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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivas: a avaliacéo da eficiéncia de uma técnica que
pemitisse o estudo citogenético de tecidos fetais de recém-nascidos cujos Gbitos ocorressem
no periodo perinatal, incluindo os fetos macerados; a avaliagdo da freqiiéncia de anomalias
cromossdmicas entre esses fetos e a avaliagdo dos dados clinicos da populacéo estudada.
Essa investigacio foi realizada através do estudo desses recém-nascidos cujos nascimentos
ocorreram no CAISM-UNICAMP. O material para a investigagdo consistiu dos seguintes
tecidos: sangue, pele ou cartilagem. Nos fetos macerados coletou-se somente cartilagem,
enquanto que, nos ndo macerados procedeu-se a coleta de sangue ou pele e cartilagem. Para
os estudos citogenéticos, a partir de linfécitos de sangue e de fibroblastos de pele, utilizou-se
técnicas estandartizadas enquanto que para os condrocitos seguiu-se a técnica descrta por
Urioste (Am J Med Genet 46:123, 1993) com modificacdes. A presente amostra foi formada
predominantemente por fetos do sexo masculino, no entanto, a razéo de sexo entre os fetos
com caridtipos alterados foi de 1:3. A maioria dos fetos apresentou uma idade gestacional entre
28 e 36 semanas, pesou entre 500 e 1.500 g; 80% das idades maternas foram iguais ou
inferiores a 30 anos. A maioria dos fetos dessa amostra era portadora de defeitos congénitos,
54 4%, e os principais defeitos estruturais acometiam os sistemas nervoso e urnano. Os
resultados da avaliacdo citogenética indicaram uma freqiéncia total de anomaiias
cromossodmicas de 11,0% (17,1% entre os recém-nascidos malformados e 3,1% entre os nao-
malformados), sendo essa freqiéncia de 18,7% entre os natimortos e de 8,8% entre os dbitos
neonatais. A taxa de sucesso com as culturas de condrocitos foi de 51,2%, a maiona das
perdas ocorreram com as amostras de tecidos oriundos de fetos macerados. A alta freqiéncia
de aberragbes cromossdmicas nessa amostra é decorrente de um viés de amostragem — coteta
preferencial de material de maiformados. Sobre a cuitura de condrécitos, os dados do presente
trabalho permmitem concluir a sua ineficacia no estudo do fetos macerados de longa data, bem
como, a sua utilidade como método complementar na investigag@o citogenética desses fetos.
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ABSTRACT

The aims of the present study were the evaluation of a technic that makes possible
the cytogenetic study of newbom babies’ foetal tissue whose death happened in perinatal
period including the macereted foetus, the estimate of their chromosomal aberration and
the clinical data of the investigated population. That investigation carried out by the
methodical study of those newbom babies whose births have taken place at CAISM-
UNICAMP. The material for the investigation was the following tissues: biood, skin or
cartilage. Only cartilage was coliected from the macerated foetus, while blood and skin
were collected from non-macerated ones. For the cytogenetic studies, standard technics
were used with lymphocytes from blood and fibroblasts from the skin, while the technic
related by Urioste, with some changes, (Am J Med Genet 46:123,1993) was used with
chondrocytes. Male foetus constituted predominantly the present sample, but the
proportion of female foetus eith changed karyotype was about three female foetus to one
male foetus. The majority of foetus were between 28 and 36 weeks old, weighted between
500 and 1500 grams and 80% of their mothers aged 30 years or younger. The greater
number of foetus from that sample had congenital abnomality (54,4%) and the main
abnormalities were in retation to the nervous system and urinary system. The results of the
cytogenetic estimate showed a total frequency of genetic abnormalities of 11,0% (17,1%
belongs malformed babies and 3,1% in the group of non-malformed), from which 18,7%
belongs to the stillborn babies and 8,8% to the neonatal deaths. The success rate for the
chondrocytes cultures were 51,2% and the majority of losses owe to the samples of
macerated foetus’ tissues. The increasing frequency of genetic abnomalities in that
sample happens because there were a preferential collect of malformed babies’ matenial.
About the cultures of chondrocytes, the data of the present study allow to conclude its
inefficacy on the study about the long date macerated foetus and its usefulness as a
complementary method on the cytogenetic investigation of those foetus.
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As taxas de mortalidade infantil estdo progressivamente sendo reduzidas nos uitimos
anos, concomitantemente a melhoria dos servicos de salde no que se refere aos cuidados com
as criancas, e os Obitos de criangas com idade inferior a 385 dias de vida passou a se
concentrar, preferencialmente, nas semanas mais préximas ao nascimento. Dessa forma, a
mortalidade neonatal (durante os primeiros 28 dias de vida) passou a constituir quase que a
Unica responsavel pela mortalidade infantil nos paises desenvolvidos. Segundo Opitz (1984) e
Gomes & Santo (1997) aproximadamente 70% da mortalidade infantil ocorre no periodo
neonatal {(do nascimento até o final do primeiro més — sendo que 40% ocorre no primeiro dia de
vida e 30% no periodo neonatal tardio) e 30% do primeiro més até o término do primeiro ano de
vida.

Nos paises desenvolvidos, como nos Estados Unidos, a mortalidade infantil foi reduzida
a valores em tomo de 12 por mil nascidos vivos, enquanto que, a taxa de mortalidade fetal
situa-se em tormno de 8 natimortos por mil, sendo que cerca de 30% das mortes fetais
correspondem a fetos entre a 20° e 287 semana de gestagio, pesando menos de 1000 g, e 70%
a fetos com idade gestacional de 28 semanas ou mais (Opitz, 1984). Na Suécia, os coeficientes
de mortalidade perinatal n&o ultrapassam 5/1000 segundo Hagiund et a/ (1993) enquanto que,
no Brasil essas taxas podem ser consideradas altas pois, nas regides mais desenvolvidas este
coeficiente situa-se entre 16/1000 e 22/1000 (Betiol et al, 1998; Menezes ef al, 1898), atingindo,
nas regibes menos desenvolvidas, taxas bem mais elevadas, em tomo de 30/1000 (Fetraz &
Gray, 1990). Tais taxas podem ser explicadas pelas condigdes sécio-econdmicas desfavoraveis
bem como pelas deficiéncias na assisténcia médica. iImportante também & o conhecimento do
que ocorre nesse periodo pois, atuaimente, em muitos paises, o nimero de obitos perinatais &
muito mais elevado do que o observado nos anos subseqiientes, muito embora, a duragao do
periodo perinatal corresponda a aproximadamente 0,5% da duracdo média da vida humana
(Laurenti, 1984).

O estudo das causas dos obitos perinatais pode levar a adogdo de programas de
assisténcia matemo-infantit e outras acbes especificas que visem a reducdo da mortaiidade
perinatal e, conseqiientemente, da mortalidade infantl. De acordo com Gomes & Santo
(1997), no grupo de obitos ocorridos até 27 dias apds o nascimento, 22,2% poderiam ser
evitados por cuidados adequados no parto, 20,5% poderam ser reduzidos atraves de
diagnéstico e tratamento precoce, 13,7% por um bom controle da gravidez e somente 7,9%

seriam inevitaveis.
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Como as perdas fetais e os obitos neonatais, em geral, devem-se a causas e fatores
comuns, toma-se importante estuda-las em conjunto, englobando-as como ébitos perinatais,
isto é, obitos de recém-nascidos ocorridos no periodo perinatal (Laurenti, 1984). A expressaoc
“mortalidade perinatal” foi proposta por Peller (1940) para designar a soma dos nascidos mortos
e os obitos ocorridos durante a primeira semana apés o nascimento, considerando-0s como
uma unidade estatistica por possuirem, em comum, um conjunto complexo de causas que
diferiam do padr&o de causas de 6bitos em criangas mais velhas.

No entanto, em diferentes paises existem critérios diferentes para definir o periodo
perinatal, bem como para calcular as taxas de mortalidade perinatal e, por essa razéo, a
Organiza¢do Mundial de Satide recomenda a estandartizacio da classificacéo e definicdes a
esse respeito. De acordo com OMS (1977), as definigdes, a terminologia € a estrutura das
tabelas estatisticas relativas ao periodo perinatal recomendadas podem ser expressas da
maneira como € explicitado abaixo:

- Nascimento € “expulsio completa ou a extracdo compieta do corpe da mae de um

concepto, independente da duragéo da gestacio”.

- Nativivo é “quando o concepto respira ou mostra qualquer outra evidéncia de vida,
tais como, batimento cardiaco, puilsagdo do cordao umbilical, ou movimentos
definidos por musculos voluntérios, quer o corddo umbilical tenha ou nao sido
cortado ou esteja a placenta desprendida’.

- Morte fetal € definida como “a morte antes da expuilsdo completa ou exiragdo do
corpo da mae de um concepto independentemente da duragéo da gestacdo; a morte
é indicada pelo fato de que, apds essa separacéo, o feto ndo respira ou demonstra
qualquer sinal de vida, tal como batimento cardiaco, pulsagdo do corddo umbilical ou
movimentos definidos por masculos voluntarios”. Entre as perdas fetais temos: os
abortamentos (perdas com idade gestacional menor que 20 semanas e/ou peso
inferior a 500g) e os natimortos (perdas com idade gestacional igual ou superior a 20
semanas e/ou peso igual ou maior que 500g), (Quadro 1).

Para o registro de dados de Gbitos perinatais em ambito nacional e intemacional séo
feitas recomendacgdes separadas. Para o primeiro caso, o registro fimite € o peso ao nascimento
de, no minimo, 500 g, ou, idade gestacional de 22 semanas completas ou comprimento de 25
cm, aplicando-se esse critério tanto a nativivos quanto a natimortos.

Para fins de comparacdo internacionali de dados estatisticos estandartizados de
mortalidade perinatai é aceito o critério de peso minimo de 1000 g ou, idade gestacional de 28
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semanas completas ou estatura de 35 cm. Porém, o critério-chave nas recomendacdes da OMS
(1977) é o peso ao nascimento devido ao fato de ser um dado mais freqiientemente registrado
do que a idade gestacional. Em muitos paises ocidentais, ha preferéncia pelo critério de “idade
gestacional” em vez de “peso ac nascimento”, e isto baseia-se no fato de que o primeiro & mais
atil na tomada de decisdes médicas durante a gestacdo, por suas relagdes biolégicas diretas

com parametros como crescimento e maturagao fetais (Richardus et al, 1997).

Quadro 1 — Classificacdo da mortalidade infantil segundo a OMS (1977).

MORTALIDADE

Infantil
Neonatal Pos-Neonatal
Precoce Intermedia-| Tardia Precoce | Tardia
(abortamento) ria
| Perinatal |
v A 4 v A\ 4
sem. 20 28 dias 74 28 364
peso (g) 500 1000
A 4
Nascimento




2 - ANTECEDENTES NA LITERATURA



ANTECEDENTES NA LITERATURA

Inegavelmente, avancos notaveis tém-se verificado durante as Gltimas décadas na area
médica, em especial, no que conceme a reproducio humana e seu controle, procedimentos e
cuidados durante a gestacdo, parto, periodo pés-natal, e, até mesmo no que se refere as
técnicas de reproducdo assistida. A despeito de tais progressos, as taxas de perdas
gestacionais na espécie humana continuam muito altas, tomando-se importante a investigagao
de sua etiologia, uma vez que casais com histéria clinica de perdas recomentes sao
fregiientemente enviados para aconsefhamento genético. Estudos populacionais efetuados em
varios paises, utilizando metodologias varadas, estimaram que a taxa de fecundidade seria
muito baixa na espécie humana. A causa consistifia na alta taxa de mortalidade intra-ttero
ocorrida no periodo entre a fecundacéo e o parto (Edmonds ef a/, 1982).

Embora os dados das diversas pesquisas ndo sejam absolutamente concordantes, no
que respeita a incidéncia de abortos espontineos e oObitos perinatais, Jacobs (1986) avatiou
que 75% do total das gestacdes néo chegam a termo, de tal modo que 25% sao perdidas antes
da implantacdio uterina, 33% no periodo pés-implantacéo precoce, 15 a 20% entre a quinta e a
vigésima sétima semana e 1 a 2% em periodos mais tardios, correspondendo aos recém-
nascidos que evoluem para 6bito no periodo perinatal.

A mortalidade no periodo perinatal esta associada a varios fatores de risco relacionados
ao concepto, tais como: duragio da gestacdo, peso ao nascimento, gemelaridade, sexo,
apresentacéo nao-cefilica e anomalias congénitas, ou, 4 gestante, tais como: idade matemna,
histéria obstétrica, estado marital, imigracdo, tabagismo, fatores sociais, doencas matemas
crénicas, tratamento anti-esterilidade, doencas e complicagées da gestagao (Golding, 1991;
Richardus et al, 1997). Opitz (1984), apontou como as maiores causas de Obitos perinatais, a
anbxia seguida pela prematuridade, e, como terceira principal causa, as malformacdes
congénitas. Segundo Gomes & Santo (1997) as principais causas de 6bitos em um grupo de
criancas com menos de um ano de vida, que incluiam os ébitos perinatais, foram: imaturidade
ou asfixia — 58,7%, infeccdes ~ 19,6% e anomalias congénitas — 12,2%. Para Galan-Roosen et
al (1998), em estudo prospectivo realizado no periodo de 1983 ~ 1992 na Holanda, a principal
causa de mortalidade perinatal foram as malformagdes congénitas ~ 33%, sendo que
malformacées congénitas letais foram encontradas em 51% dos natimortos (principaimente as
que afetam o sistema nervoso central) e em 70% dos 6bitos neonatais (principaimente defeitos
cardiovasculares e pulmonares). Qutras causas de mortalidade encontradas entre os
natimortos: insuficiéncia placentaria progressiva — 33%; asfixia aguda — 5,5%; hemorragias
placentarias e problemas de cordio umbilical — 2,5% entre outras; no grupo dos Obitos
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neonatais outras causas freqientes foram: imaturidade — 7%, asfixia aguda, hemorragia
cerebral e sépsis neonatal com 2,3% cada uma.

Nas ultimas décadas, tem ocomido um acentuado declinio nas taxas de mortalidade
perinatal nos paises industrializados; isto € devido, principalmente, ao declinio das taxas de
obitos por prematuridade e doencas infecciosas, gragas aos progressos tecnoldgicos que
pemnitiram melhores cuidados pré e pos-natais, € ao uso generalizado de metodos de
investigacdo das maformagdes durante a gestacdo (0 que pode elevar a taxa de indicagdes
para abortamentos). Entretanto, as mortes por malformacdes congénitas ndo sofreram uma
reducio significativa, pelo contrario, tomaram-se relativamente mais importantes e, atuaimente,
s&0 responsaveis por 20 a 30% dos Obitos perinatais nos paises ocidentais desenvoividos
(Goldenberg & Humphrey, 1983; Winter et al, 1988; Forssas ef al, 1998, Galan-Roosen et al,
1998). As malformacdes congénitas tém-se mostrado uma causa recalcitrante de mortalidade
infantil e, como a maioria de outros problemas tém sido atenuados gradualmente ao longo dos
Gltimos anos, o impacto das malformacdes congénitas tende a aumentar.

As malformagfes congénitas resultam n&o apenas em mortalidade, mas também, em
morbidade considerivel e, dependendo do critério de classificacio pode-se afirmar que cerca
de 3% de todos os nascimentos estao associados com malformacdes maiores, muitas das
quais deixam sequelas duradouras (Kaiter & Warkany, 1983; Comel et a/, 1991). Considerando-
se essas informacdes e objetivando uma possivel prevencéo e/ou tratamento, o interesse na
patogénese das anomalias do desenvolvimento tem aumentado muito ultimamente. Um grande
numero de fatores, com um papel significativo na etiologia dos defeitos congénitos, tem sido
investigado, bem como o potencial de intervencdo preventiva em cada caso. Os fatores
genéticos contribuem com aproximadamente 15% a 25% (génicos — 2 a 10%; cromossomicos —
10 a 15%) para todos os casos de anomalias congénitas, enquanto que os fatores ambientais
(agentes teratogénicos, doencas matemnas, fatores uterinos e placentarios) com 8 a 12%.
Entretanto, em cerca de 40 a 60% dos casos, a etiologia € desconhecida e, em 20 — 26% é
muttifatorial {Stevenson, 1993).

