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Resumo

As anormalidades cromossdmicas, clinicamente significativas,eota@m cerca de 1% das
criancas nascidas vivas. Esse projeto objetivou oferecer aos pa@émtefamiliares, da
comunidade abrangida pela Universidade Estadual de Maringa, o0 estudendditoy
(cariétipo) para confirmacdo ou exclusdo diagndstica de anomabasossémicas e o
respectivo aconselhamento genético e; oportunizar aos académicopades a vivéncia na
area. Em oitos anos foram realizados 361 estudos citogenéticos; se®do48o cariotipos
normais. Ja em 38,6% (139) os exames cariotipicos mostraramc@@dtereDentre as
alteracdes, a primeira causa com 64% (89), foi a sindrome de D@sgulada causa foi a
sindrome do cromossomo X fragil com 10,1% (14), a terceira foi a siadteriturner com
6,5% (9) e nos 19,4% (27) das anomalias restantes constituiram-se @diaaomméricas,
estruturais e mistas (numéricas e estruturais). Permitiu sendelvimento de duas
monografias de bacharelado e sete projetos de iniciacdo cienti$isian, conclui-se que o
atendimento a comunidade, disponibilizando o exame citogenético, integradodtionca e;
a informagé&o aos pacientes e familiares; bem como o aprendizadadéonéco e a coleta de
dados para a realizacdo de projetos de iniciacdo a pesquisaj ptexamente os objetivos
desse projeto.
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Introducéo e objetivo

Extensao resulta da integracao das atividades de ensino e pesguisa énstituicdo
Universitaria. Uma area que na Universidade Estadual de Maringdi pssa caracteristica é
o da Citogenética Clinica.

Aproximadamente 3% das gestacfes resultam no nascimento de antga @dm
doenca genética significativa ou defeito de nascenca capaz de @aceggacidades,
deficiéncia mental ou morte precoce. Estima-se que 42% das dausestalidade infantil e
10% das causas de internacfes hospitalares de adultos séo de etiologia genética.

As doencas geneticamente determinadas sdo classificadas ésmcatregorias
principais: cromoss6micas, monogénicas e multifatoriais, embora, dd8sas, duas outras
categorias, atualmente devem ser consideradas, as de origednadtis e do distlrbio das
células sométicas (cancer).



A citogenética clinica € o estudo dos cromossomos, de sua estrigusaheranca
aplicada a pratica da genética meédica. A maior parte dos distUdsomossémicos
caracteriza-se por atraso do desenvolvimento, fisico e mentalgeralnvarias anomalias de
face, membros, sistemas e Orgdos. As anormalidades cromossoOrlioa&ssmente
significativas, ocorrem em cerca de 1% das criancas nascidasevcorrespondem a 1% das
admissfes hospitalares pediatricas e; 2,5% das mortes na ininuianero aumentado ou
diminuido, do nimero normal de cromossomos de uma célula, ou mesmo anomalies e
estruturas, frequientemente sdo incompativeis com a vida, ocorrendccernadde 7% a 8%
das fecundacfes. As anomalias cromossdmicas numéricas dos autossrneas @m cerca
de 1 em 700 nativivos, as que envolvem 0S cromossomos sexuais em homens &es 360
gue envolvem os cromossomos sexuais em mulheres 1 em 580. As anoinatiasissestao
presentes em cerca de 1 em 375 neonatos; resultam de quebra crocapsséguida de
reconstituicdo, que pode ser balanceada, se tiverem o complemento dermmterial
cromossOmico ou, ndo balanceados, se houver material adicional ou ausente.

Dentre as anomalias de causas genéticas, a sindrome de Dowrgsomi#ido
cromossomo 21, é o disturbio cromossémico mais comum, mais conhecido e taroaésa
genética mais comumente encontrada de deficiéncia mental (DMyerada.
Aproximadamente 1/600 criancas nascem com sindrome de Down e suaciacaiénenta
entre os nativivos ou fetos de mées acima de 35 anos. Esta sindomecérréacia
esporadica na populacdo mundial e, geralmente, ndo se repete. Atuabstma-se que
existam, entre criancas e adultos, mais de 100 mil brasilerassindrome de Down. Na
maioria das vezes, a sindrome pode ser diagnosticada ao nascimego deplois por suas
caracteristicas dismorficas, que variam entre os pacientesapesar disso, produzem um
fendtipo distinto. Hipotonia neonatal e deficiéncia mental sdo os fpaordantes em
100% dos casos.

