras alteracoes compreenderam : 45,X (7 casos); 45, X/46,XX (I caso) e as aneuploidias 48, XXY,+21;
47 XX ,+8; e 47, XX, der (13/21),+21,+mar.

Polimorfismo: 6 casos, sendo 3 do sexo masculino e 3 do feminimo

A comparagio estatistica entre os grupos de estudo e controle indicou
similaridade entre ambos quanto a idade gestacional e numero de gestagbes, salientando-se
para o primeiro wm aumento significativo de alteragBes cromossdmicas nas gestantes com

idade superior a 35 anos (tabelas 9 e 10).

Resultados
46



Tabela 9: Comparagiio entre o grupo controle e o grupo de estudo

com indicacio “controles”
{m=491) {n=146}
] (%) ] (%) p valor
faixa etéria 0,04
14al5 11 {23 1 {1)
16a20 160 (20) 22 {15)
21825 118 {24} 47 {32}
26 a30 127 {26) 43 {29)
31a35 69 {14) 16 {11}
36a 40 42 {9) 6 (113
>41 24 {3} 1 (1)
idade gestacional 8,12
i2ais 18 (4) B (5}
16220 59 {12) 27 {19)
21225 124 {25) 35 {24)
26 a 30 167 {(34) 51 (3%)
31a3s 108 (22) 24 (16)
36a40 15 (3) 1 (1)
gestacoes 0,02(+)
i 192 {39) 39 (27)
2a3 195 (40) 71 (48)
=4 104 (21) 36 {25)
abortos 0,16
6 399 (81) 118 {81)
1 62 {13) 21 (14)
2 6 {(3) 7 (3)
>3 14 (3) 0 (0)
polimerfismos 0,19(%
Sirn & (1) 4 {3)
ndo 485 {99) 142 {97)

(*) Ajustado por idade, idade gestacional e nitmero de gestacies

(+) SignificAncia estatistica
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Tabela 10: Razdes de prevaléncia das alteracles cromossbmicas por faixa etéria, idade

gestacional, nimero de gestagdes ¢ niimero de abortos, calculadas para o grupo de estudo.

faixa Prevaléncia de Razdo de prevaléncias
etgria 7 alteractes alteraces (%) {IC 95 %)
4als i1 L 0 -
16220 166 11 11,0 referéneia
21al5 118 21 17.8 16(0,8-3,23
26230 127 17 134 1,2{05-2,5)
31a35 69 7 10,1 09(03-2,3)
36240 42 10 23,8 22(4,0-47)Y(H
>41 24 7 292 27{L1-6,1}{(+)
idagde gestacional
12al5 18 2 it} referéncia
i6a20 59 5 3.5 0.8 (0,2 - 3,6)
21228 124 i9 153 14 (04 — 543
26 a30 167 24 4.4 1,3 (03 - 506)
31233 108 i3 16,7 1.5 (04 - 59
36a40 13 3 333 3.0 (0,7 -13,3)
gestaches
i 192 26 13,5 referéncia
2a3 195 32 16,4 12 (0,7-2,0)
>4 104 5 14,4 1,1 (0,5-1,9)
abortos
] 399 58 14,5 referéncia
1 62 G 14,5 L0 (0,518}
2 16 18,8 1,3 (0,4-37)
>3 14 3 214 15 (05-4,1)
total 491 73 149
{+) Significancia estatistica
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DISCUSSAO




A implantagdo do Programa de Medicina Fetal teve seu inicio no ano de 1993,
ocasifio em que ©os casos eram selecionados e enviados para o Ambulatorio Pré-Natal
Especializado. Autravés do trabalho de assistentes sociais, enfermeiras ¢ psicdlogas
especializadas, eram estabelecidos os primeires contatos e os vinculos necessarios entre os
usudrios € a equipe técnica, composta por ultra-sonografistas, clinicos, neonatologistas,
cirurgides pedistricos ¢ geneticistas, estes amparados pelos laboratérios de andlises de

rotina e pelos laboratérios especializados, de modo a compor uma equipe multidisciplinar.