Estudos prospectivos reafizados na Australia por Beischer (1995) constataram que as
anomalias congénitas maiores continuam a ser a segunda maior causa de mortalidade perinatat
sendo superada apenas pela prematuridade, embora tenham ocorrido grandes alteragdes nos
indices de causas fetais de natimortalidade nos ditimos dez anos e que deverdo se alterar mais
ainda no futuro com os avangos cada vez maiores no campo das cirurgias pediatricas efetuadas
logo apdés o nascimento ou mesmo intra-Gtero para comrecéo de malformagdes cardiacas,
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renais, hidrocefalia entre outras. Na populacio estudada de portadores de malformacdes
maiores, a freqiiéncia de aberracbes cromossémicas foi de 13,8%. A detecgcido dessas
anomalias foi efetuada através do estudo citogenético de vilo coribnico, apds constatacio de
malformacdes fetais por ultra-sonografia. Realizado o aconsethamento genético € a interrupgéo
de gestagbes com anomalias maiores (especiaimente defeitos do tubo neural), fato que
contribuiu para reducdo geral de 30% no numero de oObitos de criangas com malformagoes
maicres, ndo houve concomitantemente uma reducdo significativa no nimero de malformacdes
cardiacas e do sistema circulatério. Talabani et a/ (1998), nos Emirados Arabes Unidos,
encontraram uma freqiéncia de 16,6/1000 criancas com malformagdes congénitas maiores em
uma populacdo estudada de 24233 recém-nascidos, com uma freqiéncia de anomalias
cromossdmicas de 19% nesse grupo. Dentre os portadores dessas maiformagdes, o risco de
recorréncia estimado foi maior que 1% em 67% dos casos; em 24% deles o risco de recomréncia
foi maior que 10%. Nos trabalhos de Galan-Roosen et af (1998) dentre 50 obitos perinatais
causados por malformacdes congénitas, 20% eram portadores de anormalidades
cromossdmicas; demonstrando a importancia das aberragdes cromossdmicas na espécie

humana.
2.1 Anomalias Cromossdmicas

O contelido genético do ovulo e do espermatozdide fomece ao concepto todas as
instrucdes necessarias a formacao e funcionamento de um novo organismo. Porém, alteragbes
no material genético, tais como anormalidades numéricas ou estruturais dos cromossomos,
ou na natureza desse material — mutacdes génicas — podem prejudicar a formagdo normal e
ocasionar um grande nimero de anomalias congénitas ou outras alteragdes morfologicas e
fisioldgicas que conduziriam a mortaiidade ou a morbidade do concepto.

Entretanto, cromossomos e genes normais ndo asseguram um desenvoivimento normal,
pois existe um grande nimero de fatores ambientais que podem exercer um papel injurioso
importante na génese das malformacdes congénitas durante o periodo gestacional.
Procedimentos clinicos e laboratoriais conseguem detemninar aproximadamente 50% das
causas de anomalias entre nativivos e a metade delas sdo total ou parcialmente de origem
genética (Stevenson et af, 1993).
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2.1.1 Definicoes e mecanismos das anomalias cromossémicas

Anomalias cromossdmicas podem ser definidas como alteracbes do genoma
humano que se caracterizam por perda, excesso ou rearranjo do material genetico e,
geralmente detectadas ao microscopio éptico (Thompson & Thompson, 1991).

As anomalias cromossdémicas podem afetar o nimero ou a estrutura dos
Cromossomos e envolver um ou mais autossomos, Cromossomos sexuais ou ambos.

Anomalias cromossémicas numéricas - As aberragbes cromossdmicas
numéricas mais freqilentes na espécie humana comespondem as aneuploidias
(monossomias e trissomias) e as euploidias (triploidias e tetraploidias).

Os mecanismos que originam as aberracdes numéricas consistem em efros na
mecanica da divisdo celular ocorrendo durante a gametogénese, no momento da
fecundagdo ou durante as primeiras divisdes da célula-ovo, a despeito dos pais
apresentarem uma constituicio cromossomica normal (Boue, 1989).

O processo reprodutivo na espécie humana depende da producéo de gametas
através da meiose {ou divisdo reducional). O numero diploide das células primordiais
deve ser reduzido & metade durante a maturacdo dos gametas nos testiculos ou
ovarios. E durante o processo da meiose que se origina a maioria das anomalias
cromossdmicas numéricas devido principalmente a falhas na disjungdo nomnal dos
cromossomos homélogos (n&o-disjuncg&o). Quando um gameta anomal (com ndmero
cromossdmico diferente de 23) participa da fecundagd@o, da origem a um zigoto com
nimero cromossdmico anormal. As conseqiéncias desse evento podem ser: mais
freqlientemente, a perda gestacional por falha na implantac&o uterina do concepto ou
aborto durante as primeiras semanas de desenvolvimento (Boué, et al, 1975, Warburton
et al, 1980; Grouchy & Turleau, 1984; Cavalcanti, 1990) ou, menos freqientemente, a
formacdo de conceptos malformados cujas gestagbes prosseguem até o terceiro
trimestre, provocando além das malformacdes, distirbios de crescimento e das fungdes
mentais nos que sobrevivem por mais tempo (Grouchy et af, 1984; Schinzel, 1984).

O fenémeno da néo-disjunciio pode ocorrer na meiose I, na meiose li ou na
mitose. Entretanio, com base em evidéncias expefimentais em humanos, € um evento
mais freqientemente associado & meiose | matema (Griffin, 1996). Na gametogénese
feminina, a ndo-disjuncéo pode ocorrer durante todo o processo meibtico, mas a grande
maioria dos casos de ndo-disjunces ocorre na meiose | da ovogénese. Com o advento
da fertilizacdo “in-vitro’, um certo numero de ovdcitos tem sido investigado
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citogeneticamente e, a partir desses estudos, verificou-se que de 4 a 30% dos ovocitos
sdo aneupldides (Martin et al, 1986; Pellestor et al, 1989). Com relacdo aos
espermatozoides, foram encontradas anommalidades cromossdmicas numeéricas em
cerca de 1 a 5% dos espermatozodides produzidos por homens nomais (Brandiff ef al,
1985; Martin ef al, 1985).

Durante o processo meidtico pode ocorrer um erro envolvendo todo o conjunto
cromossdmico, e, que resulta na formagéo de um gameta dipldide (46 cromossomos)
que apds a fusdo com um gameta normal origina um zigoto tripidide (69 cromossomos)
por diandria ou por diginia, respectivamente, se o ero ocorfreu durante a
espermatogénese ou a ovulogénese (Boué, 1989). Zigotos tripidides também podem se
originar por erros no momento da fecundagdo, quando dois espermatozéides penetram
ao mesmo tempo no 6vulo (dispermia). Considere-se ainda os casos em que pode
ocorrer uma duplicacdo cromossémica sem a divisdo subseqiente da célula-ovo,
conduzindo & formacio de um ovo tetrapldide (92 cromossomos). Além desses casos, a
nao-disjuncéo mitética pode oariginar o mosaicismo (o individuo apresenta dois ou mais
complementos cromossémicos diferentes) quando ocorrer durante as divisGes celulares
subseqiientes a concepgao.

2.1.2 Principais anomalias cromossémicas numéricas

As aneuploidias, presenca de um ou mais cromossomos extras ou perda de
cromossomos (Griffin, 1996), sdo as causas mais freglientes de retardo mental e perdas
gestacionais na espécie humana, que apresenta baixa tolerdncia a elas. Como
consequéncia, a maioria produz uma desorganizacéo tdo grave do concepto que a
nidacéo e o desenvolvimento embrionario ndo s&o possiveis. As mais comuns s&o as
trissomias, que ocorrem em 50% dos abortos cromossomicamente anormais, em 35%
de todos os abortos esponténeos, em 4% de todos os natimortos e em 0,3% dos
nativivos (Hassold ef al, 1980; Hassold & Jacobs, 1984; Boué et al, 1989; Eiben et al,
1990; Hassold et al/, 1995).

Trissomias para todos os cromossomos humanos ja foram descritas em perdas
gestacionais precoces, exceto para o cromossomo 1. O primeiro caso de trissomia 1 em
nossa espécie, foi detectado em um embrido de oito células resultante de técnica de
fertilizacdo “in-vitro® (Watt et al, 1987), embora, com alguma freqiéncia tenha sido
constatada a presenca de um cromossomo 1 extra em espermatozéides humanos com o
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auxilio do teste de hamster (Martin ef a/, 1983; Brandiff et al, 1985; Martin & Radmaker,
1987). A maioria das trissomias é letal e, entre elas, a mais freqitente € a trissomia 16
(Creasy et al, 1976; Warburton et al/, 1980; Cavalcanti, 1990). Trissomias dos
cromossomos 13, 18 e 21 s&c methor toleradas, €, embora fregiientemente causem
abortamento, elas constituem as aberragdes cromossOmicas autossdémicas mais
comumente encontradas no terceiro trimestre gestacional.

A incidéncia da trissomia 13 é de cerca de 1 em 20.000 nascimentos. A sindrome
de Patau é clinicamente grave e fatal, estimando-se que a metade dos individuos
afetados morre no primeiro més de vida. Do mesmo modo como em ouiras trissomias,
associa-se a idade materna avancada e o cromossomo extra, em geral, é proveniente
da n3o-disjuncao na meiose | matema (Hassold et a/, 1987, Hassold & Sherman, 1993
Griffin, 1996). Com relagdo a trissomia 18, a incidéncia entre nativivos € de 1 em 10.000
aproximadamente, e, embora a frequiéncia seja bem alta na concepgéo, cerca de 95%
dos conceptos portadores dessa anomalia sdo abortados espontaneamente. O periodo
de sobrevida apos o nascimento € baixo e de apenas alguns meses, sendo
extremamente rara a sobrevivéncia por periodos mais longos, exceto para os casos de
mosaicismo, onde o fendtipo € menocs grave. E mais fregiiente entre os conceptos do
sexo feminino, em uma proporgéc de 4:1. A idade materna avangada é tambeém um fator
predisponente nessa sindrome, bem como nas demais trissomias.

A trissomia 21 (sindrome de Down) é uma das anomalias cromossdmicas
compativeis com a vida mais freglientes em humanos e ocorre em cerca de 1 em cada
750 nascidos vivos (Griffin ef al, 1996). Hoshi ef al (1999) encontraram uma incidéncia
aproximada de 1 em 1000 nascimentos no Japao, e, sua correlagdo com idade matema
avancada (35 anos ou mais) ja foi bem estabelecida ha longo tempo e encontrada em
todos os grupos étnicos, raciais e sécio-econdmicos (Penrose & Smith, 1966; Hook,
1982; Hoshi ef al, 15890).

Aproximadamente 75% dos conceptos com a trissomia 21 s&o abortados
espontaneamente no primeiro trimestre de gestac&o, e uma porcentagem menor é
perdida mais tardiamente, sendo que alguns nativivos evoluem para dbito logo no inicio
do periodo pés-natal. Em todos esses casos, a causa da morte freqientemente esta
associada a cardiopatia congénita grave.

Trissomias completas para a maioria dos outros autossomos causam
abortamentos espontaneos (Warburton et al, 1980; Grouchy & Turleau, 1984; Shinzel,

11
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1984). Com relagdo as trissomias dos cromossomos sexuais (XXX; XXY e XYY)
observa-se que conferem a seus portadores fenétipos menos graves e s3o
relativamente freqiientes, com uma incidéncia geral de 1 em cada 650 nascidos
vivos, constituindo, dessa forma, as anomalias cromossémicas mais comuns entre
nativivos. Geralmente, a presenca de um ou mais cromossomos sexuais adicionais X ou
Y nao é acompanhada de malformacdes. Isto se deve ac fato de que ocore,
rotineiramente, a inativacéo de todos menos um cromossomo X em cada célula, e, a
escassez de genes ativos localizados no cromossomo Y. Cromossomos sexuais
extranumerarios podem produzir aiteragbes de crescimento (XXY, XYY XXX}, de
maturagéo sexual (XXY), e de comportamento (XXY,XYY) (Stevenson ef al, 1993).

Monossomias completas para quaisquer cromossomos, com excecao do X, nao
sdo encontradas entre nativivos (Czulman, 1965; Jacobson & Barter, 1967). As
monossomias autossomicas proporcionam ao organismo um risco téo alto de expressao
hemizigética de genes deletérios que este ndo sobrevive durante o periodo pré-natal. Da
mesma forma, a constituicdo cariotipica 45, Y (nulissomia de X) é letal na espécie
humana, uma vez que numerosos genes do cromossomo X S&C necessarios para o
desenveolvimento embrionario normal.

Por autro lado, a monossomia X, uma das aneuploidias mais comuns, esta
associada a um fenétipo clinico relativamente brando entre nativivos e é altamente letal
no periodo pré-natal. Estima-se que menos de 0,3% de conceptos portadores da
monossomia X sobrevivem a termo (Hassold et al, 1995).

As triploidias (69 cromossomos) sé&o anomalias cromossémicas relativamente
comuns em nossa espécie, devido a uma alta freqiiéncia em aborios espontaneos
cromossomicamente anormais — 15 a 20% (Boué, 1985), enquanto que, as tetraploidias
(92 cromossomos) ocorrem em cerca de 5% dos abortos anormais (Kaji et al, 1980).
Essas euploidias acarretam distirbios tdo graves e letais que virtualmente sao

encontradas apenas em abortos.

Mosaicismo - Anomalias cromossdmicas numéricas também podem ocorrer por
nao-disjuncdo na anafase mitética, logo apés a fertilizagéo, acarretando o mosaicismo.
O individuo afetado apresenta duas ou mais linhagens celulares cromossomicamente
diferentes e todas derivadas de um Unico zigoto, sendo que uma das linhagens
usualmente permmanece normal (Stevenson, 1993). Individuos com mosaicismo,
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tipicamente, desenvolvem fendtipos mais leves que os portadores de
aberracbes cromossdmicas numéricas completas e, em geral, apresentam uma
expectativa de vida mais longa.

A detecgio do mosaicismo pode ser feita em um Gnico tipo celular, por exemplo,
linfocitos, ou pode necessitar de investigacdo em outros tecidos. Em geral, utiliza-se
culturas de linfécitos e fibroblastos de pele para essa finalidade. Mosaicismo confinado a
outros tecidos ndo pode ser excluido com esse procedimento.

Quando o mosaicismo se origina nos primeiros dias apés a fecundacéo pode
afetar n4o somente o embrido, mas também, os tecidos extra-embrionarios ou ambos.
Para investiga-lo no diagnéstico pré-natal, pode-se usar amostras de vilo coriénico que
permitem a detecciio do mosaicismo pela determinacio do caridtipo das células
citotrofoblasticas, da mesodeme extra-embrionaria e de linhagens celulares fetais. Uma
divergéncia nos achados cromossdmicos entre duas ou mais dessas linhagens celulares
ocorre em aproximadamente 2% de todas as gestagbes clinicamente reconhecidas
(Griffin, 1996). Em um grande nimero de gestagdes que véo a termo, a anormalidade
fica confinada a placenta, denominando-se “mosaicismo confinado a placenta” (MCP).
Trabalhos recentes sugerem que a maioria das gestagdes com MCP evolui bem até o
termo; entretanto, alguns casos estio associados com risco muito alto de perda fetal,
obito intra-uterino, retardo de crescimento intra-uterino, parto precoce, e/ou,
possivelmente, pesc de nascimento excessivamente alio. Esses eventos estao
associados a niveis muito altos de células anomais, em geral, ocorrendo tanto no
citotrofoblasto quanto no mesoderma extra-embrionario. Esse fendmeno (MCP)
complica o uso de tecidos extra-embriondarios como o vilo coridnico para diagnéstico pré-
natal, porém, pode explicar a sobrevivéncia de fetos com certas trissomias graves.
Kalousek et al (1989) demonstraram que fetos com trissomias 13 e 18, que
sobreviveram até o final da gestagdo tinham placentas euploides pelo menos
parciaimente. Por outro lado, mosaicismo confinado a placenta tem sido utilizado para
explicar o retardc de crescimento ou © abortamento espontaneo de fetos
cromossomicamente normais (Kalousek & Dill, 1983; Gartner ef al, 1988; Lestou &
Kalousek, 1998).
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2.1.3 Anomalias cromossomicas estruturais

Anomalias estruturais, possivelmente, originam-se durante a meiose devido a um
pareamento anomal de segiiéncias homdélogas e troca de material genético entre
cromossomos diferentes ou entre partes do mesme cromossomo. O mesmo tipo de
mecanismo pode originar todas as diferentes formas de rearranjos estruturais, tais
como, delegbes, duplicacbes, translocacdes, insercbes e inversdes. Alguns rearranjos
permanecem balanceados e nao-disruptivos porque ndoc ha ganho nem perda de
material genético no genoma total, ocorrem entre os genes nao afetando as regides
reguladoras dos genes adjacentes, e, ndo acarretam alteracées fenotipicas. No entanto,
portadores de rearranjos cromossomicos equilibrados, como por exemplo, as
transiocacgtes reciprocas, apresentam teoricamente a probabilidade de 2/3 de produzir
gametas desbalanceados. QOutros rearranjos s&o balanceados, porém disruptivos
porque, normaimente, produzem fratura em um gene afetando sua transcricdo ou
causandc alteracées nas seqiiéncias génicas reguladoras, ¢ que pode resuitar em
alteracdes fenotipicas (Stevenson, 1993).