Outras caracteristicas podem estar presentes em proporc@eeisabaixa estatura,
diminuicdo do reflexo de Moro, braquicefalia, microcefalia discfatae de perfil achatado,
pescoco curto, fendas palpebrais obliquas, pavilhdes auriculares anoimatactilia,
displasia da pelve. Mudancas neuropatolégicas como nddulos neurofibrierea eneuronal
sdo encontradas nos cérebros de um grande nimero de pacientes com siaddome que
morrem apos os 35 anos de idade. Estes achados sugerem que as adeswmalidtalogicas
na sindrome podem ser conseqiéncia da falta de balanceamento entrenais genes no
cromossomo 21. A origem parental do cromossomo 21 extra e de outras ainesipjoe
resultam em sindromes trissémicas e o estadgio da meiose onde ac@o disjuncdo tém
sido extensivamente estudados nos ultimos anos. Estes estudos mogtraranorigem €
paterna em aproximadamente 5% dos casos e, portanto, na maiorieodpsa c&@® disjuncao
€ de origem materna, ocorrendo principalmente na primeira divisaicaei(Mustacchi,
2000).

A sindrome do cromossomo X-Fragil (Fraxa) ou de Martin-Bell (@r809550) é a
segunda causa genética mais frequente de DM afetando aproximaddm&r@.000 homens
e 4,1/10.000 mulheres (Sherman e col., 1984), sendo a primeira causa a sttedone.
Como € de heranca ligada ao X, ao contrario da sindrome de Down (d@onoadsela se
transmite nas familias. Em geral, essas familias possussnde um afetado por deficiéncia
mental, sendo as mulheres heterozigotas quem transmitem aos descendentes.

As caracteristicas mais notaveis dos homens afetados sé@o @ @&khacrorquidia
(volume testicular aumentado). O grau de DM é extremamentevefarillesmo entre
individuos de uma mesma familia. Existem afetados que apresersden@e profunda até
inteligéncia limitrofe, contudo, a DM grave parece ser o maggiénte, ocorrendo em 42%
dos homens afetados. Entre os homens afetados, o grau das funcbes eguitiptativa é
amplo, variando desde uma dificuldade de aprendizagem até um retardo mental profundo.



Muitos estudos demonstraram uma reducdo em QI dependente de idade® @sc
padrdes de comportamento adaptativo entre homens afetados, sugerindo yrepiatiro
no desenvolvimento de habilidades adaptativas e cognitivas. Mingroni-N&@®d) (cita
outras caracteristicas clinicas presentes em grande par@fedados pela sindrome: face
alongada e estreita, frontal alto e proeminente, porcdo medianaedhifaplasica, cristas
supra-orbitais proeminentes, orelhas grandes e em abano e palato alto.

Estima-se que 35% das mulheres heterozigotas quanto ao gene da siddrome
cromossomo X fragil ttm comprometimento mental, que é em gezabsrgrave que o dos
homens afetados (Sherman e col., 1984). O X fragil refere-se aanoadur citogenético
chamado de sitio fragil folato sensivel, localizado em Xq27.3, no quanzitna ndo se
condensa durante a mitose. Caracteriza-se por uma constricdo ecieruia quebras,
portanto, sitios frageis, no final do braco longo, aproximadamente nfadéetentre as duas
tltimas bandas. Esse distUrbio esta associado com a observacaeétitagee visualizacao
do cromossomo X ao microscopio 6ptico causado pela repeticdo, em nivallarpide uma
sequéncia CGG. A sindrome do X fragil contribui com 3% a 6% da @lefiei mental entre
0S meninos que tém uma historia familial positiva de deficiéneigtahe ndo tém defeitos de
nascimento (Nussbaum, Mcinnes, Willard, 2002).

Além dessas duas sindromes existem varias indicacfes clénieakevantariam a
possibilidade de uma anomalia cromossémica e, portanto, precisanudizsastogenéticos.
Essas incluem especialmente uma deficiéncia mental de inicpuberdade, amenorréia,
infertilidade ou genitalia ambigua.