As solicitagdes de caridtipo sofreram flutuagdes durante o perfodo de estudo,
refletindo as dificuldades iniciais de implantagfio e introdugdo de novas rotinas (Tabela 6;
Figura 5). Imediatamente ap6s houve um periodo maxime de solicitagdes, seguido de queda
e posterior estabilizagio destas, refletindo a experiéncia adquirida no periodo € ©

aprimoramento 1ia indicagfo precisa de exames de maior monta.

As flutuacbes de demanda do laboratorio nfio tiveram ligacfio com as falhas
técnicas ocorridas, cujos niveis estiveram relativamente estaveis no periodo, apesar da
experiéncia adquirida nfio somente nos servigos prestados ao Programa de Medicina Fetal,
como também aos demais ambulatérios do Hospital da Muther (Ginecologia, Esterilidade €
Abortos Recorrentes). Assim, embora atendendo & recomendag@o de Hsu e colaboradores
(1992) quanto 2 cota minima de 100 analises anuais, 0s percentuais de falhas foram
atribuidos, em parte, as condicGes insatisfatérias de infra-estrutura, altamente dependentes
de fatores externos e por isso de dificil controle, representados pelos cortes de energia
elétrica, mudanga de lotes e de partidas de suprimentos e atrasos no fornecimento de
material, entre tantos outros. Além de situacbes desta natureza, ¢ muito provavel que a
manutencio dos indices de fatha ao longo do periodo esteja relacionada a0 momento das
coletas que, na populagio estudada, correspondia a grande contingente de gestagdes a pré-
termo ou de terceiro trimestre, consideradas na literatura como facilitadoras de fathas na
cultura de células de liquido amniotico (Reid et al., 1996; Lam et al., 1998).

Paralelamente, as cromossomopatias também apresentaram flutuacio
importante no periodo, as quais nfio estio devidamente esclarecidas (Tabela 6; Figura 5).
Os percentuais médios, contudo, estiveram dentro das estimativas mencionadas na literatura
(Be et al., 1999; Caron et al., 1999).
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A raz8o de sexo obtida a partir dos caridtipos indicou desvio favoravel para
fetos masculinos (52%), que foi mais acentuado no grupo controle (55%), confirmando os
dados da literatura. Recentemente, Manning e seu grupo (1997) atribuiram este desvio a
diferenca entre a idade paterna e materna, mas esta conclusfio n3o tem sido confirmada
(Arnold, et al. 1997). Qutros trabathos t€m sugerido um envolvimento ainda desconhecido
de toxinas que “carregariam” o cromossomo Y no espermatozéide (Moller, 1996; Van der

Pal de Bruin, et al 1997; Allan, et al. 1997).

Embora o desvio da raz8o de sexo para o sexo masculino seja um relato
fregiiente na literatura, as causas ainda ndo estfo devidamente esclarecidas (Béttcher-Luiz,
1996). Dados recentes acerca de abortos espontineos registrados no Chile, indicam uma
razio de sexo de 1.03% (Be et al, 1997). Curiosamente, t€m sido relatadas diminuicfes
destas relagSes nos paises industrializados, como na Dinamarca (Moller, 1996), na Holanda
{( Van der Pal de Bruin, et al 1997; Bromen e Jackel, 1997), na Alemanha (Van den Broek,
1997) na Inglaterra (Manning, et al 1997), nos Estados Unidos e no Canada (Allan, et al.

1997; Davis, et al. 1998), mas o fendmeno ainda nfo apresenta explicagdes plausiveis.