Rearranjos desequilibrados resultam em perda ou ganhoe de materiai
cromossdémico ou ambos ao mesmo tempo. Podem surgir como mutagdes “de novo™ ou
como resultado de uma segregacio desequilibrada de um rearranjo equilibrado em um
dos parentais (Stevenson ef al , 1993; Fryns & Buggenhout, 1998).

Outras anomalias cromossOmicas - Quebras e rearranjos de cromossémicos
tipicos sdo observados em um pequeno grupo de sindromes monogénicas raras, além
da sindrome do X fragil, que é relativamente comum. Como exemplos, pode-se citar a
sindrome de Bloom (com acentuada troca entre cromatides-irmas, associacoes tri e
quadrirradiais), a anemia de Fanconi (quebras cromatidicas), ataxia-telangiectasia
(quebras e reamranjos nao-casuais enfre 0s cromossomos 7 e 14), xeroderma
pigmentoso entre outras. Em geral, essas sindromes estdo associadas a um risco
aumentado de cancer (Therman & Susman, 1995).

Separacdes centroméricas envolvendo primariamente os acrocéntricos e os
cromossomos 1, 9 e 16 foram detectados em varics pacientes com z sindrome de
Roberts (focomelia). A constrigdo centromérica desses cromossomos € perdida e
dois centromeros distintos alinhados com as duas cromatides podem ser observados
com bandamento C. Embora a separacio de centrdbmeros tenha sido observada em
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individuos normais, nos portadores de varias doengas hematoldgicas e mulheres idosas,
ela constitui um marcador dtil para distinguir a sindrome de Roberts de outras sindromes
com reducio de membros (Therman & Susman, 1995).

2.1.4 Dissomia uniparental

Normaimente, o individuo herda um cromossomo de cada par de cada um de
seus pais. Quando ambos os cromossomos de um par s&o herdados do mesmo
parental, temos a dissomia uniparental. Diversos estudos demonstraram que um grande
namero de obitos intra-uterinos e casos de retardo de crescimento intra-uterino grave
estio associados com dissomia uniparental. Duas sindromes clinicamente distintas s&o
associadas a dissomia uniparental do cromossomo 15: a sindrome de Prader-Willi (duas
copias de origem materna) e a sindrome de Angelman, menos freqiente (duas copias
de origem patemna). Varios casos dessas sindromes podem freqlientemente ser
caracterizados por ocorréncia de trissomia 15 nas células da placenta (Cassidy et a/,
1992). A ocorréncia esporadica de dissomia uniparental para outros Cromossomos,
como, por exemplo, 7,11 e 16 tém sido investigada e associada a outras sindromes
clinicas (Kalousek, et al, 1992). E possivel que as sindromes de Williams, Russel-Silver,
Sotos, Rubistein-Taibi e de Lange possam ser causadas por dissomia uniparental.

Finalmente, estudos no Gltimo guarto de sécuic demonstraram a contribuicdo
substancial das anomatias cromossomicas para as doen¢as humanas. Cerca de um em
cada 200 nativivos & cromossomicamente anormal, € desses, a maioria € portadora de
alteracoes fisicas e mentais significativas {Hassold, 1986). Embora essas condices
sejam importantes do ponto de vista socio-econdmico e médico, elas representam
apenas uma fracdo de todas as anormalidades cromossémicas humanas. A grande
maioria dessas anomalias sdo incompativeis com a sobrevivéncia a termo e estudos das
perdas gestacionais espontaneas demonstraram que a espécie humana tolera um
nivel razoavelmente alto e varidvel de anommalidades cromossdmicas. Desse fato
decorrem implicacdes clinicas importantes, e também significam que € necessaria a
investigacdo das perdas gestacionais para uma methor compreens@o da etiologia das
aberracées cromossomicas humanas.
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2.2 Freqliéncia de Aberracbes Cromossdmicas nas Perdas Gestacionais

Entre as perdas gestacionais precoces - abortos esponténeos clinicamente reconhecidos
- as anomalias cromossémicas constituem, reconhecidamente, as causas de morte fetal mais
importantes. Todos os estudos citogenéticos em tecidos de  aborios espontaneos
demonstraram a alta freqliéncia de anomalias cromossdmicas (vide tabela 2.2.1); 90% dessas
perdas fetais ocorrem durante o primeiro trimestre e delas 50 a 60% sdo portadores de
aberragbes cromossomicas. A maior parte dessas anomalias determina uma interrupcao no
desenvolvimento embrionario (em geral entre a 3’ e a 7* semana) seguida de retengéio uterina,
uma vez que o sistema hormmonal materno continua funcionando por mais algum tempo
(Warburton et a/, 1980; Boué et al, 1985; Cavalcanti, 1990; Ohno et al/, 1991).

Levando-se em conta que, em média, 15% de todos os conceptos humanos que nidam
sdo abortados espontaneamente, estima-se que 7-8% s&o causados por anomalias
cromossdmicas (Hassold, 1986).

A freqiiéncia geral de aberracbes cromossdmicas entre os abortos espontaneos (50 -
60%) tende a cair na medida em que o desenvolvimento do concepto avanca, ou seja, ha um
gradiente decrescente na taxa dessas aberragdes, de modo que a fregiéncia de 66% de
anomalias cromossomicas entre os conceptos perdidos no periodo de 3-7 semanas cai para
25% entre os conceptos de 8-12 semanas e, em tomo de 10-15% nos abortos tardios (2°
trimestre); entre os Obitos perinatais tal freqiiéncia referida é de 7% em média (Boué & Boue,
1985). Vide grafico 2.2.1.

A incidéncia de aberracbes cromossdmicas em nativivos fambém é& significativa, pois,
corresponde a 6/1000 (Evans 1977, Hook, 1982). Destes, 2/1000 apresentariam rearranjos
balanceados inofensivos, 2,5/1000 teriam anomalias nos cromossomos sexuais e cerca de
1,5/1000 apresentariam anomatias autossdmicas clinicamente significativas.

Comparando as freqiiéncias dos principais tipos de anomalias cromossdmicas entre os
abortos espontaneos, natimertos e nativivos, Hassold obteve os resultados demonstrados na
tabela 2.2.2.
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Tabela 2.2.1 - Freqiéncia dos diferentes tipos de anomalias cromossémicas em abortos
espontaneos. Baseado em Boué (1985).

Anomalias cromossomicas numeéricas %

Trissomias autossémicas 50 a 60
Monossomia X 15a20
Triploidias 12a 20
Tetrapldidias 3a7
Mosaicos 05a4
Monossomias autossémicas excepcionalmente raras

Anomalias cromossomicas estruturais]  3a6 |

Grafico 2.2.1 - Representagdo da frequéncia das perdas gestacionais e da porcentagem das
anomalias cromossémicas de acordo com o estagio de desenvolvimento do concepto. Extraido
de Boué (1989).
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Tabela 2.2.2 - Freqiéncia e distribuicdo de anomalias cromossémicas em diferentes fases do
desenvolvimento humano (gestagées clinicamente detectadas). Baseado em Hassold (1986).

Freqiiéncia de anomalias em %

gzgg:tséneos Natimortos | Nativivos
50 5 0,5

7,5 s .

4,5 27 | 0,14

13,8 09 | -

0,3 0,4 0,15
8,7 0,1 0,01

6,4 , 02 | «

2.4 E - | - |
2.0 [ 68 - | 03 |

De acordo com o observado nas tabelas 2.2.1 e 2.2.2, infere-se que entre os abortos
espontdneos predominam as aberragbes numeéricas, principaimente as trissomias
autossdmicas, entre elas, a trissomia do cromossomo 16, cuja letalidade é tao alta que dela néo
se encontra nenhum caso nas populagées de nativivos e tampouco nas de natimortos. A
monossomia do cromossomo X (45,X) associada a Sindrome de Turner constitui outra anomalia
bastante freqliente entre os abortos esponténeos; menos de 1% dos conceptos portadores
dessa aberragcdo chegam a termo (Boué, 1985, Hassold et al, 1995).

Entre os natimortos, a freqiéncia total de aberragcbes cromossémicas varia de 5%
(tabela 2.2.2) a cifras um pouco mais altas 6-7% (Shepard et al,1979; Boué, 1985) e, se
considerarmos apenas o grupo dos portadores de sindromes malformativas, a frequéncia de
anomalias cromossOmicas corresponde a aproximadamente 20-25% (Boué, 1985; Talabani et
al, 1998; Galan-Roosen et al, 1998). Predominam nessa populagéo as trissomias, em paniculér
as dos cromossomos 18, 13 e 21 (principalmente as duas primeiras que sdo mais letais) e as
aberracbes estruturais ndo balanceadas. Bem menos freqlentes sdo anomalias dos
cromossomos sexuais (XXX, XXY, XYY) e os rearranjos estruturais que apresentam uma
importancia clinica consideravel por ser uma parcela deles, derivados de portadores de
rearranjos balanceados (exemplo: translocagdes robertsonianas), e, estes, por produzirem
uma taxa elevada de gametas ndo balanceados, podem produzir descendéncia anormal,

portadora de cariétipos nao-balanceados.
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Comparando-se esses resultados de estudos citogenéticos bastante representativos,
entre os dois tipos de perdas gestacionais e nativivos, fica bastante evidente o efeito do
processo de selecdo intra-Gtero, de modo que, ao término do periodo gestacional cerca de 95%
dos conceptos cromossomicamente anormais foram eliminados (Hassold, 1986).

Diversas séries classicas de estudos citogenéticos em tecidos fetais de obitos perinatais
foram publicadas nas ultimas décadas (Bauld ef al, 1974; Machin et al, 1974, Kuleshov, 1976;
Albermann et al, 1977; Sutherland et al, 1978; Sutherland & Carter, 1983; Angell et al, 1984
Ellis et al, 1984; Young et al, 1986, Pauli et al, 1994).

Na tabela 2.2.3 estdo relacionados os principais tipos de aberracdes cromossémicas
encontrados entre as perdas gestacionais do periodo perinatal.

Tomando-se os dados dessa tabela observamos que também predominam nessa
populacdo as trissomias 18, 21 e 13 ( nessa ordem) seguidas dos rearranjos estruturais e
anomalias dos cromossomos sexuais. Bem menos frequentes, porém, importantes, séo os
casos de 6bito perinatal associados ao cariétipo 45, X e a triploidia.

Mais recentemente, Pauli et al (1994) desenvolveram um programa de investigacéo
etiolégica de natimortalidade em Wiscosin (EUA)-Wiscosin Stillbirth Service Program (Wi SSP),
em uma amostra de 1000 individuos, dos quais 789 eram natimortos e os demais incluiam
obitos neonatais e 6bitos intra-uterinos com menos de 20 semanas de gestacdo. Apos a
realizacdo da investigacdo citogenética, os resultados foram comparados com dados da

literatura previamente publicados (Tabela 2.2.4).

Tabela 2.2.3 - Freqiéncia de anomalias cromossémicas entre obitos perinatais (% total de
anomalias cromossémicas). Baseado em Angell et al, 1984.

Trissomia 21 17.5
Trissomia 18 28,5
Trissomia 13 10
Triploidia 45
Turner (45, X) 2
Outras_; anomalias dos cromossomos 11
sexuais

Rearranjos estruturais 1
Outros 12
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Tabela 2.2.4 - Comparacgdo dos resultados citogenéticos de diversos estudos de investigagbes
cromossémicas em natimortos previamente publicados com os do WISSP. Baseado em Pauli et
al (1994).

- —

A Total de culturas Cregglment? A"‘?T".‘a's (% de
Referéncia tentadas positivo (% do|cariétipos

total) anormais)

Angell ef al, 1884 357 278 (77,9) 13 (4,7)
Bauld et al 1974
Sutheriand ef al, 1878 381 241 (63,3) 14(5.8)
Kuleshov, 1976 228 83 (36,4) 6 (7,2)
Machin, 1974; Machin
& Crofla, 1974 345 156 (45,2) 8{51)
Srrath ef af, 1990 98 45 (45,9) 7 (15.6)
Sutherland &
Carter. 1983 72 48 (686,7) 7 (14,6)
Total 1481 851 (58,0) 55 (6,5)
WiSEP 6596 296 (42,5) 39(13,2)

Pauli et af (1994) categorizaram todas as causas fetais de natimortalidade na populagao
referida, com base na etiologia provavel e, nessa classificagdo descritiva, as aberragbes
citogenéticas corresponderam a 25% e as doengas mendelianas a 5% (do percentual total de
diagnésticos fetais em natimortos). A avaliagéo citogenética permitiu a detecgéo de 13,2% de
cariétipos anormais entre as culturas efetuadas com tecidos de natimortos. Os tecidos utilizados
nas cuituras para obtengdo dos caridtipos foram: placenta, sangue de corddo umbilical, pele,
“fascia’, pulm&o e gbnada. Os trabalhos de Pauli et af (1994) relataram ainda a incidéncia
relativa dos diversos tipos de anomalias cromossémicas, destacando como diagnosticos mais
freqientes: a Sindrome de Tumer (16/1000, 11 natimortos); a Sindrome de Down
(15/1000, 11 natimortos); a Sindrome de Edwards (14/1000, 10 natimortos); a Sindrome de
Patau (6/1000, 4 natimortos), tripioidia (6/1000, 1 natimorto), rearranjos estruturais né&o
balanceados (8/1000, 5 natimortos) € mosaicos (3/1000, 3 natimortos). Importante ressaltar que
o diagndstico clinico de aberracdes cromossdmicas mais comuns foi realizado em alguns casos
em que as culturas de tecidos para investigacao citogenética nac foram bem sucedidas. Isso

permitiu o diagnostico de 48 casos de anomalias cromossémicas {6,1%) entre os natimortos.
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2.3 Avaliagdo dos Estudos Citogenéticos em Obitos Perinatais e seus Resultados com
Uso de Diferentes Técnicas de Cultivo Celular

A taxa de sucesso dos estudos citogenéticos varia de frabalho para trabalho, sugerindo
entre outras coisas, diferencas laboratoriais. Kuleshov (Moscou, 1976) utilizou como material
para investigacéo citogenética diferentes tecidos: pele, rim, gdnada e sangue. Em natimortos
macerados coletou rim e génada, nos ndo-macerados, sangue de corddo umbilical e gdnada e,
nos recém-nascidos com 6bito neonatal, sangue de puncic cardiaca e pele. A taxa de
crescimento positivo para os tecidos dos natimortos macerados foi de 15,4%, para os nao-
macerados 71,8%, entre os Obitos neonatais 68,1% (taxa total = 48,2%). Os estudos de
Sutherland & Carter (1978) e Bauld et al (1978) foram realizados principaimente em fibroblastos
de pele, placenta e liquido amnibtico, com taxa positiva de sucessoc de 77,3% e 90,6%
respectivamente. Com os tecidos de natimortos macerados, a taxa de sucesso foi de 34,2%
(Bauid et al, 1978). MaclLeod et al (1979), em seu trabalho investigativo obteve taxas gerais de
sucesso com suas culturas de tecidos fetais obtidos em necropsias e leucécitos de 65,2%. Os
trabathos de Sutherland & Carter (1983), na Australia, demonstraram que o sucesso das
culturas de tecidos em abortos e 6bitos perinatais, no total, foi de 89%, sendo que as maiores
falhas ocorreram com os tecidos dos natimortos macerados.

