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1 INTRODUCAO

A citogenética clinica é a ciéncia que se dedica ao estudo da estrutura dos
cromossomos e do padrédo de herdabilidade estabelecido nos diversos contextos
fisiologicos e patologicos, relacionando-lhes com a aplicagdo na pratica médica.
Alteragbes cromossOmicas (numéricas ou estruturais) estao relacionadas com atraso
no desenvolvimento fisico e mental e transtornos morfofuncionais em variados
sistemas e 6rgaos (MALUG; RIEGEL, 2009). Estima-se que as cromossomopatias
representem, no mundo, a causa de 50% dos abortos espontaneos, 6% do numero
de casos de natimortos e 1% do numero de ocorréncias de nascidos vivos
malformados (Bastos et al., 2014). Apresentam-se, assim, como uma das mais
representativas anomalias no grupo das doengas genéticas. Entretanto, a area
profissional de Genética Médica publica no Brasil apresenta diversos obstaculos
para uma implantacéo integral de planos de intervengédo ou estudos populacionais.
Destaca-se, nesse contexto, a falta de profissionais especializados na ciéncia. Além
da falta de recursos humanos, é também limitado o niumero de centros fornecedores
de exames diagndsticos no campo da Genética Clinica, como o cariétipo. Agrava a
situacdo o desconhecimento da populacdo em relacdo aos padroes de
herdabilidade, verificando-se, no nucleo familiar com membros portadores de
anomalias genéticas, a decisdo de néo ter mais filhos ou aumento da recorréncia
dos casos. Torna-se, entdo, essencial, 0 acompanhamento de tais casos através do
Aconselhamento Genético. De acordo com o Ministério da Saude, qualquer

profissional da area de saude habilitado pode realizar o aconselhamento genético



(BRASIL, 2004). Dessa maneira, o Projeto de Pesquisa “Analise investigativa de
cromossomopatias numéricas e seus mecanismos de heranca’ dedica-se a
interacdo entre a Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana e a Triplice
Fronteira na esfera da prestagdo de servicos de diagndstico em Genética Clinica,
inexistentes na regido, de maneira a concentrar o estudo epidemioldgico das
cromossomopatias numéricas relacionadas a drea cientifica. Assim, sdo objetivos
especificos: investigar os padrées de herdabilidade das doencas genéticas humanas
de modo a inferir se as mesmas referem-se a alteragbes cromossémicas, erros na
gametogénese dos pais ou heranga multifatorial por meio do exame de cariotipo;
buscar a implantagdo de técnicas moleculares investigativas relacionadas ao
diagndstico de anomalias genéticas de ordem molecular; gerar conhecimento e
estabelecer metodologias que possam ser utilizadas no diagndstico de doencas
hereditarias; e auxiliar na identificacdo de individuos assintomaticos portadores de

mutag¢des génicas ou cromossdmicas.

2 METODOLOGIA

O publico alvo é composto por portadores sintomaticos e assintomaticos
suspeitos para cromossomopatias encaminhados pelos profissionais da rede publica
de saude e educagdo em diversos contextos, bem como seus familiares, casais
acometidos por abortos espontdneos e gestantes com fetos suspeitos de
cromossomopatias. Inicialmente, realiza-se anamnese com o indice e familiares para
investigacao clinica do caso. Apds concordancia, os participantes s&do submetidos a
coleta de sangue periférico. Sao coletados 3 a 5 ml de sangue periférico em frasco
vacutainer heparinizado. O processo de sedimentagao € seguido por coleta de cerca
de 1 ml do plasma sobrenadante ao hematdcrito, que é recolhido e transferido ao
meio de cultura préprio para linfdcitos, submetido a incubagado em estufa a 37°C por
71 horas. Em seguida, sdo adicionados 100 microlitros de colchicina, com posterior
nova submisséo a estufa por 50 min. Finalizado o processo, o material € submetido
a centrifugacdo a 800 rotagbes por minuto (rpm) por 8 minutos. Descarta-se o
sobrenadante, sendo deixado aproximadamente 1,5 ml no frasco. Sao adicionados 7
ml de solugao hipotonica de KCI (0,075M). Novamente, o material é levado a estufa
a 37 °C por 35 minutos. Posteriormente, centrifuga-se o material a 800 rpm por 8
minutos. O sobrenadante é descartado e adiciona-se 6 ml de fixador Carnoy