De modo semelhante, a associacio entre alteragio cromossdmica fetal ¢ idade
materna avanc¢ada tem sido ressaltada desde a década de setenta e persiste como fator de
risco principal nas indicagdes de caribtipo dos paises desenvolvidos (Bou€ ¢ Boug, 1976;
Boué e Gallano, 1984; Hsu, 1986). No Brasil, a atengfio destinada as gestantes na faixa de
risco visa a prevengio de possiveis intercorréncias clinicas e/ou obstétricas (Monteiro et al.,
2000; Ministério da Satde, 2000), sendo ¢ diagnéstico citogenético uma alternativa remota
e raramente exeqgiiivel. Como agravante desta situac3o, a prevaléncia de gestagbes a
pré-termo ou superiores a 20 semanas, obtida na casuistica (Tabela 3; Figura 4),
caracteristicas de rede terciaria do pais, ressalta as limitagdes quanto s agbes preventivas e

terapéuticas, além do 6nus compulsério aos setores de obstetricia e neonatal dos hospitais.

A idade gestacional recomendada para a realizacfic da amniocentese classica
situa-se entre a 16° ¢ 18 semana, cujo risco de perda fetal pelo procedimento ¢ de
aproximadamente 0,5% (Montenegro, et al.; 1998). Entretanto, em razio da necessidade de
cultivo celular, a disponibilidade de resultado € via de regra tardia, ocorrendo cerca de 10 a

12 dias ap6s a coleta. A anmmioccentese precoce, realizada antes da 14° semana de gestagio,
p P gestag
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permite a adogio de medidas igualmente precoces, mas a taxa de perda fetal pode chegar a -
5,3% (Nicolaides et al., 1994). Nikkild e colegas (2002) relatam ainda o risco aumentado
para deformidades congénitas de extremidades, especialmente malformagdes dos pes.
Considerando as caracteristicas da populacio estudada ¢ a otimizagdo de recursos
financeiros como condi¢io fundamental para os sistemas de satde publicos, a indicagdo de
cariétipo via cordocentese resultaria em diagnéstico mais répido ¢ mEnROs OnEroso a
instituicdo. Para as gestagbes de segundo trimestre, 0s avangos nos sistemas de imagens
ultra-sonograficas, associados & seguranga da amniocentese nesie periodo constituiriam
também a opgdo Otima para avaliacdo destes fetos, uma vez que oS marcadores
bioquimicos, em especial a AFP (alfa-fetoproteina) nfio discriminam as gestagdes de alto

risco para este periodo {(Mandruzzato et al., 2001; Watanabe et al., 2002).

Com relacfio as alteracBes cromossdmicas encontradas, os resultados obtidos
confirmaram a alta proporgdo destas em funcgfio da principal indicagdo de caribtipo ¢ a
prevaléncia das trissomias 13, 18 e 21 na casuistica (Tabelas 7 ¢ 8). Em alguns casos, sinais
ultra-sonograficos tunicos de hidrocefalia ou translucéncia nucal aumentada e hérnia
diafragmatica resultaram em cariétipo com trissomia dos cromossomos 21 ¢ 18,
respectivamente. As alteragbes cromossbmicas encontradas (Tabela 8) nfo estiveram

relacionadas com a dimenséo e gravidade das malformagdes fetais.

Antecedentes de malformacdes congénitas, genéticas e/ou bioquimicas
representaram um percentual importante de indicages de caridtipo, aparentemente super
estimadas neste trabalho. Estudos feitos em casais com histéria de aborto recorrente
revelaram que 10% deles eram portadores de alteragdes cromossOmicas, sendo 44% destas
representadas por translocacBes; 48% por mosaicismos variades ¢ 8% por delecdes e
inversbes {Singh et al, 1980; Andrews et al., 1982; Sachs, et al., 1985). Estas alteragGes
podem ocorTer POT €IT0s na segregacdo durante a meiose, acarretando um complemento
cromossomico anormal nos gametas; o risco de transmissfio € varidvel e depende de uma
combinagdo de fatores, tais como 0 sexo do genitor transmissor, o desequilibrio de gametas
potencialmente viaveis, o cromossomo envolvido, a dimensfo da anomalia cromossdmica €