Nos trabalhos de Pauli et af (1994), & semelhanca de outros previamente publicados
(Machin, 1974; Machin & Crolla, 1974; Kuleshov, 1876; Sutheriand et a/, 1978; Sutheriand &
Carter, 1983; Angell et al, 1984) houve uma taxa de insucesso muito significativa no
crescimento das culturas de tecidos fetais. Dentre as tentativas de cultura obtiveram sucesso
em apenas 43% dos casos de tecidos de natimortos € em 46% dos casos considerando-se a
populacdo-base total (que incluia natimortos, obitos neonatais e abortos com menos de 20
semanas de gestacao).

Analisando-se dados de pesquisas publicadas por outro angulo, verifica-se que a
maior incidéncia de anomalias cromossémicas ocorre entre os fetos macerados, principalmente
aqueles com malformagbes muitiplas: 12,5% ( Sutherand ef al, 1978) e 9,5% (Angell ef
al, 1984). E importante destacar este fato porque a obtengdo de culturas de tecidos obtidos em
necrépsias (pele ou 6rgdos internos como pulmao, rim e gonada) para estudos citogenéticos &
muito dificil, ou quase impossivel com tais espécimes. Dada a alta freqiiéncia de anomalias
cromossdmicas entre os natimortos macerados, faz-se mister desenvolver técnicas que
permmitam o estudo citogenético de seus tecidos, com vistas ac aconsethamento genético dos
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pais e a reducéo de sua recorréncia familial. Angell et al, (1984) preconizaram que, se o feto
estiver macerado, a cuitura de amnio podera ser bem sucedida. Para resolver o problema de
insucesso das culturas de longa duragao, Urioste (1993) propés que a cuitura de cartilagem da
epifise tibial ou femural ou ainda da juncdo condrocostal poderia ser ideal para fetos
macerados, uma vez gue os condricitos sobrevivem um tempo maior pés-morte que células de
outros tecidos. Segundo seus resultados, o indice de sucesso com as culturas de condrdcitos
atingiu cifras gerais de 87%. Todas as fathas de crescimento de suas culturas ocorreram com
cartilagem de natimortos, o que corresponde a 37,5% de perdas nesse grupo. O indice de
sucesso ou falha das culturas de tecidos de natimortos pode ser explicado, provavelmente, por
diferencas entre as datas de obito intra-uterino e as de iniciagcdo das culturas, grau de
maceracdo e autdlise dos tecidos fetais. Existe uma relacdo inversa entre o sucesso das
culturas fetais e o intervalo entre ébito e iniciag&o das culturas.

2.4 Utilizagao de Técnicas Moleculares no Estudo Citogenético dos Obitos Perinatais

Devido as altas taxas de fathas nas culturas de tecidos dos natimortos macerados, é
necessario buscar outras técnicas adequadas a investigacio da etiologia dos obitos perinatais.

Com relagéo ao estudo genético dos natimortos macerados, quando a cultura de tecidos
de longa duracéo ndo & possivel devido ao seu aito grau de maceragdo ou autdlise, sao
sugeridas técnicas de citogenética molecular variadas, como procedimentos alternativos de
suma importancia para o diagnostico acurado de doencas genéticas, cromossomopatias e o
aconselthamento genético adequado. Entre elas pode-se destacar. a genotipagem de fetos
macerados (Deron et af, 1991), o emprego da técnica de FISH (Fluorescence In Situ
Hybrdization) de cor unica ou multicolorida em células fetais nucleadas (amnidcitos, vilo
coridnico, sangue de cordao umbilical, entre outras) em preparaces diretas ou resuitantes de
culturas (Ward et al, 1991; Kuo et al, 1991; Kiinger ef al, 1992; Jobanputra ef af, 1998; Zhen et
al, 1999), a cariotipagem espectral multicolorida (SKY) e o uso de andiise por QF — PCR
(Quantitative Fluorescence Polymerase Chain Reaction) (Schrock et al, 1996; Adinoifi et al,
1997, Reddy ef al, 1999; Haddad et al, 1999).

O estudo citogenético realizado rotineiramente nos conceptos que evoluem para &bito
perinatal € importante, n&o sé para o diagnédstico e conseqientemente para o aconselhamento
genético, mas também como orientador na pesquisa de identificagdo génica de doencas
mendelianas.
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A esse respeito Tommerup (1993), em trabalho de reviséo demonstrou a presenca de
diversos rearranjos cromossomicos associados com desordens mendelianas. Uma lista destas
desordens tem sido descrita, constituindo uma parte do projeto “Human Gene Mapping
Workshops”. O primeiro sucesso nc mapeamento de desordens mendelianas causadas por
rearranjos cromossdmicos foi a localizagéo do gene da distrofia muscular Duchenne na regiao
Xp21. Matsumoto ef a/(1988), investigando cinco homens portadores da Distrofia Muscular
Duchenne (DMD) com quadro clinico sugestivo de uma alteragdo causada por genes
contiguos, detectaram deie¢des visiveis em todos eles na regido Xp21. MacCabe ef al(1992),
investigando dez delegbes visiveis dentro da regido Xp21 associadas a sindromes de genes
contiguos, encontraram delegdes submicroscopicas cujo tamanho variava de 4 a 14 Mb. Como
delecoes submicroscopicas sdo muito comuns em DMD, delegcdes intragénicas no “locus”
2.4Mb DMD podem, entdo, ser detectadas com ¢ usc de bandamento de alta resolucao. A partir
desses fatos, aberragdes cromossdmicas como delegbes, quebras ou rearranjos diferentes e
genes mutantes especificos tém ndoc somente auxliado no mapeamento de outros “loci”
responséveis por doencas, como tém se tomado elementos-chave para um rapido isoclamento
de desordens genéticas por estratégia de posicdo clonal. Conquanto essas aberracbes
cromossdmicas possam nao ter implicacbes imediatas para tracos mendelianos conhecidos, a
dissecacdo molecular futura dessas desordens pode alterar esse quadro. Além das
translocagdes insercionais, inversdes e outros tipos raros de rearranjos familiais esporadicos
tém sido identificados em associagdo com doengas mendelianas, durante investigacdes
citogenéticas. Rearranjos intra-cromossomicos, incluindo “shifts”, podem ser o tipo esperado de
mutacdo em homens afetados pela maioria das doencas ligadas ao X (Tommerup, 1993).

Segundo Tommerup (1993), rearranjos estariam presentes em um pequeno, porém
significativo, nimero de individuos afetados por doencas mendelianas, muitas ja mapeadas e
outras n&o. A deteccio de uma mutacdo cromossomica em paciente portador de uma doenca
mendeliana forneceria indicacbes de possivel localizago génica, além de ter implicagGes
dbvias no aconselhamento genético. Considerando o impacto que um Unice rearranjo especifico
pode ter para o mapeamento e clonagem génicos, Tommerup propde um esforco mais
sistematico para detectar esses arranjos.

Em sintese, a analise citogenética de aberragbes numéricas e estruturais no diagnostico
pré e pés natal e mesmo na citogenética do cancer é uma parte essencial dos cuidados
clinicos (Le Beau, et al, 1993). A técnica de FISH e outras técnicas moleculares tém
demonstrado alta sensibilidade, especificidade e rapidez na resolucdo de anommalidades
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cromossbémicas, fornecendo aos geneticistas e pais condicbes mais precisas para ©
aconselhamento genético. No entanto, essas técnicas devem ser consideradas como
ferramentas adicionais nas investigagdes citogenéticas, e ndo como substitutivas dos métodos
empregados na rotina das culturas celulares “in-vitro”, seguidas pela analise de metafases
coradas pelos procedimentos convencionais. As razdes para isso sdo varias; em geral, as
preparagbes de culturas de tecidos fornecem um maior nimerc de metafases e de meilhor
qualidade para o estudo citogenético; sdo menos sensiveis ao tempo de processamento
decorrido entre a coleta e o langamento das cuituras. Ja nas preparacbes diretas para as
técnicas moleculares observa-se um  declinio consideravel nas taxas de sucesso das
amostras entre aquelas processadas no mesmo dia ou um dia apds a coleta e as que levam
dois ou mais digs para serem processadas, de 79% vs 69% (Griffin et al, 1997). As cufturas de
tecidos sdo menos dispendiosas economicamente, enquanto gue, as técnicas moleculares,
como FISH, por exemplo, sdo muito caras, o que dificulta o seu emprego como exame de rotina
nos laboratérios de citogenética. Além disso, os métodos tradicionais de cultivos celulares
permitem, virtualmente, a deteccio de todas as anomalidades citogenéticas, fornecendo um
conjunto de informacbes bastante abrangentes sobre a constituicdo cromossdmica dos
propositos, ou seja, uma analise completa do cariétipo.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:
1. avaliar a eficiéncia da técnica de cultivo de condrécitos para o estudo citogenético de
recém-nascidos que evoluem para obito no periodo perinatal, em particular os fetos macerados;
2. realizar um estudo citogenético em uma amostra de fetos que evoluem para dbito no
periodo perinatal de modo a avaliar a freqiiéncia de aberragdes cromossdmicas entre:
2.1 os fetos malformados
2.2 e os fetos ndo malformados;
3. avaliar os dados clinicos da populacdc estudada, tais como: sexo, peso, idade
gestacional, causas dos obitos e freqéncia de defeitos associados dos recém-nascidos, idade

matema e paridade.
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CASUISTICA E METODOS

O Centro de Assisténcia integral &4 Saude da Mulher — CAISM — UNICAMP atende a
cidade de Campinas e regido, que se caracterizam como uma regido agricola-industrial com
uma populacdo de aproximadamente um milhdc e meio de habitantes. No periodo de
desenvolvimento desse projeto nasceram 5.700 criangas no CAISM, das quais 314 evoluiram
para o Gbito no periodo perinatal. A investigagdo desses dbitos inclui o trabalho de obstetras,
uitra-sonografistas, neonatologistas, geneticistas e patologistas do Servigo de Medicina Fetal do
referidc hospital.

4.1 Coleta de dados clinicos

Como procedimento de rotina no CAISM, os recém-nascidos que evoluem para o obito
perinatal sdo, em geral, submetidos a: estudo radiolégico (quando apresentam desproporgdes
corporais ou quando apresentam suspeita ou evidéncia clinica de malformacbes ou displasias
osseas) e a autdpsia. Também costuma ser rotineiro o estudo anatomo-patolégico das
respectivas placentas. A investigacdo citogenética apenas era efetuada, antes do presente
trabatho, em fetos malformados com suspeita de cromossomopatia, independente se eles
evoluiam ou nao para o ébito perinatal.

Para a obtengao dos dados clinicos no presente estudo, de todos os fetos incluidos na
amostra foram consultados: os prontuarios hospitalares das maes e dos recém-nascidos. Dos
recém-nascidos malformados, além desses, também foram consultadas as fichas ECLAMC
(Estudo Colaborativo Latino Americano de Malformagdes Congénitas)’, Anexo 2, e as fichas
clinicas do Ambulatéric de Genética Perinatal no setor de Genética Perinatal do CAISM.

4.2 Coleta de material biolégico

A casuistica utilizada para o presente trabatho consistiu inicialmente de 112 conceptos
que evoluiram para o 6bito no periodo perinatal no CAISM - UNICAMP. Seguindo as nomas
do ECLAMC (1982) bem como aquelas da OMS, foram utilizados, nesse trabalho, os critérios
de idade gestacional minima de 20 semanas completas e/ou peso igual ou superior a

' O CAISM participa do programa ECLAMC desde 1987, porianto, para todos os malformados uma ficha padronizada
qgue inclui dados do recém-nascido bem como dados gestacionais, familiares, raciais e de avaliagio sécic-econdmica
& preenchida.
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500 g, acrescidos dos 6bitos neonatais ocorridos durante os primeiros 28 dias de vida, para
definir as perdas gestacionais do periodo perinatal.

Entre abril de 1996 e abril de 1999 (com intervalo inativo de um ano) foi efetuada a
coleta de tecidos fetais dessa casuistica para culiura e estudo citogenético. As amostras dos
tecidos para as culturas foram coletadas da seguinte forma: sangue de puncio cardiaca
coletado logo apds o ébito do recém-nascido no centro obstétrico ou no bercario pelos médicos
plantonistas (em alguns casos a coleta de sangue periférico foi realizada antes do oébito do
recém-nascido); cartilagem e pele coletadas pela autora na sala de necropsia do Departamento
de Anatomia Patologica do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

O material para a investigacdo citogenética consistiu, portanto, dos referidos tecidos:
sangue, pele e cartilagem. Antes da necrapsia, as amostras de tecidos, como pele e cartilagem,
foram coletadas em condigbes assépticas e colocadas em frascos estéreis contendo meio de
transferéncia (meio de cultura HAM-F10 ou solugdo de Hank's acrescida de antibibticos). Nos
fetos macerados coletou-se apenas cartilagem, enquanto que, nos fetos nao-macerados, 0s
tecidos coletados foram sangue apenas ou sangue e cartifagem ou ainda pele e cartilagem.

4.3 Estudos citogenéticos

Os estudos citogenéticos foram realizados no Laboratéric de Procedimentos
Especializados do CAISM-UNICAMP (abril/96 — margo/97) e no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP (abril/98 —
abril/98).

Para a investigacéo citogenética, a partir de sangue, utilizamos o protocolo de rotina, o
qual consiste na técnica modificada de Moorhead ef a/ (1960) e que pode ser descrita como

segue.
4.3.1 Obtencido de metafases a partir do cultivo de linfécitos de sangue periférico.
a) Colheita — Eram colhidos de 2 a 5 ml de sangue por pung¢éo cardiaca logo apos o

ébito, com aguiha e seringa descartaveis previamente heparinizadas (cerca de 0,1
mt de heparina), apos assepsia local com alcool iodado e alcool 70%.
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b)

d)

g)

Cultura de linfocitos — Eram adicionadas 18 gotas de sangue totat heparinizado a
frascos de cultura contendo 5 ml de meio de cultura (HAM-F10 ou RPMi 1641) mais
20% de soro fetal bovino e fitchemaglutinina (20 ug/mi).
Toda a operacéo era efetuada em camara asséptica, com material estéril. Os frascos
de cuftura eram colocados em estufas a 37°C por 72 horas e, 30 minutos antes do
término desse periodo acrescentava-se 0,1 ml de colchicina (0,1 ug/ml) aoc meio de
cultura. Ao final do periodo de incubacéo, os frascos eram retirados da estufa,
agitados levemente e seu contetido transferido para tubos conicos, centrifugados por
5 minutos a 900 rpm e retirava-se o scbrenadante.
Hipotonia - Foi utilizada solugéo hipotdnica de KCL 0,075M aquecida a 37° C; 5 mi
eram acrescentados a cada tubo e, a seguir, 0 sedimento delicadamente
ressuspenso com pipeta Pasteur. Apés 30 minutos, a hipotonia era interrompida
acrescentando-se 0,5 ml de fixador (metanol/acido acético 3:1) recém-preparado.
Fixacdao — O material era centrifugado por 5 minutos a 900 rpm e o sobrenadante
retirado; © sedimento era ressuspenso e aspirado com a pipeta Pasteur. Colocava-se
4 mi de fixador em cada tubo e gotejava-se delicadamente o conteldo da pipeta.
Novamente o material era ressuspenso e centrifugado a 900 rpm por 5 minutos.
Retirava-se o sobrenadante e repetia-se a operagéo por mais trés vezes. Apbs a
Uttima lavagem com o fixador, deixava-se um volume de fixador proporcionai ao do
sedimento.
Preparacao das laminas — As idminas limpas eram passadas em alcooliéter e
enxugadas com papel absorvente. Pingava-se 3 a 4 gotas do material ressuspenso
sobre a lamina levemente inciinada e deixava-se secar a temperatura ambiente.
Analise cromossOmica — A analise cromossdmica foi feta em cromossomos
corados peta técnica de obtengBo de bandas G (Sanchez et al, 1973) descrita a
sequir:
- as laminas eram incubadas em tampao-fosfato (pH=6,8) por no minimo, 30

minutos.

Retiradas do tampao-fosfato, escorria-se 0 excesso do mesmo e corava-se com

o corante Whright diluido em tamp&o-fosfato na proporgao de 1:3 (1mi do corante

mais 3 ml do tampao-suficientes para uma {amina) por 3 a 5 minutos.

Finalmente, as lAminas eram lavadas com agua desionizada.
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A analise cromossomica foi realizada em 15 metafases no minimo. Em caso de
suspeita de mosaicismo, o nimero de células analisadas foi aumentado para 50.