As aneuploidias dos cromossomos X e Y sao relativamente comunaneramlias
dos cromossomos sexuais estdo entre os mais comuns de todos os diganéimes
humanos, com uma incidéncia geral de cerca de 1 em 400 a 500 nasci@erfa®tipos
associados a estes defeitos cromossémicos em geral sdo naessqgie agueles associados
aos disturbios autossémicos.

Ao contrario de outras aneuploidias de cromossomos sexuais, as mulberes
sindrome de Turner em geral podem ser identificadas ao nascimeamtesula puberdade
por suas caracteristicas fenotipicas distintas. A incidénciangdifo da sindrome de Turner
€ de cerca de 1 em 4000 nativivos femininos, embora nimeros maiseahasntsido
relatados em alguns levantamentos. A constituicdo cromossOmica im@ostante na
sindrome de Turner é 45,X, entretanto, cerca de 50% dos casos tenhamwasisnass do
cariétipo. As anomalias tipicas da sindrome de Turner incluem batatura, disgenesia
gonadal (em geral gbnadas em fita, refletindo a falha da manoitewgdana), face incomum
caracteristica, pescoco alado, linha baixa de implantacdo dos cabelgsem escudo com
mamilos muito espacados e uma freqiiéncia elevada de anomalias renais e calaliesasc

Essas foram as trés sindromes mais diagnosticadas no Laboda&d@ivogenética
Humana, onde sado atendidos pacientes encaminhados com suspeita diagi@stica
cromossomopatias.

Esse projeto objetivou, em oito anos, oferecer aos pacientes e/otartsnidda
comunidade abrangida pela Universidade Estadual de Maringa (Marhegéfe), o exame
de caridtipo (estudo citogenético) para confirmacédo ou exclusdo datasubpgnostica de
cromossomopatia bem como informagdes (aconselhamento genético) peneercao de
ocorréncia e/ou recorréncia de dessas anomalias. Objetivou, aindeerotere académicos
dos cursos Ciéncias Bioldgicas, Farmacia e Medicina, a vivénsigdaicas do estudo do
caribtipo, conhecimento dos quadros clinicos associados a distarbios cromossarais
frequientes bem como o desenvolvimento de monografias e projetos de iniciacao cientifica
Metodologia

Os pacientes sao encaminhados até o projeto pelas escolas gspedaitras,
neurologistas, psicologos, postos de saude e Hospital Universitario tdaicks. Esse



projeto € desenvolvido na Unidade de Aconselhamento Genético e Citogéhatieaa do
Departamento de Biologia Celular e Genética da UEM.

O atendimento consiste no exame de anamnese do paciente, incluindoxse quei
principal, histéria familial e dados clinicos. Apos o exame clinicmle ja se formula a
hipétese diagnostica; se de etiologia cromossémica ou ndo; colaegse ¥enoso periférico
para a realizacdo de cultura temporéaria de linfocitos para roeexie caridtipo. De cada
paciente, foram colhidos 10 ml de sangue venoso periférico, com heparina €@b0
Ul/ml), utilizando a técnica de Moorhead e col.(1960) modificada.

Foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 sem acido félico (ref. 27016 oibc
acrescido de soro fetal bovino (ref. 10 270-098-Gibco) na propor¢gdo de 15% e
fitohemaglutinina (ref. 10576-015-Gibco) na concentracdo de 4%. Para agag&stdo
cromossomo X fragil de cada paciente foram realizadas duasasuttumn diferentes sistemas
testes indutores de Frax, como a seguir: (I) Trimetroprimgm@iref. T-7883) na
concentracgdo final de 26 pg/ml e soro fetal bovino a 5%. (ll) FudRigbdeésoxiuridina -
Sigma ref. F-3503) na concentracdo final de 5X10-6M e soro fetal bovicmnoantracao de
15%. Ambos indutores foram adicionados 24 horas antes da coleta.A cadad @neib de
cultura foi adicionado 0,5 ml de plasma com linfécitos. A cultura fd@aeeiricubada por 72
horas em estufa a 37°C. Cinglenta minutos antes da coleta, acreseeb@pi-sde uma
solucdo de 4X10-5M de colchicina (Sigma ref. C-9754). Ao se completégermoras,
procedeu-se a coleta do material.