o tipo de segregacfio gamética (Gardner e Sutherland, 1989).
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Um estudo colaborativo europeu sobre antecedentes de cromossomopatias
revelou que translocagGes balanceadas parentais resultaram em fetos portadores de inversdo
cromossbmica em 5,9% dos casos; translocacdes reciprocas originaram 11,8% de fetos
alterados {Boué e Gallano, 1984); histéria de crianga prévia com alteragdo cromossdmica,
contribuiram com recorréncia de 1,42% mnas gestacfes subseqlientes (Stene, et al,1984).
Paralelamente, sabe-se que as alteracBes cromossdmicas s30 responsiveis por 61% dos
abortos em idade gestacional inferior a 12 semanas (Boué, et al,, 1975), algumas herdadas
de um dos genitores. Em nosso trabalho, os altos percentuais de indicagBes de caribtipo
decorrentes desta situacSio sfio decorrentes, na verdade, de um conjunto de situacOes
agrupadas em uma mesma categoria, estando entre elas as malformacgbes de origem
idiopatica, alteracbes génicas e bioquimicas também foram incluidas nesta categoria
(Tabela 7).

As trissomias dos cromossomos 18 e 13, respectivamente Sindrome de Edwards
e de Patau apresentam, em 80% dos casos, trissomia livre, prevaléncia do sexo feminino e
associaciio com idade materna avangada (Beiguelman, 1982). Neste trabalho, todos os
resultados relatados compreenderam trissomias livres, sendo 50% deles em gestantes com
risco para idade avangada. Todavia, a confirmagio de prevaléncia do sexo feminino

somente foi verificada na trissomia do 13 (8 femininos: 4 masculinos) (Tabela 8).

Uma caracteristica algumas vezes surpreendente da trissomia 18 € a aparente
escassez de sinais ultra-sonograficos sugestivos desta alteragfio. Na casuistica estudada,
alteragio tmnica de hérnia diafragmatica resultou em cariétipo alterado. A hérnia
diafragmatica € wma anomalia congénita, onde os érgfos abdominais estdo em contato com
a cavidade toracica, devido a um desenvolvimento anormal do diafragma . Ocorre em
aproximadamente 1 em 3000 nascimentos {Bettelheim, et al.; 1998), sua eticlogia ndo esta
bem esclarecida, mas a literatura cita esta alteracfio associada a translocagGes e delecbes

cromossdmicas (Temple, et al., 1994; Bettelheim et al., 1998).

Na trissomia do cromossomo 21, as caracteristicas mais comuns sdo as
alteragBes do sistema urinario, em especial a dilatagfio uni ou bilateral dos sistemas renais
coletores, que pode envolver também a dilatagio pélvica (Gordon, et al; 1990). Neste
trabatho, alteragSes renais ndo constituiram exclusividade, tampouco indicacio principal de

cariétipo, para os casos de suspeita de sindrome de Down (Tabelas 7 ¢ 8).
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A literatura relata que, na Sindrome de Turner, somente 55% das portadoras
apresentam monossomia total do cromossomo X; as demais apresentam graus variados de
mosaicismo ou alteracBes estruturais do cromossomeo X (De Grouchy e Turleaun, 1978; Be
et al; 1999). Na casuistica deste trabalho, obteve-se 7 casos 45, X e somente 1 caso de
mosaicismo 45,X/46, XX, a maioria em gestantes jovens e somente um caso de idade
materna superior a 35 anos. Esses dados corroboram que a Sindrome de Turner € uma das

poucas anomalias cromossdmicas numericas com prevaléncia em mulheres jovens.

As triploidias fetais sfio, na maioria dos casos, origindrias de dispermia. Os
casos de origem materna sdo originados principalmente por erros na meiose I (Zaragoza
et al, 2000). Fetos tripldides com comjunto cromossdmico extra de origem paterna
apresentam placentas anormais, classificadas como molas hidatiformes parciais (Thompson
& Thompson, 1993). Neste estudo houve um caso de complemento 69, XXX com mola

hidatiforme, porém em confirmagfo citogenética da origem parental.