Para a cultura de fibroblastos de pele foi utilizada a técnica do explante que passaremos

a descrever.

4.3.2 Obtencido de metafases a partir do cultivo celular de fibroblastos de pele
pela técnica do Explante

A) Estabelecimento da cultura

A.1 - Fragmentos de pele de aproximadamente 5 mm eram coletados em condigbes
assépticas, antes de processar-se a necropsia dos recém-nascidos, sendo
imediatamente colocados em meio de transferéncia contendo antibiético.

A.2 — Na camara asséptica, 0 pedaco de pele era transferido para uma placa de
Petri {6 cm de didmetro) contendo novo meio de cultura onde era favado por duas vezes
e cortado em cerca de 20 fragmentos menores. Tais fragmentos eram transferidos para
tubos de Leighton ou frascos descartaveis (de 25 mi) com o auxilio de uma pipeta
Pasteur {cerca de 5 a 6 fragmentos por tubo). Os fragmentos eram apenas umedecidos
com o meio (2 a 3 gotas escorridas entre 0os pedacos).

A.3 — Apo6s 3 dias de incubacgdoc a 37° C, acrescentava-se 1 mi de meio de cultura
mais soro fetal bovino a 30% aos t ubos de cultura que eram mantidos em repouso por
mais 10 dias. A partir de entdo, o meio era trocado a cada trés dias, observando as
areas de crescimento celular ao redor do explante inicial com o auxilio do microscopio
invertido. Quando as culturas apresentavam um bom crescimento, em um periodo
variavel enfre 10 a 15 dias apds o inicio das culturas, os tubos eram submetidos a
repicagem. Para isso, o meio de cultura neles contido era dispensado, adicionava-se a
cada frasco de cultura 1 a 2 m! de tripsina aquecida a 37° C, que era rapidamente
dispensada, repetindo-se novamente a mesma operagao.

A.4 — Os tubos eram deixados em repouso durante aproximadamente 5 minutos e
podia-se raspar o fundo dos frascos de cultura com uma espatula de vidro, quando
necessario. A seguir, injetava-se 5 mi de meio de cultura novo quando a repicagem era
para o mesmo frasco ou 10 ml se a repicagem fosse para dois frascos descartaveis (1,5
mi e 3 ml respectivamente para os tubos de Leighton). Com a mesma seringa do meio
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ressuspendia-se delicadamente o material, retirando-se, se fosse o caso, uma aliquota
de 5 ml (ou 1,5 ml) da suspenséo celular que eram langadas em um novo frasco.

A.5 — Apds a repicagem, os tubos continuavam a ser observados a cada dois dias e
submetidos a troca de meio nesses intervalos. Quando o crescimento celular se
reveliava satisfatorio, mostrando fibroblastos em palicada cobrindo o fundo do tubo, era
feita a preparacdo cromossdmica, ou por vezes, nova repicagem conforme o caso. A
presenca de células arredondadas constituia bom indicador de que as células estavam
com um bom indice mitdtico.

B) Preparagido cromossdmica

B.1 - Adicionava-se colchicina na concentracéo final de 0,02 pg/mi de cultura, -
deixando incubar o material 2 37° C durante 6 horas.

B.2 — Apods a incubagdo, o meio de cultura contido no frasco de cultura era
transferido para um tubo cénico (1,5 mi para o tubo de Leighton e 5 ml para o frasco
descartavel) de tripsina aquecida a 37° C e era adicionada ao primeiro, para uma rapida
tavagem das células. Essa solucéo era transferida diretamente para o mesmo tubo
cdnico que recebeu 0 meio, e nova solugao de tripsina adicionada ao frasco de cultura, a
qual ficava atuando por um periodo de 2 a 3 minutos, em estufaa 37° C.

B.3 — Apés os 5 minutos iniciais, o frasco de cultura era agitado para que as céiulas
se desprendessem do fundo. A intensidade desse procedimento era verificada ao
microscopio e se fosse pequena, raspava-se o fundo do tubo com o auxilio de uma
espatula de vidro, e prolongava-se um pouco mais o tempo de incubacg&o. Ao final de 10
minutos, o contelido do frasco era transferido para o tubo cénico, contendo o meio de
cultura mais a solugdo de tripsina iniciaimente retirados.

B.4 — O tubo cdnico era centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos, desprezando-se ©
sobrenadante. Desse ponto em diante, o material celular passava a receber ©
tratamento usualmente empregado no preparo de laminas para o estudo de metafases
obtidas a partir de cultura de linfocitos, exceto o tempo de hipotonia, onde se utilizava
uma variagéo técnica (hipotonia progressiva) que consistia em acrescentar-se 1 m! de
solugdo de KCL 0,075 M a 37° C ao sedimento, deixando atuar durante 3 minutos em
banho-maria (37° C). Em seguida, adicionava-se mais 1 ml a cada 3 minutos até
completar 4 ml de solucdo hipotdnica de KCL e o tempo de ag¢do de 12 minutos,
ressuspendendo o material a cada acréscimo de solugio.
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4.3.3 Obtencio de metafases a partir de cultura de células de cartitagem humana.

A) Estabelecimento da cultura

Utilizou-se uma modificacdo da técnica descrita por Urioste (1993) para a obtencéo

de metafases a partir da cultura de células de cartilagem humana.

Fragmentos de cartilagem da epifise tibial ou femural foram coletadas em condigoes

assépticas dos natimortos e recém-nascidos com 6bito neonatal antes da necrépsia. Os

fragmentos dos tecidos eram transferidos em frascos de coleta estéreis, contendo meio

de transferéncia composto por solugéo salina balanceada de Hank's (HBSS) com 50

mg/m! de penicilina.

A metodoiogia para a cultura de cartilagem teve os seguintes passos:

1. na camara asséptica, a peca de cartiiagem coletada era transferida para
uma placa de Petri estéril, de 6 cm de diametro, contendo HBSS mais antibidtico e
lavada duas vezes nessa solugao;

2. o fragmento era transferido a seguir para um tubo de ensaio esterl
contendo 1 ml de tripsina aquecida a 37° C, fechado hermeticamente, e incubado
durante uma hora em estufa a 37° C;

3. apos esse periodo, o fragmento de cartilagem era retirado da solugao de
tripsina, lavado em placa de Petri com HBSS e removia-se todo o tecido conectivo.
A cartilagem era finamente picada com o auxilio de um bisturi descartavel ou com
tesoura de pontas finas (irs),

4. o material era transferido, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, para um
tubo conico estéril contendo 2 mi de uma solugio de colagenase composta por 6,25
mg de Colagenase (Tipo il, 520 U/mg, Sigma) diluida em 13 mi de HBSS isenta de
calcio € magnésio;

5. os fragmentos de cartiiagem eram incubados em estufa a 37° C por um
periodo de 18 a 20 horas;

6. apos a incubagdo, o material era ressuspenso com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, com 2 ml de tampéao-fosfato-salino (PBS Dulbecco’s Gibco, UK),
centrifugado a 800 rpm por minuto;

7. retirava-se o sobrenadante e acrescentava-se novamente 2 ml de PBS ao
sedimento, ressuspendia-se com a pipeta Pasteur, centrifugava-se novamente (800
rpm — 5 minutos), repetia-se a lavagem mais duas vezes;
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8. o Ultimo sedimento (centrifugado) obtido era ressuspenso em 10 ml de
meio de cultura (HAMF-10 e soro fetal bovino a 30%), essa suspensdoc era
distribuida em 2 frascos de cultura descartaveis (5 ml/cada) e incubados a 37° C;

9. gquando as células aderiam ao fundo dos frascos de cultura, o que
acontecia usuaimente apos 48 horas, o meio de cultura passava a ser trocado trés
vezes por semana;

10. as culturas eram, entdo, observadas diariamente ao microscépio e
avaliadas. Quando a cultura priméaria apresentava um numero suficiente de células
em divisdo, finalizava-se o processo, utilizando-se o0 método classico pela adicdo de
colchicina e tripsinizacdo, hipotonia, fixacdo e preparacdo das laminas para analise
cromossomica (semelhante ao que foi descrito em 4.3.2.B). Quando o crescimento
era lento e os condrécitos ja ocupavam mais de 50% do fundo dos frascos,
procedia-se a repicagem (conforme descrito em 4.3.2: A3, A4 e AS) até a
obtencdo de crescimento satisfatorio para a retirada das culturas.

4.4 Métodos Estatisticos

441 Método estatistico para calculo do tamanho amostral para averiguagao
de freqiléncia de aberragdao cromossomica

Para o célculo do tamanho de uma amostra representativa, nessa pesquisa de
fregiiéncia de aberragbes cromossdmicas em uma populacéo de obitos perinatais,
utilizamos a formula e calculo abaixo descritos, para amostras aleatdrias simples
(Richardson et al, 1999).

n=02.g-g.N
E*(N-1)+¢”.p. g

Tamanho da amostra para popula¢oes finitas (amostragem aleatéria simpies).
Onde:
n = tamanho da amostra

o* = nivel de confianga escolhido, em nimeros de desvios (sigmas)
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p = propor¢éo da caracteristica pesquisada no universo, calculada em
porcentagem.

q = proporgio do universo que nao possui a caracteristica pesquisada
(q=1-p). Em porcentagem: q= 100 -p

E? = erro de estimagio permitido.

N = tamanho da populagao.

Consideragbes:

1. O nivel de confianca é de 95%, equivalente a2 o ;

2. a proporcio de obitos devida a aberrag@o cromossdmica em populacéo
de obitos perinatais em outros estudos, faz supor uma proporgédo de p = 6, e,
portanto, g = 94;

3. E=5%

4. N = 314 obitos perinatais no periodo estudado.

Célculo:
n=g-. p.gq.N

E2(N-1)+c°.p.q

n=_4.6.94.314 = 708.384=7027 =71
25.313+4 .6 .94 10.081

n=71.
Portanto, o tamanho amostral representativo para avaliar freqiéncia de

anomalias cromossdémicas seria de 71 recém-nascidos aproximadamente,
considerando p = 6%.
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De abril de 1996 a abril de 1999 (com intermiténcias) realizou-se o estudo citogenético
em uma populacao total de 112 recem-nascidos que evoluiram para o©bito no CAISM-
UNICAMP, dos quais cinco foram eliminados da amostra por ocasido da padronizacdo da
técnica de cultura de condrocitos, e outros quatro casos foram eliminados, pois, o dbito ocorreu
com mais de 28 dias de idade, ficando a amostra final com 103 casos. Desses, 10 eram fetos
macerados, 15 fetos ndo-macerados, e, 78, recém-nascidos que morreram durante os primeiros
28 dias de vida (obitos neonatais).

Houve 12 casos que, embora as culturas tenham falhado, seus caritipos foram
incluidos no presente estudo para a avaliagéo das freqliéncias de anomalias cromossémicas,
visto que, tais casos haviam sido submetidos a cordocentese no periodo pré-natal, e, portanto,
ja tinham cariétipos conhecidos. Tais casos, contudo, foram considerados como insucesso de

cultura na avaliagao do indice de sucesso dos cultivos celulares de sangue.
5.1 Avaliagao dos dados clinicos da amostra

Dentre os 103 casos incluidos na amostra havia 58 do sexo masculino e 45 do sexo

feminino (tabela 5.1).
De acordo com a idade gestacional ao nascimento a distribuicdo dos 103 recém-
nascidos esta demonstrada na tabela 5.2. A distribuicdo dos fetos conforme o peso ao

nascimento &€ mostrada na tabela 5.3.

Tabela 5.1 - Razdo de sexo entre natimortos e dbitos neonatais na amostra total

Sexo
Masculino Feminino
16 9
__42 g 36 s
58 45
x2 =0,79 P =0,373 Teste Qui-quadrado para proporcéo nao significativo.
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Tabela 5.2 - Distribuicdo dos recém-nascidos de acordo com a idade gestacional na amostra
total.

Idade N°. de recém-nascidos
Gestacional (em : —f  Total (%)
semanas) NM ON
20 a 27 11 TEiqB 29 (28,2)
28 a 36 ' 9 42 51 (49,5)
37 e acima | 5 18 23 (22,3) |
Total . 25 78 | 103 (100) |

NM = natimortos

ON = obitos neonatais

Tabela 5.3 - Distribuigdo dos fetos de acordo com o peso ao nascimento na amostra
fotal.

Peso (em Natimortos NOb'tOS. Total N°.
o eonatais o
gramas) [\ NC. (%)

os0 L L s

1000-1500 23 (22,4)

2100-2500 17 {16 5)

3100-3500 10 (9 7)

3600-4000 -—

Total 103 (100)

A correlagdo entre idade materna e a distribuicdo dos recém-nascidos que foram a ébito
no periodo perinatal € mostrada na tabela 5.4 (amostra total).
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Tabela 5.4 - Distribuicdo dos 6bitos perinatais correlacionados com a idade matema.

Idade Obitos

Natimortos

N° Neonatais  Total (%)

| Materna (em

anos) | N°.
Menos de 20 7 15 22 (21,4)
21a25 5 27 32 (31,1)
26 a 30 5 24 29 (28,1)
|31 a 35 4 8 12 (11,6)
36 a 39 0 4 4 (3,9)
40 e mais 4 0 4 (3,9)
Total 25 78 103 (100)

Entre as causas de obito perinatal foram diagnosticadas andxia ante ou intra-natal do
feto, tocotraumas, infecgdes intra-uterinas e/ou exégenas, doencas maternas, malformacoes e
outras, conforme & demonstrado na tabela 5.5.

Tabela 5.5 - Causas de mortalidade dos recém-nascidos que foram a obito no periodo pernnatal.

Causa do Obito NM ON Total %

Malformagéo 11 45 56 544

Prematuridade 3 12 15 146

Doencas maternas | 3 5 8 7.8 _
Anéxia 2 5 7 5,8 NM= natimortos
Infecgép intra-ut-erina | 2 3 5 48 ON= 6bitos
Causa indeterminada 2 2 4 39 neonateis
Isoimunizagao 2 2 4 39

Doenga da membrana hialina i Q- Fn2 2 54y

Tocotraumatismo | O 1 1 410

S. de Stuck Twin (Gemelaridade) 0 1 1 #4140

Total 25 78 103 100
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A distribuicdo das malformacdées ou defeitos estruturais encontrados nos 56 oObitos
perinatais da amostra € mostrada na tabela 5.6. Em 44% dos recém-nascidos no grupo dos
natimortos e em 59% dos recém-nascidos no grupo dos Obitos neonatais, pelo menos uma

malformacao congénita foi encontrada na necropsia e/ou exame clinico.

Tabela 5.6 - Distribuicdo das malformagdes congénitas maiores e menores detectadas no grupo
dos malformados e correlacionadas com a época do Obito (intra utero=11 natimortos;

neonatal=45 ébitos neonatais).

3 Orto UDITO pOoNnatsa D13 era
o N % N % %
2 8,7 10 11,2 12 (10,7)
1 4.3 10 11,2 11 (9,8)
8 348 | 20 22,5 28 (25)
4 17,4 7 7.9 11 (9,8)
1 43 7 79 8 (7,2)
7 30,5 35 39,3 42 (37,5)
: 23 | 100 89 100 112 (100)

N = N°. de malformacdes

Com relacao a paridade das gestantes, cujos conceptos compuseram a presente
casuistica, obteve-se os resultados demonstrados na tabela 5.7.

Detectou-se na amostra total 30 gestantes primiparas (33,3%), sendo seis no grupo de
natimortos e 24 entre os Obitos neonatais. Nessa categoria também foram encontrados 21
conceptos malformados (trés natimortos e 18 dbitos neonatais); 60 gestantes multiparas foram
encontradas na casuistica total, observando-se entre elas, um gradiente decrescente de
freqiiéncias, a partir das que ja possuiam um filho até as que possuiam quatro ou mais filhos. O
numero de malformados seguiu esse mesmo padrdo decrescente entre as diversas categorias

hierarquicas de paridade.
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Tabela 5.7 - Correlagdo entre a paridade das gestantes e a época do 6bito (natimortos e 6bitos
neonatais). Assinala-se também, entre [ ], 0 numero de recém-nascidos malformados em cada

categona.