Para a hipotonizacdo foi utilizado uma solucdo 0,075M de KCI. A fixaméafeifa
com metanol e acido acético na proporcao, respectiva, de 3:1. Sobmiress lfavadas,
guardadas em agua destilada gelada foi pingado o materiatagersefoi feita ao ar. Para a
andlise cromossdmica foi utilizada a técnica de bandas GTChri@ed 971, com
modificacbes). Foram analisadas, de cada paciente, entre 11 e 1@3 céathfasicas.
Quando houve indicacéo para a pesquisa de FRAX pelo menos 50 célulag) erarms um
sistema teste, foram analisadas.

Resultados e discussao

No periodo de 01/05/1996 a 30/04/2004 foram realizados, no Departamento de
Biologia Celular e Genética da Universidade Estadual de MaBéfy@studos citogenéticos,
a Tabela mostra os resultados encontrados. Em 222 pacientes (61,4%l\l@slag se
mostraram normais, sendo 143 cariotipos que exibiram o cariotipo 46,X¥ar/€ariétipos
46,XX. Isto nao significa que se pode afastar anomalias genéticassepatistar que a causa
do quadro clinico encontrado ndo é decorrente de alteracdo cromossOémicagzumaee
doencas geneticamente determinadas s&o classificadas entateggrias principais:
cromossémicas, monogénicas e multifatoriais. Ja em 139 (38,6%) efarapsencontradas
alteracbes, o que significa que os respectivos quadros clinicos séiekes de alteracdes
cromossOmicas.

A primeira causa foi a trissomia do cromossomo 21 totalizando 89eexam64%,
sendo 52 meninos [47,XY,+21] e 35 meninas [47,XX,+21], além de dois meninos que
mostraram o cariotipo em mosaico [47,XY,+21/46,XY], isto € apresentardagem com 47
cromossomos e linhagem com 46.

A segunda causa, sem duavida, foi a alteracdo estrutural, decorrenteadéalha
estrutural no cromossomo X, devido a mutacao do gene FMR1, conhecida commsiddr
cromossomo X fragil ou FRAX, onde foi encontrada em 14 pacientes, sendusttados no
item Frax (Tabela), além de um incluido em anomalias mistasgjawque exibiu ao mesmo
tempo erro numérico e estrutural: cariétipo em que a paciente @silsindromes de Down e
FRAX [47,X,fra(X)(q27.3)+21]. Assim o Frax perfez 10,1% de todas os m®gue se



mostraram alterados. A sindrome do Frax tem uma prevaléncia d@3.®a 100.000 na
populacdo masculina e a metade disto na populacao geral feminina.

A sindrome do X fragil contribui com 3% a 6% da deficiéncia meemdte os
meninos que tém uma histéria familial positiva de deficiéncia ahenhdo tém defeitos de
nascimento (Nussbaum, Mclnnes, Willard, 2002). Assim ao contrario da sandemown
gue nao se transmite na familia, a sindrome do FRAX pode ser itirdagmelas mulheres,
levando ao surgimento de casos de DM nessas familias. Assimjl@ faue receber essa
informacg&o poderd planejar suas gestacfes sabendo dos riscos quetooragrtio decisdes
reprodutivas pensadas e; hoje ainda esta disponivel o diagnostico paesssal anomalias,
que poderao ser detectadas a partir Useana de gestacio.

A terceira causa de anomalia cromossbmica foi a sindrome der Temde a
constituicdo mais importante é 45,X, onde foram encontrados 3 caridtigestiges Além
desses, mais 6 outras variacdes estruturais do cariotipo 45,X, quealewadnome de Turner
por envolverem alteragcdes no cromossomo X, totalizando 9 (6,5%), foram adosntA
identificacdo da constituicdo cromossémica € clinicamente sigtivg; por exemplo, as
pacientes que exibiram cariétipo 46,X,i(Xq) sdo similares as miasie45,X, enquanto
pacientes com delecdo do Xp tém baixa estatura e malformagpdgdnitas e aquela com
delecdo de Xqg, em geral, ttm apenas disfuncdo gonadal;, permitindentagio clinica
adequada em cada caribtipo. Esses 6 cariotipos variantes de sindromenee (ndo
especificados na Tabela), estdo incluidos entre os tipos de resmdioj balanceados (2) e
mistos (4). Nos outros 27 (19,4%) caridtipos foram encontradas anomali@&gicasme
rearranjos balanceados e/ou ndo balanceados; bem como, a combinacamsiestsims,
onde foram encontradas alteracbes numéricas e estruturaisefec@ds cromossdmicas
contribuem em grande proporgéo de todas as perdas reprodutivas, malfercoag@Emitas e
deficiéncia mental.