As alteragBes cromossdmicas vém acompanhadas de fenotipos caracteristicos.
A literatura descreve vérias alteragdes detectadas ao exame ultra-sonogréfico, associadas a
fatores genéticos. As mais freqiientes sfo as malformagdes de fechamento de tubo neural,
principalmente anencefalia, encefalocele e meningomielocele. Embora de causa
desconhecida, fatores genéticos estdo provavelmente implicados, pois o risco de recorréncia
entre irmios de individuos afetados € 10 a 20 vezes maior que em individuos sem historia
da anomalia na familia (Suthers € Haan, 1997). Neste trabalho, as alteragbes de fechamento

de tubo peural, contribuiram com 16% de alteragdes cromossdmicas.

As malformac¢des de parede abdominal, como onfalocele e gastrosquise também
representam defeitos comuns associados a fatores genéticos. A onfalocele € um prolapso
intra-abdominal da base do cordfio umbilical, revestida por uma membrana de peritonio ¢
amnio; tem prevaléncia de 1, em cada 4000 nascidos vivos (Baird e MacDonald, 1981; Bair
et al, 1986). E wmn marcador ecografico comum nas trissomias do cromossomo 18
(Nicolaides et al., 1993) e tem maior incidéncia em idade materna avangada (Martin, 1998).
Esse fato nfic foi confirmado neste trabalho, onde 2 idade das gestantes com fetos
acometidos estava entre 17 e 29 anos, exceto em duas gestantes com idade materna superior

a 35 anos. Neste grupo, um feto apresentou trissomia do cromossomo 13, um trissomia 21 e
uma alteracfio estrutural.
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A gastrosquise ocorre em 1 a cada 30.000 nascidos vivos e, segundo a -
literatura, é mais freqiiente em gestantes jovens (Calzolari et al., 1995). Nesta casuistica, 0S
poucos casos de gastrosquise ocorreram em gestantes com idade entre entre 17 e 23 anos,

porém nio foram acompanhados de alterag8o cromossémica.

Nas indicacdes de cardiopatia, foram observados cinco fetos (29%) com
alteraches cromossdmicas. Schwanitz et al. (1990), analisaram 102 fetos com cardiopatias,
cuja incidéncia de alteragBes cromossémicas foi de 40%. Os resultados obtidos reforcam a

indicagdio de cari6tipo em fetos nos casos de cardiopatias, principalmente nas estruturais.

Aumento da espessura da prega nucal, no primeiro trimestre de gravidez, e
especialmente na 12° semana de gestagfio, é considerado um marcador de aneuploidia fetal
(Pajkrt et al, 1998; Acécio et al, 2001; Panburana et al, 2001). Os resultados
aparentemente subestimados obtidos nesta casuistica ( 13% de alteracBes cromossOmicas)
devem refletir, provavelmente, medigbes ecograficas ¢ encaminhamentos realizados em
ocasides ndo recomendadas para a utilizac@o deste marcador, denotando portanto valores

superestimados desta, emn gestagGes normais.

A hidropsia fetal é uma sindrome associada com ascite, derrame pleural ou
pericardico e edema subcutineo generalizado. Pode ser observada no segundo trimestre de
gestaco e, fregiientemente, estd associada com higroma cistico na sindrome de Turner
(Trent, 1997). Encontramos, neste trabalho, 3 fetos com hidropsia e trissomia do

cromossomo 21 € 3 fetos com monossomia X.

Nas indicagBes de higroma cistico, 25% dos fetos apresentavam
cromossomopatia, reforgando a utilizagfio deste como marcador de aneuploidias.
Enfermidades monogénicas, como as sindromes de Nooman e Roberts (Nyberg et al., 1993;

Chery et al, 1993; Carrasquero et al., 1998), cursam também com higroma cistico.