: T E_poca do ébito |
Paridade . o p—— o 1 otal (%)
Intra-atero n™ (%) Neonatal n™ (%) I

24 (35,8) 30 (33.3)
[18] [21]
15 (22,4) 23 (25,5)
(8] [13]
14 (20,1) 15(16.6)
(8] (8]
8 (11,9 11(12,2)
[5] [6]
6 (8,9) 11(12,2)
(3] (6]
67 (100) 90 (100)
[42] [54]

OBS - Em 13 casos, os dados sobre panidade ndo foram encontrados nas fichas e/ou prontuarios hospitalares

5.2 Caracteristicas do crescimento das culturas de tecidos fetais dos recém-nascidos
que foram a ébito no periodo perinatal.

Os resultados das culturas de tecidos fetais (condrécitos, fibroblastos de pele e linfécitos
de sangue) estao resumidos na tabela 5.8.

Foram incluidos nessa avaliacdo 103 casos no total; dentre eles, obteve-se sucesso
em 73 (70,9%) e houve falha de crescimento em 30 (29,1%). Nestes ultimos, nove deles
apresentavam material contaminado (cinco amostras de sangue, duas de pele e duas de
cartilagem), em outros quatro, o sangue estava coagulado nas seringas € 11 nao cresceram por
estarem macerados ( trés amostras de sangue, duas de pele e seis de cartilagem) e seis por
motivos desconhecidos. Considerando-se apenas o grupo dos natimortos, ndo se obteve
sucesso em nove casos ( trés amostras de cartilagem, uma de pele e cinco de sangue), e
dentre esses, seis estavam extremamente macerados, com os 6rgdos autolisados. Nestes, o
teste de exclusao pelo Azul Tripan apresentou 0% de viabilidade em quatro casos, sendo que
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nos dois restantes, foi de 3 e 12%. Nos casos de sucesso de cultivo celular de cartilagem, tanto
de natimortos quanto de obitos neonatais, o teste revelou sempre viabilidade superior a 90%.

O tempo meédio para a primeira retirada das culturas de condrécitos foi de 19 dias e para
fibroblastos de pele, de 31 dias. Cariétipos foram obtidos de todas as culturas que obtiveram
sucesso, exceto o caso n° 107, cuja cultura, muito pobre, ndo forneceu metafases em

condices de serem analisadas citogeneticamente.

Tabela 5.8 - Avaliagdo das taxas de sucesso de cultivo celular nos diferentes tecidos estudados

correlacionados a época do 6bito dos recém-nascidos .

e i Lo

noca dos Obito Cartilagem Pele Sangue
Total| + | - | IS |Total| + | - | IS |Total| + | - | IS
atimorto 14 4110286 10 7| 3 (00| 11 3| 8127,3
Obito eonata 17 |12| 5|706| 16 |13 | 3 |81,2| 63 | 39|24 61,9
otal Gers 31 26 74
dice Geral de ess0 % 51,6 76,9 56,7

+ : sucesso do cultivo celular
- ! insucesso do cultivo celular
IS: indice de sucesso

Dentre os 103 casos estudados na casuistica do presente trabalho, encontrou-se 56
recém-nascidos malformados e 47 sem defeitos estruturais detectados. No entanto, com
cariotipo conhecido, foram 41 malformados e 32 sem anomalias morfolégicas, perfazendo um
total de 73 recém-nascidos com cariétipo conhecido (tabela 5.9).

Tabela 5.9 - Achados citogenéticos correlacionados com o fendtipo dos recém-nascidos.

Cariétipo Normal |Cariétipo anormal (%)
31 1(3,1) 32
34 7 (17,1) 41
65 8 (11,0) 73

(%) = Percentual de aberragdes cromossémicas.
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Na amostra total (103 casos), 58 eram do sexo masculino e 45 do sexo feminino. No
entanto, entre os recém-nascidos com cariotipo conhecido 37 eram do sexo masculino e 36 do
sexo feminino (tabela 5.10), indicando que houve mais falhas de crescimento nas culturas de
fetos masculinos (21 falhas) que nas culturas de fetos femininos (9 falhas). Como mostra a

tabela 5.10, a maior parte dos fetos com cariétipo anormal era do sexo feminino.

Tabela 5.10 - Achados citogenéticos correlacionados ao sexo dos recem-nascidos.

Cariétipo

Normal Anormal
35 2
30 6
65 8 73

A correlagao entre os achados citogenéticos e o periodo do 6bito pode ser observada na
tabela 5.11. Dos 73 fetos cujos cariétipos sa@o conhecidos, 16 eram natimortos e 57 tiveram
obito pds-natal (6bitos neonatais). A maior parte dos caridtipos anormais ocorreu entre esses
ultimos (6bitos neonatais) sendo todos eles malformados. Curiosamente, um natimorto (n°. 102)
cujo cariétipo era anormal (46,XX/47, XX +18) ndo apresentava defeitos estruturais externos
segundo observacgao clinica do prontuario hospitalar. O exame de necrépsia nao foi realizado
nesse recém-nascido, portanto, a observacdo clinica encontrada no prontuario diz respeito a
impressao do obstetra.

No anexo 1 estao relacionados todos os casos estudados com os respectivos achados

fenotipicos e citogenéticos, bem como, a idade gestacional e os tecidos cultivados.

Tabela 5.11 - Achados citogenéticos correlacionados com o periodo do 6bito.

Periodo do Obito . —ariotipo Total
Normal Anormal
Intra-utero (natimorto) 13 (3) 3(2) 16 (5)
Pés-natal (6bito neonatal) ~ 52(31) 5(5) 57 (36)
Total . S . 65(34) 8() 73 (41)

O numero dentro do parénteses indica a quantidade de fetos malformados.
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Anomalias cromossdmicas foram encontradas em oito obitos perinatais (11%). No grupo
dos natimortos houve trés casos de trissomia 18: duas livres (casos de n°.19 e n°.35) e um caso
de mosaico (n°. 102); esses trés natimortos eram macerados. As causas de Obito dos
natimortos (casos n°. 19 e n°. 35) foram as malformacdes multiplas tipicas da sindrome de
Edwards verificadas em ambos, exame clinico e necrépsia. No caso n°. 102, a auséncia do
exame de autdpsia impossibilitou uma melhor avaliagdo do fendtipo. Entre os obitos neonatais
houve dois casos de trissomia 21, cujos recém-nascidos apresentavam anomalias cardiacas
graves (cardiomegalia, comunicacgéo interventricular e intra-atrial-caso n°. 10) e hidronefrose
bilateral grave, rins policisticos (caso n°. 60). Nesse grupo de dbitos neonatais tivemos ainda
trés casos de trissomia 18 (n°. 33, n°. 109, n°. 110), dois eram trissomias livres e um deles (n°.
109) era mosaico (com linhagens 47 XX ,+18/48 XX,+18,+mar). As principais malformacdes
detectadas nesses casos foram: caso n°. 33 — malformagdes multiplas tipicas da sindrome;
caso 109: anencefalia e polidramnio; no caso n°. 110: malformagdes toracicas com ectopia
cardiaca e polidramnio.

A tabela 5.12 relaciona os tipos e as frequéncias das aberragdes cromossémicas

encontradas na amostra com o sexo dos recém-nascidos (ébitos perinatais).

Tabela 5.12 - Incidéncia e tipos de aberragbes cromossémicas na amostra relacionados
com o sexo do recém-nascido.

o
Tipo de Aberragao N cCe Caee %

TFISSOITIIa 18 (livre)

_-_

Mosaicos Trissomia 18 i

M = Masculino
F =Feminino

A tabela 5.13 resume os dados referentes a idade gestacional, peso ao nascimento,

idades materna e paterna, principais defeitos congénitos e achados citogenéticos encontrados
nos oito casos de oébitos perinatais portadores de cariétipos anormais.
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Tabela 5.13 - Correlacdo entre os achados citogenéticos, idade gestacional, peso ao
nascimento, idades matema e paterna e prncipais defeitos congénitos encontrados entre os

obitos pennatais com canotipos anormais.

Cardiomegalia, comunicagdo
interventricular e inter-atrial, membros

encurtados, prega Gnica plantar e palmar, |Cardiomegalia com
10 47.XX+21] 31 |2300| 26 27 macroglassia, hipotonia cervical, fenda ClAeCIV
palpebral obliqua, prega espicantica
bilateral, clinodactilia de 5° dedo.
Occipito proeminente, orelhas
malformadas, hipertelorismo, protusdo
a ocular leve, nariz pequeno, bulboso, filtro |Coarctagdo pré-
19", (NM) 47, XX, +18| 29 |1390| 18 21 curto, prega palmar Gnica, camptodactilia |ductal da aorta
na mao E, sindactilia nos pés. Micro-
retrognatia.
Occipito proeminente, orelhas
malformadas, olhos protusos, micro-
retrognatia, face triangular, palato ogival,

33 47 XX, +18| 28 | 550 | 43 | 39 |camptodactilia e clinodactilia, calcaneo  |Sem autépsia
proeminente, sindactilia nos pés,
clitoromegalia, onze pares de costelas
muito finas, clavicula longa.

Occipito proeminente, face triangular, leve
retrognatismo, fendas palpebrais
horizontalizadas, leve protusao ocular,
35 (NM) |47 XX, +18| 26 | 970 | 43 | 43 |palato alto, baixa implantagdo de orelhas, |Sem MFs internas
camptodactilia, calcdneo proeminente
bilateral, clitoromegalia. Cisto de plexo
cordide a E.
Hidronefrose
Hidropsia + dismorfismo tipico da bilateral, valvula de
60 47, XY +21| 35 |2480| 29 32 sindrome de Down. uretra posterior, rins
policisticos, PCA.
102° (NM) 46)&(& {137 20 | 520 | 17 Nao descrito Sem autépsia.
Anencefalia, olhos protusos, orelhas com
47, XX+ 18 baixa implantagéo, palato ogival, raiz nasal
109 /48, XX+ | 38 [1760| 36 | 42 |alta, camptodactilia de dedos das macs, |Atrofia de adrenais.
18 + mar hipoplasia de unhas, pés equinos, rigidez
) de quadril.
Hidrocefalia por
Defeito de parede téraco-abdominal, estenose do
agenesia de esterno, ectopia cardiaca, aqueduto, agenesia
macrocrania, dismorfismo facial, fenda de pericardio,

110 4?' XY+ 18| 22 720 29 22 labio-palatina, microtia, pescogo curto, diverticulo de
espinha bifida, agenesia de radio, pés Meckel, pancreas
tortos. extopcio e hipoplasia

pulmonar.

a = Macerado; |G = |dade Gestacional; P = Peso; IM = |dade Materna; IP = |dade Paterna;

MFs = Malformagbes
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DISCUSSAO

6.1 Avaliagdo de alguns dados clinicos na casuistica total que constituem fatores de
risco na mortalidade perinatal.

6.1.1 Sexo do recém-nascido

Verificou-se, entre os natimortos, uma razdo sexual de 1,78 (0,89), ou seja,
encontramos na amostra 64% de natimortos do sexo masculino € 36% do sexo feminino,
enquanto que, entre os obitos necnatais a razdo de sexo foi de 1,17 (0,58) sendo 53,8%
do sexo masculino e 46,2% do sexo feminino, diferenca esta nio significativa entre
esses grupos (Tabela 5.1).

A influéncia dessa variavel sobre a mortalidade perinatal ainda é bastante
controversa na literatura. Alguns autores, estudando populagbes de natimortos, nao
detectaram diferencas significativas em relagdo ao sexo, pois aproximavam-se de 1
(0,50) (Naeye et al, 1971; Hovatta et al, 1983). Entretanio, Gadow et al (1991)
constataram que 54% dos natimortos eram do sexc masculino; Jakobovits et af (1987) e
Menezes et al (1998) verificaram também que em suas amostras de natimortos, os fetos
masculinos excederam, de forma significativa, os femininos. As causas provaveis dessas
diferencas foram apontadas por varios autores. Padbury et al (1981) descreveram o
retardo da maturacdo pulmonar e da regido medular das gléndulas supra-renais como
fatores que aumentam a susceptibilidade do feto masculino a morbidade neonatal e ao
“distress” respiratorio. Para MacGilliviay & Davey (1985), o fator predisponente
consistiria na producéao de hormdnios masculinos peio feto, acarretando um desequilibrio
nas taxas de progesterona e estrogenos maternos e induzindo o utero a um trabalho de
parto precoce. Qutro fator apontado consiste em um menor desenvolvimento
imunoldgico dos fetos masculinos, que os predisporia @ mais frequentes infeccées do
liquido amniético, aumentando a incidéncia de ruptura precoce da bolsa amnidtica.
(MacGillivray & Davey, 1985).

No grupo dos ébitos neonatais, embora menor, a razéo de sexo foi 1,17 (0,58);
essa predominancia do sexo masculino, observada em nossa amostra, € concordante
com os dados encontrados na literatura (Padbury et a/, 1981; MacGillivray ef a/, 1985;
Jakobovits et al, 1985; Menezes ef al, 1998); os 6bitos do sexo masculino também foram
mais freqientes no grupo dos malformados numa razao de1,20 (0,60).

Entre os obitos perinatais cromossomicamente anormais, no entanto, houve
predominancia do sexo feminino numa razdo de 1:5, possiveimente, pela maior
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incidéncia da trissomia 18 em mulheres, fato claramente observado em nossa amostra,
€ bem conhecido na literatura (Thompson & Thompson, 1991; Baty ef a/, 1994).

6.1.2 idade Gestacional

Em nosso estudo, encontramos 87 recém-nascidos (84,4%) na amostra total,
com idade gestacional inferior a 37 semanas (incluindo os natimortos e &bitos
neonatais).

A idade gestacional foi calculada de acordo com a data da ultima menstruagéo
relatada pela mae na maioria dos casos, ou entdo, pelos exames ultra-sonograficos ou
de Capurro. Como a idade gestacional ndo € um dado de facil obtencéo, muitos autores
preferem utilizar o peso ao nascimento como fator de risco primario para a mortalidade
perinatal.

A idade gestacional € considerada por muitos pesquisadores dos paises
desenvolvidos, como um fator de risco importante, que pode influenciar primariamente a
mortalidade perinatal. Verloove-Vanhorick et al (1986) estudaram uma populacdo de
1.338 recém-nascidos prematuros com idade gestacional inferior a 32 semanas efou
peso ao nascimento muito baixo (inferior a 1500g) nascidas na Holanda (1983),
encontraram uma taxa de mortaiidade neonatal de 233 por mil, e, concluiram que a
idade gestacional, cuidadosamente calculada com base no ultimo periodo menstrual,
exames de ultra-sonografia e testes de gravidez, foi o fator determinante mais
importante dentre os demais (inclusive o pesc ac nascimento) na sobrevida desses
neonatos.

Wilcox & Skjerven (1992) em estudo retrospectivo na Noruega, em uma
populacéo de 413.051 recém-nascidos, procuraram estabelecer a importancia da idade
gestacional e correlaciona-la com o peso ao nascimento relativo a cada faixa de idade
gestacional e a possibilidade de sobrevivéncia no periodo perinatal. Verificaram que a
idade gestacional é um fator primordial que determina o peso ao nascimento e
conseqluentemente a sobrevida nesse periodo. Na realidade, segundo Balcazar & Haas
(1991), essas duas variaveis séc bastante interdependentes; o grupo de recém-
nascidos de baixo pesc &€ muito heterogéneo, e constituido por dois subgrupos: ©
primeiro, pelos recém-nascidos prematuros com idade gestacional inferior a 37 semanas
completas, e, o segundo, pelos recém-nascidos de termo que apresentam retardo de
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crescimento intra-Gtero, considerados pequenos para sua idade gestacional (PIG) e cujo
peso & inferior ao percentil 10 na tabela referente & sua idade gestacional.

6.1.3 Peso ao nascimento

Ja é bem conhecida a forte associacdo entre baixo peso ao nascimento e
mortalidade nao s6 no periodo perinatal como também no infantil (Barros & Victoria,
1991, Lofredo & Simbes, 1990).

Segundo a OMS (1981), o peso ao nascimento constitui o fator mais importante
na predigao das chances de sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento nomal de
um recém-nascido; por essa razdo, decidiu incluir entre os demais indicadores de
qualidade do atendimento pré-natal e perinatal de uma regiéo ou pais, a taxa de reducéo
de nascimentos de recém-nascidos de baixo peso.