Assim; a citogenética clinica € um procedimento diagndsticoveadiamais importante
em varias areas da medicina clinica, sendo o impacto clinicaat, morme. Quando um
diagnostico é firmado ele pode esclarecer aos pais, tranquilizars damiliares ao ser
explicado seus modos de transmissdo. Permite ainda que decisdes ikgrsdjgm tomadas
com o diagnéstico de certeza.

Somente uma minoria, de pacientes com doencas genéticas, € vigengtizistas
médicos. Outros especialistas, disponibilizam tratamento adequado céastgsa mas ndo
estdo preparados para as nuances do diagnostico genético ou paranigarfamilia e os
riscos reprodutivos (Penchaszadeh e col., 1998).

Os laboratérios de diagnostico genético sdo essenciais para/igessde genética e
deveriam ser equipados para realizarem além de estudos citogenéts de genética
bioquimica e genética molecular.

No segundo ano, de existéncia desse Projeto, 0 mesmo foi analisadonqsath@ de
Ensino Pesquisa e Extensdo da Instituicdo, sendo aprovado como depesirasgrente na
Instituicdo. Esse projeto permitiu ainda a 21 académicos, sendo 10 dodeu&éncias
Bioldgicas; sete de Medicina e quatro de Farmécia a vivénaiandearea que nos cursos de
graduacéo € apenas teorica.

Para os académicos dos cursos de graduacdo em Ciéncias Bio®dteamacia
especialmente importante foram as técnicas laboratoriais tdgemética; e para 0s
académicos de Medicina, especialmente importante foi o conhecimenjoattr®s clinicos
dos disturbios cromossémicos mais frequentes; que formam uma impadaegeria de
doencas genéticas.

O ensino de genética médica e humana é essencial para os estgdantesejam
entrar para um curso meédico ou outra area da saude.



Uma area de interesse crescente para os geneticistaosnédicdismorfologia. As
criangas que nascem com anormalidade congénita, especialmenteerse mdultiplas,
deveriam ser examinadas para a investigacdo de sindromes asatsvpda ser oferecida
orientagdo sobre a sindrome e o risco de recorréncia. A metaeedea@@o da genética na
pratica meédica é o uso das ferramentas da genética paracdeintsf individuos em risco de
desenvolverem problemas médicos ou diagnosticar aqueles ja afetadogugarevencdo
efetiva ou tratamento possa ser instituido, além de ser oportunizadonselaamento
genético a familia (Korf, 2000).

Esse projeto resultou também, na area de ensino, na elaboracéo decogsinas
de bacharelado do curso de Ciéncias Biologicas, onde os académicopgpaes puderam
vivenciar uma area pouco vista na disciplina de genética durante @ corgribuindo
inclusive na formacédo profissional na area de citogenética, umaldratuacdo do biélogo.
Ainda permitiu a integracdo com a pesquisa, na atividade de imicag#Esquisa, onde
permitiu o desenvolvimento de sete projetos de iniciagdo cientiftice; a participacdo de
nove alunos, sendo 7sete bolsistas PIBIC-CNPq.

Assim, conclui-se que o atendimento a comunidade, disponibilizando o exame
citogenético, integrado com a clinica; a informacao aos pacierigasiliares; o aprendizado
do académico e a coleta de dados para a realizacdo de projeticsagéo a pesquisa; foram
plenamente atingidos os objetivos desse projeto.

TABELA. Resultados dos estudos citogenéticos encontrados em 361 analises

Tipo de Cariotipo Cariotipo Numero

Cariétipos Normais

46,XY 143
46,XX 79
Cariotipos com Alteracbes Cromossdmicas
Aneuploidias Autossémicas
47,XY,+21 52
47 XX, +21 35
47,XY,+21/46,XY 02
Outros 03
Aneuploidias dos Cromossomos Sexuais
47 XXY 03
47 XXY/46,XY 01
45,X 03
Anomalias Estruturais
(Cromossomos sexuais e
autossomos)
FRAX 46,Y fra(X)(q27.3) 12
46,X,fra(X)(q27.3) 01
Rearranjos balanceados 06
Rearranjos nao balanceados 16
Mistas (Numéricas e Estruturais) 05
Total 361
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