Restricio no crescimento intra-uterino ¢ sinal sugestivo de cromossomopatia.
Snijders e colaboradores, (1993), estudando 458 fetos nesta condicfo, constataram que as
alteracOes mais comuns eram as triploidias e trissomias 18. A casuistica estudada indicou
quatro casos de aneuploidias em onze de restrigio no crescimento intra uterino,
confirmando a necessidade de cariotipo nos fetos com crescimento comprometido, mesmo

como sinal isolado.

Dhiscussdo
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Considerando as caracteristicas da populacio aténdida ¢ a abrangéncia do
servigo de Medicina Fetal sobre as demais areas de um hospital de referéncia, os resultados
evidenciam a participacfo fundamental do laboratorio de citogenética como parte do
atendimento integral 2 satide maternc-infantil e sobretudo & exeqiiibilidade de um projeto
gue priorize a qualidade de atendimento 4 populagfio e a prevencBo de doengas de origem
genética nos sistemas de salde pliblica. A implantagiio do programa de Medicina Fetal
poderia, 2 médio € a longe praze, gerar procedimentos mais efetivos na captagdio precoce
das gestantes de alto risco, bem como oferecer medidas terapéuticas eficazes, ¢ igualmente

precoces, compativeis com as caracteristicas da populaggo atendida.

Discussdo
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CONCLUSOES




Na populagdo estudada, 84% dos encaminhamentos com indicacsio de
caridtipo ocorreram apéds a 20° semana de gestagdo, restringindo as
possibilidades diagnésticas e teraputicas efetivas nas gestacdes de risco

para malformacdes e/ou  disfuncfes fetais, associadas ou nfic a alteracdes

Cromossomicas.

Na populagio estudada, 3% corresponderam a gestagies a pré-termo com
indicag@o de caridtipo. Destas, 33% apresentaram alteracdes cromossbmicas

detectadas tardiamente.

50% das alteragbes cromossdmicas fetais foram encontradas em gestantes

jovens, denotando a necessidade do diagnéstico citogenético também para

estas situacdes.

As indicagBes que representam maiores riscos para alterages
cromossdmicas foram as cardiopatias, idade materna avancada, restricio de

crescimento intra-uterino, higroma cistico e cisto de Dandy-Walker.

Considerando os dados de literatura acerca da associaciio entre idade
materna avancada e aneuploidias, os resultados obtidos confirmaram a raz8o
de prevaléncia aumentada a partir de 36 anos e a necessidade de inclusdo

deste limite como fator de risco e indicagfo de cari6tipo.

Considerando a idade gestacional das mulheres atendidas e as implicagGes
econdmicas envolvidas em exames complexos, a andlise citogenética
através de pungio de cordfio umbilical pode ser a alternativa exegiiivel em
hospitais da rede tercidria que prestam atendimento 2 populacio com

caracteristicas semelhantes 3is referidas neste trabatho.

Conciusdes
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMADO SOBRE PROCEDIMENTOS
INVASIVOS EM MEDICINA FETAL

Eu, Jfui

informada sobre

Os problemas que envolvem a saide de meu bebé. Fui esclarecida de que, para
melhor estudar o problema do meu feto é necessario a realizacfio de uma punglo para

coletar, (liquido ammidtico, sangue fetal, etc...}

E programar o tratamento ou confirmar o diagnéstico do problema. Fui também
esclarecida de que esses procedimentos apresentam riscos como o aparecimento de
contracdes (trabalho de parto prematuro), rompimento de bolsa das dguas ou sangramento
pelo corddo, situagdes que podem comprometer a saide do meu feto. Entretanto fii
informada que essas situacdes acontecem muito raramente e que esse procedimento ¢
necessario para oferecer a melhor avaliacdo do meu caso. Caso eu recuse a realizagdo de
qualquer procedimento, isso nfo implicara em alteragic no meu acompanhamento de pré-

natal.

Paciente

Médico

Data:__ / / HIV: TS:

Arexo
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