(metanol: acido acético, 3:1) ao frasco. Apds homogeneizagdo, a mistura é



novamente submetida a centrifugacao sob os pardmetros anteriores. Esse processo
e repetido mais duas vezes. Finalmente, o sobrenadante é descartado, restando no
frasco aproximadamente 0,5 ml. Adiciona-se 1,5 ml de fixador Carnoy e
homogeneiza-se o conteudo. O material é entdo transferido para um tubo eppendorf
e submetido a refrigeracdo a -10°C. Esse material é utilizado para observacao
microscopica através da coloracdo por Giemsa, com posterior montagem de
caridtipo. Nos casos cabiveis, é possivel a realizagdo de bandeamento. Neste
processo, as laminas sdo tratadas com tripsina 0,025% em tamp&o fosfato pH 6,8
por 30 a 60 segundos, com posterior lavagem em agua destilada e aplicagdo de
coloragdo Giemsa, possibilitando a visualizagdo das bandas G. Todo o processo &
realizado preferencialmente no complexo de laboratdrios da Universidade Federal da
Integracéo Latino-Americana, campus Jardim Universitario. Naqueles casos em que
as anomalias sdo detectadas ao nascimento, opta-se pela coleta de sangue de
corddo umbilical imediatamente no parto, seguindo os mesmos procedimentos

citados acima.

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

O cromossomo é uma estrutura complexa, formada de DNA, RNA e proteinas,
e que contém os genes dos organismos. Na espécie humana, 0os cromossomos
apresentam-se aos pares, compondo 22 pares autossémicos e 1 par de
cromossomos sexuais, totalizando 46 cromossomos. Na interfase, os cromossomos
apresentam-se na forma de cromatina, que, ao microscopio, pode ser visualizada na
forma de eucromatina ou heterocromatina. Para a visualizagdo dos cromossomos,
estabelece-se como momento ideal o da metafase (MALUF; RIEGEL, 2009). Os
individuos com 46 cromossomos sao considerados euploides. Em relacdo as
alteracées numeéricas, os individuos podem ser poliploides (possuem numero de
cromossomos multiplos de 23, condigdo incompativel com a vida), aneuploides
(possuem constituicdo cromossémica com ganho ou perda de cromossomos, nao
multiplo de 23, sendo que, em algumas condigdes, pode ser compativel com a vida)
e mosaicos (que possuem diferentes conjuntos cromossémicos em linhagens
celulares variadas) (MALUF; RIEGEL, 2009). Com relagédo as alteragées numéricas,
registra-se que aquelas relacionadas aos cromossomos autossémicos tendem a ser

mais graves e, na maioria das vezes, incompativeis com a vida. Além de alteracoes



numeéricas, 0s cromossomos também podem apresentar alteragées estruturais.
(MALUF; RIEGEL, 2009).

4 RESULTADOS

A andlise do caso 1 ndo verificou alguma alteracdo numérica em 10 células
analisadas de cada individuo. Na analise do caso 2, verificou-se caridtipo 47, XY em
13 laminas analisadas, com trissomia do cromossomo 13, caracterizando a sindrome
de Patau. Na analise do caso 3, foram analisadas 10 células da mulher, todas com
contagem normal de cromossomos. Os casos 3-7 foram analisados a fim de servir
como controle para criagcdo de protocolo de novos reagentes, sendo, porém,
inconclusivos por problemas préprios da preparagao. A paciente do caso 8 apresenta
fendtipo tipico de X0 (Sindrome de Turner) e o caridtipo ainda estd em andlise.
Foram coletadas amostras de sangue periférico de 1 paciente com miodistrofia a
esclarecer, bem como de 4 de seus familiares. Apenas as laminas de um individuo
(rma do paciente) tiveram metafases visualizaveis, com caridtipo 46, XX sem
alteracdes estruturais. O caso 9 estd sendo estudado através de técnica de

bandeamento G.

5 CONCLUSOES

O projeto contemplou seus objetivos por explicar como as alteragbes
cromossémicas dos pais podem inferir em diferentes padrées de herdabilidade dos
filhos, ou na incapacidade da geragdo de uma prole. Além disso, possibilitou a
integracdo do conhecimento tedrico adquirido em sala de aula nos diferentes
modulos do curso de medicina e a pratica no campo da Genética, a andlise dos
resultados e a coleta da histéria clinica. Tratando-se de um projeto a ser continuado,

espera-se aumentar o numero de casos estudados.
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