Observamos em nossa amostra total que 83,6% dos recém-nascidos
apresentavam peso igual ou menor que 2500 g (recém-nascidos de baixo peso), e,
dentre esses, 55,4% apresentavam peso igual ou menor que 1500g (recém-nascidos de
peso muito baixo) (Tabela 5.3).

No grupec dos natimortos, tivemos 96% de fetos com peso igual ou menor que
2500 g, e desses, 68% tinham peso igual ou menor que 1500 g. Entre os obitos
neonatais, 80% apresentaram peso baixo ao nascer (< 2500 , desses 65% eram
de peso muito baixo (< 1500 g) € somente 20% tinham peso nomal (> 2500 g).
Diversos autores relataram altas taxas de baixo peso entre os obitos perinatais (Laurenti
ef al, 1984; Morais ef al, 1984; Costa et a/, 1987; Gadow ef a/, 1991; Gomes & Santo,
1997; Maia, 1996; Forssas ef al, 1998, Betiol ef al, 1998; Menezes et a/, 1998; Cemach,
1996). Segundo MacCommick (1985), no periodo neonatal os bebés de baixo peso (<
2500 g) tém cerca de 40 vezes mais chances de evoluir para ébito, € os bebés de peso
muito baixo (< 1500 g), cerca de 200 vezes mais do que os recém-nascidos com peso
nomal. Dollfus et al (1990) encontraram valores semethantes em seus trabalhos, com
um risco relativo de mortalidade de 44 vezes para os bebés de baixo peso e 196 vezes
para os de peso muito baixo em relagdo aos de peso normal.

O baixo peso ao nascimento pode ser influenciado por numercsos fatores:
doencas maternas, principaimente, infecces e hipertensdo arterial, condigcdes
obstétricas, pequeno numero (ou auséncia) de consultas pré-natais, e, inclusive pode
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ser reflexo das condigbes culturais da gestante e sécio-econdmicas familiares (Doilfus et
al, 1990; Barros et al, 1984; Maia, 1997; Gomes & Santo, 1997, Betiol ef al, 1998).

No presente trabalho o indice de baixo peso ac nascimento é bastante elevado, e
isso poderia ser explicado pelo fato que, a grande maioria das maes que sdo atendidas
no CAISM-UNICAMP possui o 1" grau incompleto, e provém de camadas sécio-
econdmicas desfavorecidas, onde a ma nutri¢do e um nimero razoavel de gestantes
adolescentes aliado a falta de informacgdes sobre os cuidados e assisténcia pré-natais
constituem fatores predisponentes ao nascimento de bebés com baixo peso. O namero
elevado de criancas malformadas na amostra também concorreu para esse indice, uma
vez que, o baixo peso ao nascimento em portadores de anomalias congénitas € referido
por diversos autores (Gouiet et al, 1986; Dollfus et al, 1990; Cernach, 1996).

6.1.4 ldade Materna

Em diversos paises, tanto desenvolvidos como em desenvolvimento, numerosos
pesquisadores referem a idade materma como fator de risco importante na
mortalidade perinatal. Eles observaram coeficientes de mortalidade mais elevados nas
faixas etarias de gestantes com idade inferior a 20 anos e superior a 35 anos (Laurenti ef
al, 1975; Victora et al, 1982; Omene ef al, 1984, Barros et al, 1984; Laurenti & Buchala,
1985; Nazer et al, 1989; Dollfus et al, 1990; Gadow et al, 1991; Hassold, 1995,
Hofvendahi, 1995, Griffin et al, 1996, Cemach, 1996; Richardus et al, 1997, Gomes &
Santo, 1997; Maia, 1997; Menezes ef al, 1998, Betiol et a/, 1998, Caron et af, 1999).
Segundo esses autores, as duas faixas etarias extremas concentram uma maior
incidéncia de aberragbes cromossomicas, especialmente as aneuploidias (basicamente
as trissomias autossomicas), e inclusive de perdas gestacionais (abortamentos e obitos
perinatais) por outras causas, tais como: prematuridade e condicbes correlatas, peso
muito baixo ao nascimento, doen¢as matermas agudas e/ou crénicas, taxa aumentada
de gemelaridade, alta paridade e baixas condigcdes soécio-economicas e culturais da
gestante e familia.

Observou-se, na amostra total, que 80,6% das gestantes apresentaram idade
igual ou inferior a 30 anos, sendo que 21,4% dos 6bitos perinatais ocorreu em gestantes
na faixa etaria inferior a 20 anos. Nesse U(itimo grupo encontrou-se dois casos de
anomalias cromossdémicas ( o n°. 19 e o n°. 102) ambos com trissomia 18; as demais
causas de obitc foram: oito casos de malformacbes graves, cinco casos de
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prematuridade e condicbes correlatas, trés de gemelaridade, um de edema pulmenar
agudo e um de infecgdo intra-uterina. No grupo de gestantes com mais de 35 anos, os
Obitos perinatais corresponderam a 7,8% do totat e encontrou-se também trés casos de
recém-nascidos citogeneticamente anormais: os casos de n°. 33, 35 e 109, todos com
trissomia 18. Os demais 6bitos nesse grupo ocorreram devido a malformagbes graves
(dois casos), prematuridade, andxia, infecgdo intra-uterina e causa indeterminada com
um caso cada.

O maior indice de mortalidade no presente trabatho foi detectado na faixa etaria
de 21 a 30 anos (59,2%), onde foram encontrados trés casos de aberragdo
cromossdmica (n°. 10 e n°. 60 — trissomia 21; n°. 110 trissomia 18); os demais oObitos
ocorreram devido as causas ja citadas, principaimente a malformactes congénitas
graves afetando sistema nervoso, cardiovascular e renal, prematuridade e condi¢cbes
corretatas (baixo peso, “distress” respiratério, entre outras).

6.1.5 Causas de Obito

A analise dos dados da tabela 5.5 evidencia as malformacdes congénitas (54,4%
- sendo de 50% entre os natimortos e 55,5% entre os &bitos neonatais) como a principal
causa de abito perinatal na populagdo estudada, especiaimente as que afetam o sistema
nervoso central (principaimente defeitos de fechamento do tubo neural), o sistema
digestivo (onfalocele, gastrosquise, hémia diafragmatica), o sistema urinario (agenesia
renal, rins policisticos, hidronefrose), as cardiopatias, o sistema respiratorio (agenesia e
hipoplasia pulmonar) e as malformacdes multiplas, em particular, aquelas tipicas das
sindromes de Edwards e Down.

Em estudos mais antigos realizados nos paises desenvolvidos, as taxas de
malformacgbes congénitas situam-se em torno de 20 a 30% entre os ébitos perinatais,
(MaciLwaine ef al, 1979 — 26%, Mutch ef al, 1976 — 34%,; Young & Clarke, 1987 — 13,6%
[excluidos os defeitos de fechamento do tubo neural]; Dollfus ef al, 1990 — 17,4%). Com
a crescente melhoria nos servicos de saude desses paises, principaimente, quanto aos
cuidados pré e perinatais, houve um declinio acentuado na mortalidade perinatal e isso
deve-se & reducdo do numero de casos de obito por prematuridade e doencas
infecciosas (Kalter, 1991). Em contrapartida, as taxas de ébitos perinatais causados por
malformacdes congénitas nao tém diminuido substanciaimente, pelo contrario, tendem a
tornar-se relativamente mais importantes, 4 medida que vao sendo controladas outras
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causas de mortalidade perinatal passiveis de prevencéo. Galan-Roosen et af (1998) em
estudo prospectivo na Holanda, sobre a contribuicdo das malformagbes congénitas na
moralidade perinatal, detectou uma incidéncia geral de 33% de malformagbes
congénitas no grupo de obitos perinatais; malformagdes congénitas letais foram
encontradas em 51% dos casos de natimorios e em 70% dos casos de Obitos neonatais.
Malformacdes congénitas afetando o sistema nervoso central foram mais
freqgiientes entre os natimortos (45%), e, os defeitos cardiovasculares e pulmonares
foram mais freqiientes entre os Obitos neonatais (27% e 33% respectivamente).

Nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, € mesmo em estudos
nacionais, essas taxas de malformacdes congénitas, em geral, sGo mais baixas,
variando de 2 a 6% entre os natimortos e de 6 a 15% entre os 6bitos neonatais (Laurenti
et al, 1975; Saad, 1986; Zucoloto et a/, 1988; Brenelli, 1989; Brenelli et al, 1992).
Cemach (1996), pesquisando anomalias congénitas € mortalidade perinatal em dois
hospitais na cidade de S&o Paulo, encontrou valores em tomo de 8% entre os natimortos
e uma freqiiéncia mais elevada entre os 6bitos neonatais ~ 19,6%. Gomes & Santo
(1997) detectaram uma freqiéncia geral de 23% de anomalias congénitas em uma
amostra de dbitas perinatais em Presidente Prudente (SP).

Como se pode verificar, na presente casuistica, houve um viés, nao intencional,
visto que a maior parte das coletas de sangue foram feitas por médicos do servico de
Neonatologia. Embora houvesse sido feita uma solicitac@o insistente de coleta de
sangue aleatéria de todos os Obitos perinatais (fossem eles malformados ou nao),
infelizmente houve um direcionamento tendencioso na coleta de amostras de sangue
dos malformados. Como a grande maioria das amostras consistiu em sangue de
puncdo cardiaca (85) tivemos esse viés. Quanto & coleta de amostras de pele e
cartilagem (26 e 31 respectivamente), foi realizada de forma totaimente aleatéria peia
autora, ndo havendo tendenciosidade na coleta de material para as culturas celulares de
longa duracdo. Outro dado que convém lembrar € que o CAISM-UNICAMP, por ser um
hospital de referéncia na regido, drena muitos casos de malformagdes congénitas
detectados em exames pré-natais de gestacdes que estavam sendo acompanhadas em
outros centros.

A segunda causa mais freqlente de obito perinatal na amostra total foi
prematuridade (14,6%) seguida por doencas maternas (7,8%) e anoxia (6,8%). Juntas,
essas trés causas foram responsaveis por 30% dos oObitos perinatais ocomdos no
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periodo do estudo. Entre os estudos nacionais destacamos os realizados na UNICAMP
por Brenelli et af (1992) que encontrou como principais causas de obito pernatal: a
asfixia (27,5%), membrana hialina (19,8%) e infecgdes (18,7%). Cemach (1996)
detectou em seu trabalho a prematuridade como causa primeira de 6bitos perinatais
(50,5%) seguida por asfixia (31,3%) e infecgdo (3,6%). Em paises desenvolvidos, a
prematuridade constitui uma causa de Obito perinatal importante, cuja freqiéncia é
variavel, situando-se, em geral, entre 20 — 30% (Dollfus et a/, 1990; Coard et al, 1991),
pode, no entanto, alcancar valores mais baixos (Galan-Roosen ef al, 1998 — 7%).

A prematuridade, a segunda causa mais importante de obitos perinatais em
nossa amostra (14,6%), pode ser um bom indicativo da deterioragdo das condicOes
socio-econdmicas das gestantes atendidas pelo CAISM-UNICAMP; ultimamente toma-
se cada vez mais evidente o aumento crescente das desigualdades sociais, mais
marcantes no atual momento sécio-econdmico-politico do pais.

Quanto aos 6bitos por anodxia (6,8%), a taxa € considerada semelhante aquelas
encontradas em paises desenvolvidos, onde os dbitos por asfixia apresentam taxas
inferiores a 10%. De Wals et a/ (1989) detectaram, na Bélgica, essa causa de Obito
perinatal em 6,2% dos casos estudados; Dolifus et al (1990) nos USA encontrou 3,4% €
Galan-Roosen ef al (1998) em 7,8%.

Como causas de 6bito menos freqlientes tivemos: isoimunizagdo (3,8%), doenca
da membrana hialina (1,9%), tocotraumatismo (1%} e os de causa indeterminada (3,8%).
Consideramos que os oObitos por iscimunizagdo poderiam ter sido evitados com
medidas de prevencdo adequadas e utilizadas oportunamente; os casos de membrana
hialina (2) e tocotraumatismo (1) registrados sao insuficientes para serem relacionados a
qualidade da assisténcia perinatal. Nos quatro casos de “causa de 6bito indeterminada”
a auséncia de exame necroscopico e/ou clinico e os registros de dados nos prontuarios
clinicos insuficientes néo permitiram o diagnéstico da causa primaria do 6bito. Quanto a
gemelaridade, houve seis casos de nascimentos de gemelares, em um caso verificou-se
como causa mortis a sindrome de Stuck—Twin; nos demais, o 6bito foi associado a
prematuridade e/ou malformacdes, e um caso devido a doenga matema aguda

(pneumonia).
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6.1.6 Paridade

Diversos ftrabalhos relataram a correlagdo entre paridade, ocorréncia de
malformacbes congénitas e perdas gestacionais (Granadillc et al, 1981; Cifuentes et a/,
1989; Menezes ef al/, 1998). Qutros autores, porém, relacionaram esses fatos com idade
materna avangada (Nazer et al, 1978; Bugnon et al, 1980, Caron et al, 1999}, Nazer et a/
(1978) observaram ainda que as malformagbes congénitas correlacionam-se mais
freqiientemente a casos de subfertiidade matema e concluiram que maes de criancas
maiformadas eram, em geral, multiparas e que o intervalo de tempo entre o ultimo
nativive e o filho malformado era maior devido a uma maior dificuldade de conceber e a
um maior nimero de perdas gestacionais prévias (Nazer ef al, 1975, Matsunaga &
Shiota, 1980). Qutros autores descreveram a associacao entre paridade e alguns tipos
especificos de defeitos congénitos estruturais; segundo eles, os defeitos de fechamento
de tubo neural seriam mais frequentes nas primiparas, enquanto que, entre as
multiparas seriam as cardiopatias (Anderson etf al, 1958; Bugnon et af, 1980).

No presente estudo, verificou-se gque a maior frequéncia, tanto entre os
natimortos entre os ébitos neonatais, ocorreu na categoria das primiparas; a partir dai,
houve um decréscimo de freqiléncias a medida que aumentou o n(mero de gestagGes
prévias.

Outros trabalhos também observaram uma maior freqiiéncia de ébitos perinatais
entre as primigestas; Tovar ef al (1988), em pesquisa sobre obitos intra-uterinos
demonstraram que 62% de natimortos de sua amostra eram de maes primiparas, e,
Gadow et al (1991), relataram também que entre as primiparas, 0 namero de natimortos
e mais elevado, declina nas secundiparas, e, nas categorias hierarquizadas
subseqiientes, volta a eievar-se a frequéncia a medida em que aumenta o numero de
gestacdes anteriores.

Observou-se ainda que as malformacOes afetando o sistema nervoso central
distribuiram-se de modo equivalente entre primiparas e multiparas, bem como, as que
afetam o sistema cardiovascular, digestivo, genito-urinario e as malformagdes muttiptas.
Em relacdo a outras causas de ébito nao verficamos diferengas importantes entre
primiparas € multiparas.
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6.2 Técnicas de cultivo celular

O estudo citogenético em tecidos de natimortos e obitos neonatais propde, em geral, um
problema sério ao citogeneticista: a escolha do tecido fetal mais adequado a investigagdo de
anomalias cromossémicas, especiaimente quando se trata de fetos macerados.

Varios tecidos humanos tém sido utilizados com esse objetivo, apresentando, no
entanto, diferentes taxas de sucesso. Estudos citogenéticos a partir de cartilagem humana ja
haviam sido descrito anteriormente em natimortos e 6bitos neonatais. Chen ef al (1980)
obtiveram preparactes cromossOmicas de excelente qualidade a partir de cartilagem humana
de um paciente com a sindrome de Majewsky (displasia esquelética caracterizada por costelas
curtas e polidactilia). Esses autores utilizaram uma técnica de explante, no qual necessitavam
de uma ou duas subculturas até obter um bom indice mitético para analise cromossémica e
sugeriram que cartilagem poderia ser uma boa opgac na escolha de tecido pés-morte para
cuituras cromossomicas, uma vez que, os condrécitos permanecem viaveis por um longo tempo
apos a morte.

Urioste (1993) sugeriu que culturas de cartilagem, utilizando-se o método de dissociacéo
celular pela colagenase baseado em Gray & Gollin (1987), ndo necessitariam de subculturas, e
que rapidamente permitiriam a obtengdo de bons resultados citogenéticos: cariétipos de casos
nos quais as culturas de outros tecidos do mesmo paciente tratados com métodos diferentes
ndo obtiveram sucesso. No trabatho de Urioste (1993), a taxa de sucesso com as culturas de
cartilagem foi de 62,5% no grupo de natimortos e 100% no grupo de obitos necnatais.

Em trabalho mais recente realizado por Gelman-Kohan et al (1996}, foram comparadas
as taxas de sucesso de cultivo celular entre diferentes tecidos de diferentes produtos de perdas
gestacionais. Os resultados desse trabalho mostraram os seguintes indices de sucesso:
cartilagem de obitos fetais intra-uterinos — 33,3%; tecidos de abortos espontaneos — 37,5% e
rmaterial de aborto eletivo — 87,5%.

O presente estudo, utilizando técnica de Urioste (1993) modificada, demonstrou que
condrocitos obtidos a partir de cartilagem da epifise femural ou tibial ou da jungéo condrocostal
de natimorios e Obitos neonatais podem crescer bem em cultura, que a analise
cromossdmica é possivel. A técnica é relativamente simples e preparagbes cromossdmicas de
boa qualidade podem ser obtidas (Fig. 1 e 2). O intervalo de tempo entre o inicio e o término
das culturas foi, em meédia, de 21 dias.
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A taxa de sucesso das culturas de cartilagem dos natimortos nesse trabalho (28,6%),
considerada relativamente baixa, pode ser atribuida ac tempo muito longo, transcorrido entre o
ébito intra-uterino e 0 nascimento, o que dificultou a obtencéo de amostras de cartilagem com
células viaveis. Verificou-se nos prontuérios hospitalares e fichas clinicas dos natimortos e suas
méaes, que esse tempo foi em média de cinco dias e, em alguns casos, igual a nove dias, o que
acarretou intensa maceragéo e autdlise dos tecidos fetais. Utilizando cartilagem dos obitos
neonatais, no entanto, a taxa de sucesso das culturas (70,6%) foi comparavel as de pele
(81.2%) e sangue (61,9%).

Concluiu-se nesse estudo que, efetivamente, a cartilagem néo se revelou o tecido ideal
para o estudo citogenético de fetos macerados, uma vez que nao obtivemos crescimento
positivo em nenhum caso desses devido a exirema maceracdo, autdlise dos tecidos fetais e
viabilidade celular muito baixa ou nula. Entretanto, podemos considerar a cultura de cartilagem,
uma técnica complementar de andlise cromossdmica, particularmente, quando niac ha outros
tecidos disponiveis, e mesmo nos casos de maceracio fetal leve a moderada, em que nio
tenha ocorrido ainda autédlise dos tecidos.

Culturas de condrécitos epifisais de fetos humanos também tém sido utilizadas em
investigacdes moleculares de diversos tipos de displasias esqueléticas letais como, por
exemplo, a displasia tanatoférica (Brenner et al, 1996), nos estudos de expressio génica
cartilagem-especifica, de mutacdes nos genes que codificam os componentes da matriz
extracelular cartilagem-especificos, a estrutura e a fungcio da cartilagem (Reginato et al, 1994,
Muir, 1995).

6.3 Fregiiéncias e tipos de aberragbées cromossémicas entre os recém-nascidos que
evoluiram para 6bito no periodo perinatal.

No grupo de fetos macerados (Gbitos intra-Utero) de quatro casos estudados
citogeneticamente, trés casos (75%) apresentaram anomalias cromossdmicas (sindrome de
Edwards).

Entre os ébitos pds-natais (até 28 dias ap6s o nascimento), 57 casos foram analisados
citogeneticamente e encontrou-se cinco deles portadores de aberragbes cromossomicas, dois
com trissomia do 21 e trés com trissomia do 18.

Dentre os cinco natimortos malformados e cariotipados, trés (60%), apreseniavam
anomalias cromossoémicas, enquanto que, entre os 6bitos neonatais, dos 36 casos cariotipados,
cinco (13,9%) deles tinham aberracdo cromossdmica. Observa-se, entdo, que entre os recém-
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nascidos malformados com cariétipo conhecido, a fregiéncia de aberragdo cromossdmica entre
os natimortos é cerca de quatro vezes maior do que entre os dbitos neonatais.

Considerando-se os ébitos perinatais prematuros (com idade gestacional inferior ou
igual a 37 semanas) encontramos entre os natimortos 25% de portadores de caridtipos
anomais e entre os ébitos neonatais 10,4%.

A frequéncia de anomalias cromossémicas detectada na populagdo de fetos
malformados foi de 17,1%, e entre os nao-malformados foi de 3,1%, enquanto que na casuistica
total foi de 11%, ou seja, oito casos sendo trés natimortos. O exame citogenético foi realizado
com sucesso em 70,9% do total de casos. A primeira vista, essa freqiiéncia de 11% parece ser
elevada, se comparada aquelas encontradas em frabalhos classicos mais antigos da literatura,
onde situa-se em tomno de 6% em populagdes de Obitos perinatais (Bauld ef al, 1974 e
Sutherland ef af, 1974 — 6,4%; Kuleshov, 1976 — 6,9%; Sutherland & Carter, 1983 — 6,7%;
Angeli et al, 1984 — 5,3%; Smith et a/, 1990 — 7,1%).

Trabalhos com amostras de maiformados mais recentemente publicados, relatam
freqliéncias um pouco mais elevadas (Wilson et af, 1992 - 23%, Cernach, 1996 — 16%;
Talabani et al, 1998 — 19%; Galan-Roosen et al, 1998 - 20%).

Os resultados do presente trabalho sdo, no entanto, justificaveis pelas seguintes razdes:

1) o CAISM — UNICAMP & um hospital de referéncia na regidc de Campinas — SP: para
ele s&0 drenados numerosos casos de malformagdes detectadas em gestagbes que estéo
sendo acompanhadas em outros centros;

2) em nossa casuistica tivemos um grande nimero de fetos malformados (54,4%)}),
devido, em parte, a uma coleta de material tendenciosa. Como nesse grupo, a incidéncia
de aberracOes cromossdmicas geralmente & mais alta do que entre os fetos fenotipicamente
normmais, esse fato certamente provocou uma elevagao dessa freqliéncia em nossa amostra.

Os defeitos congénitos mais freqientemente associados as cromossomopatias
detectados na populacdo em estudo foram: cardiopatias, hidrocefalia, anencefalia, hidropsia
fetal, hidronefrose, retardo de crescimento intra-uterino e outros achados associados
especificamente as sindromes de Edwards e de Down. Um caso de trissomia 18 apresentava
um defeito raro; agenesia de esterno com ectopia “cordis” {caso n°.110).

Os natimortos representaram 24,3% da casuistica (25/103) e anomalias cromossomicas
foram encontradas em trés deles correspondendo a 18,7% do total de casos de natimortos
estudados citogeneticamente. Desses trés casos, dois eram fetos macerados; em dois obteve-
se sucesso com cultura de linfécitos de sangue, e em um deles, a cultura de condrécitos ndo
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obteve crescimento positivo devido ao alto grau de maceracéo fetal ao nascimento e o caridtipo
ja havia sido determinado por cordocentese. Comparando-se os dados publicados na literatura,
observa-se que foram encontradas taxas de aberragbes cromossdmicas variando de 95 a
15,1% entre os natimortos macerados (Angell et al, 1984; Machen, 1974; Kuleshov, 1976;
Sutheriand & Carter, 1983; Cernach, 1996). Em todos os estudos com culturas de tecidos de
natimortos, as taxas de sucesso na obtengdo de resultados cariotipicos positivos s&o
considerados muito baixas situando-se ao redor de 18% (Machin, 1974; Angelt et al, 1984) e
isso deve-se a dificuldade de crescimento dos tecidos dos natimortos macerados. No presente
trabalho, essa taxa de sucesso no grupo dos natimortos macerados foi de 22%. Essas
diferencas nos resultados provavelmente refletem diferencas metodoldgicas laboratonais, ou,
até mesmo, na selecéo da amostra. Ressalte-se ainda que, Aymé ef al (1985}, recomendaram ¢
exame citogenético em todos os natimortos, e especiaimente nos macerados (Angell ef al,
1984; Urioste, 1993), uma vez que, o exame clinico pode ser prejudicado peio estado de
maceracéo fetal, a incidéncia de aberragdes cromossdmicas € mais elevada nesse grupo, €
ainda, um nimero razoavel de anomalias cromossdmicas pode nao se expressar como
malformagdes maiores, principalmente quando em mosaico (como, por exemplo, 0 casc n°.
102). Nas populagbes de Obitos perinatais, as aberragbes cromossémicas, categorizadas
como causas desses 6bitos, apresentam incidéncia bastante variada nos diversos estudos
publicados. Dessa forma, estudos mais antigos relatam frequéncias de 4 a 8% (Gustavson &
Jorulf, 1976: Kuleshov, 1976; Hassold et a/, 1980; Kaji et al, 1980; Kalter & Warkany, 1983,
Nicolaiades et al, 1992); outros autores, freqiéncias ao redor de 13 a 14% (Machin, 1974 e
1975; Pierquin ef al, 1985; Aymé et al, 1985). Trabalhos mais recentes, com populagbes de
obitos perinatais malformados, descrevem taxas um pouco mais elevadas, variando de 18 a
33% (Wilson ef al 1992; Cemach, 1996; Talabani ef al, 1998; Galan-Roosen et al, 1998).

Entre os ébitos neonatais portadores de malformacoes graves com cariétipo conhecido,
nossa taxa de aberracbes cromossdmicas foi de 17,1% (7/41), situando-se, portanto, dentro
dessa escala de variacoes encontrada na literatura.

A distribuicdo dos tipos de aberragGes cromossomicas esté em conformidade com o
esperado, isto é, os caridtipos anormais encontrados foram as trissomias (100%) e, dentre elas,
a trissomia 18 foi o achado mais fregilente (75%) seguida pela trissomia 21 (25%) (Tabela
5.11). A trissomia 18, também de acordo com o esperado (1 : 4, segundo Baty et al, 1994), foi
mais freqliente entre os recém-nascidos do sexo feminino, numa proporgéo de 1 : 5, na
trissomia 21, a razao de sexo encontrada foi 1 : 1, enquanto que, os dados da literatura indicam
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uma maior proporcdo esperada de propositos do sexo mascufino entre os portadores da
trissomia 21 (1, 21 : 1) (Huether, 1990).

Outros tipos de anomalias cromossdmicas, menos freqlientes e descritas na literatura,
ndo foram detectadas na presente casuistica, possivelmente, por ser ela relativamente
pequena, e a freqiiéncia das mesmas também ser baixa nas poputagdes de ébitos perinatais.
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CONCLUSOES

A andlise dos resultados do presente trabalho permitiram extrair as seguintes

conclusoes;

7.1

7.2
7.3

7.4

7.5

a cultura de cartilagem humana revelou-se ineficaz para estudos citogenéticos a
partir de tecidos fetais macerados. Por outro lado, a cultura de condrocitos pode ser
utiizada como método complementar quando outros tecidos fetais ndo estiverem
disponiveis, por razdes diversas, para o estudo cariotipico;

o tecido que apresentou melhores resultados foi a pele;

a freqiiéncia geral de aberragbes cromossdmicas foi de 11%, sendo de 18,7% entre
os natimortos e 8,8% entre os Obitos neonatais; 17,1% entre os recém-nascidos
matiformados e 3,1% entre os ndc malformados;

a alta fregiiéncia de aberragbes cromossdmicas nessa amostra foi considerada, ao
menos em parte, decorrente de um viés de amostragem - coleta de sangue
preferencial de fetos malformados;

a avaliagédo de alguns dados clinicos dessa amostra pemnitiu observar que a
presente populacao foi formada: predominantemente por fetos do sexo masculino,
porém com predominio do sexo feminino entre os fetos com caridtipos anormais; a
maioria dos fetos apresentava uma idade gestacional entre 28 e 35 semanas,
pesavam entre 500 e 1.500 g e 80% das idades maternas foram iguais ou inferiores
a 30 anos; 54,4% dos fetos dessa amostra eram portadores de defeitos congénitos,
e os principais defeitos estruturais acometiam os sisternas nervoso e urinario.
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ANEXO 1 — Resultados das Culturas e Analise Cromossémica dos Tecidos Cultivados

2 31 M NC NC N 46 XY
5A 40 M NC % N 46 XY
5B 40 M NC + N 46, XY
7mac 25 M NC NC N 46 XY
14 38 F + + N 46 XX
19 mac 29 F NC S 47 XX, +18
20 36 F + + N 46, XX
30 27 M + + N 46, XY
35 26 F - S 47 XX, +18
38mac 34 M NC N -

49 32 M NC S -

62 34 M NC S -
75mac 22 F NC N 46 XX
76 23 M NC + N 46 XY

F i 40 E NC S 46 XX
78 32 M NC* S -

79 25 M + + | NC S 486 XY
85mac 26 M NC N -
86mac 25 F NC NC N -

92 23 F + N 46,XX
95 mac 28 M NC* S -

102 mac 21 F + N 46 XX/47 XX, +18
103 40 M NC S 46 XY
106mac 34 M NC S =
108mac 24 M NC N -
Total 25
P.C.: puncéo cardiaca + : crescimento positivo

C.O.: cordocentese NC: crescimento negativo

S:sim NC*: crescimento negativo/contaminacéo

N: nao mac: macerados
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ANEXO 1 — Resultados das Culturas e Analise Cromossémica dos Tecidos Cultivados

Obitos Crescimento das culturas

neonatais Idade (dias) Sexo Malformado Resultado
(n°. caso)

1 2 M + S 46 XY
3 2 M NC N -

4 10 M NC + N 46 XY
6 ¥4 M + + S 48 XY
8 6 F NC + S 46 XX
10 12 F + + | NC S 47 XX, +21
11 22 M K S 46, XY
12 2 M + - N 46, XY
16 12 F + + S 46, XX
17 1 F + S 46 XX
18 1 M + - N 48 XY
22 1 F + - N 46, XX
23 6 F NC* NC* N -
24 8 F + + N 46, XX
25 22 M - + N 46 XY
26 4 F + E N 46 XX
27 1 F + F N 46 XX
28 1 F NC* NC* + S 46 XX
31 M + S 46 XY
32 3 M ¥ 8 46 XY
33 7 F + S 47 XX, +18
34 5 F + N 46 XX
36 5 F NC S -
37 27 F + S 46 XX
39 M + S 46 XY
40 1 F + N 46, XX
42 1 M NC N -
43 8 F NC S -
44 2 M NC N =
45 2 M NC N -
46 1 M + S 46, XY
47 14' M kS S 46, XY
48 3 M NC N -
50 6 M NC | #+ S 46 XY
51 1 M + N 46 XY
53 3 M NC S -
54 20' F + S 46 XX
55 1h M NC S -
56 1 M NC N -
57 15h F NC S -
58 1 F NC | + S 46, XX
59 1 F + N 46 XX
60 5 M NC | + S 47 XY, +21
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61 2 M NC S -
63 6 M + S 46 XY
64 16' M + N 46 XY
65 1h F + S 46 XX
66 8 M + N 46, XY
88 3 F + S 46, XX
68 3 F + S 46, XX
71 18 M + N 46 XY
72 5h M NC S -
73 gh F + 1+ S 46 XX
74 2h F NC NC| + S 46, XX
81 6h M + + S 46,XY
82 2 M + N 46 XY
83 17 M + S 46, XY
84 8 M + S 46 XY
88 7h M + S 456 XY
89 7h F NC S -
S0 1 F + S 46 XX
91 10 F NC | + N 46 XX
93 5 F + N 46,XX
94 6 M NC* N -
96 1 M NC* S -
97 14 F NC* N -
98 3 F + N 46, XX
99 1h M + S 46 XY
100 8h M + S 46 XY
101 3h M + N 46 XY
104 NC N -
105 1h F + N 48, XX
107 20" M + N -
109 15h F + S 47 XX +18/48 XX +18,+mar
110 30 M + S 47 XY, +18
111 5] F + S 46 XX
112 1 M + S 46, XY
Total 78
P.C.: puncao cardiaca + : crescimento positivo

C.O.: cordocentese NC : crescimento negativo

S: sim
N: nédo

NC*:

crescimento negativo/contaminacéo
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FIGURA 1: Fotomicrografia de metafase obtida por cultivo de condrécitos humanos.
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FIGURA 2: Caridtipo montado a partir de uma metafase obtida por cultivo de condrdcitos
humanos — paciente de numero 6.
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