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RESUMO

O presente trabalho trata-se de um estudo transversal, de carater clinico e experimental, cujo objetivo consiste
em analisar amostras de sangue periférico e/ou swab oral de pacientes com suspeita de sindrome genética
ndo diagnosticados ou subdiagnosticados provenientes de Maring4 (PR) e regido, por meio do exame de
caridtipo por bandeamento G e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para cromossomo X-Fragil. As
amostras de sangue periférico foram processadas realizando o cultivo de linfécitos, seguido da confec¢éo de
laminas para cariétipo que passaram por visualizacdo e avaliagcdo em microscopia Optica. Foram analisadas
cerca de 20 metafases por paciente. As amostras de swab oral, por sua vez, foram pesquisadas para
diagnostico molecular da Sindrome do Cromossomo X-Fragil (SXF) através de PCR do gene FMR1. Foram
realizados 39 exames de cariétipo e 6 exames de PCR, a partir dos quais obtivemos 21 caridtipos nos padrées
da normalidade e 18 contendo altera¢bes, incluindo trissomia do cromossomo 21 e mosaicismo dos
cromossomos 21 e 22. Dos 6 exames de PCR, obtivemos 5 resultados nos padrées da normalidade e 1
positivo para cromossomo X-Fragil.

PALAVRAS-CHAVE: Cariétipo; PCR X-Fragil; Sindromes Genéticas.

1 INTRODUCAO

Dentre as alteracdes cromossdmicas huméricas autossébmicas compativeis com a
vida apds o nascimento, destacam-se as trissomias dos cromossomos 13 (Sindrome de
Patau), 18 (Sindrome de Edwards) e 21 (Sindrome de Down), sendo a Sindrome de Down
a mais prevalente (NUSSBAUM, 2016). Para o diagnéstico laboratorial destas aneuploidias,
pode-se utilizar o exame de cariétipo por bandeamento G, sendo esse realizado com
qualquer célula desde que tenha nucleo, pois € onde os cromossomos estdo localizados.
Através da coleta de sangue séo separados linfocitos e preparados para visualizacédo de
cromossomos metafasicos assim se tornando possivel a realizacdo de contagem numérica
e analise estrutural. A utilidade do exame de cariotipo estende-se, também, as aneuploidias
de cromossomos sexuais, sendo possivel a identificacdo de sindromes como a Sindrome
de Klinefelter (47, XXY), Sindrome de Turner (45, X), Triplo X (47, XXX), entre outras
aneuploidias.

Jéa para alteracBes cromossdmicas estruturais como a Sindrome do X-Fragil (SXF),
técnicas diagndésticas como a reacédo em cadeia da polimerase (PCR) e o Southern blot sdo
0s exames rotineiramente utilizados, onde h& amplificacdo e visualizacdo de uma regido de
interesse do DNA para que possa ser feita analise. A SXF é a principal causa de deficiéncia
intelectual hereditéria, e € consequéncia de uma mutacao ligada ao cromossomo X. A SXF
resulta do aumento das repeti¢cdes de trinucleotideos CGG no gene FMR1, e de acordo
com o numero dessas repeticdes pode-se classificar o individuo como portador de pré-
mutacéo (55 — 200 CGG) ou portadores de mutacdo completa (superior a 200 CGG), nos
guais a mutagéo conduz ao mecanismo de metilagdo que diminui ou impede a transcricao
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do gene FMR1 (HUNTER et al., 2019). A PCR ¢é uma ferramenta util na determinacéo da
extensdo do segmento de repeticdo de trinucleotideos CGG e do grau de metilagdo do gene
FMR1 (SHERMAN et al., 2005).

Individuos de diferentes idades com SXF associado ou hdo ao autismo precisam ser
assistidos de maneira correta para que seus potenciais sejam adequadamente
desenvolvidos, a fim de garantir a independéncia em atividades do dia a dia. Nesta area, a
Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais — APAE é pioneira no Brasil, promovendo
atencao integral a individuos com deficiéncia intelectual e multipla (APAE, 2019).

Considerando dados epidemioldgicos especificos para a regido de Maringa
(Parana), um estudo realizado no ano de 2012 por ALMEIDA et al. (2013) em um laboratorio
privado de Maringa identificou, em uma mostra de 202 pacientes, um total de 32 (15,8%)
pacientes com alteracdes cromossdmicas, sendo 23 (71,8%) numéricas e 9 (28,1%)
estruturais. A Sindrome de Down foi responsavel por 66% das confirmacdes de alteracdes
numéricas observadas neste estudo, dados compativeis com a maior prevaléncia desta
sindrome sobre outros tipos de alteracdes cromossdmicas numeéricas apontada pela
literatura médica.

Dada a importancia do diagnostico laboratorial preciso para o adequado seguimento
e acompanhamento da evolucéo clinica esperada em cada anomalia genética e frente a
dificuldade de acesso da populacdo as ferramentas necessarias para obtencdo destes
resultados no ambito da saude publica, objetivamos fornecer aos participantes do estudo,
com suspeita clinica e sem diagndstico definitivo ou subdiagnosticados, a pesquisa de
aneuploidias cromoss6micas numéricas no exame de cariétipo por bandeamento G e/ou da
presenca de cromossomo X-Fragil através da reacdo em cadeia da polimerase para o gene
FMR1, quando houver indicacao para estes exames por suspeita clinica. Além disso, sera
possivel produzir dados epidemioldgicos a partir dos resultados, que tém o potencial de
contribuir para o planejamento de politicas publicas assertivas.

2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho consiste em um estudo transversal, de carater clinico e
experimental, realizado em parceria com a UBS Aclimacdo — Maringa, Hospital
Metropolitano de Maringa, Associacao de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) de
Mandaguacu (PR) e o Laboratério de Genética Humana da Universidade UniCesumar.

O estudo seguiu os encaminhamentos solicitados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UniCesumar, seguindo a Resolucéo n° 466, de 12 de dezembro de 2012 do Ministério
da Saude, onde foi deferido (CAAE:). Assim, todos os participantes voluntarios que
concordaram em participar da pesquisa foram informados de maneira clara e concisa sobre
todos os procedimentos e, ao ler, assinaram o “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido” e/ou Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, caso tenham entre 11 a 18
anos.

As coletas de sangue periférico foram realizadas nas dependéncias do Laboratério
de Genética Humana, bem como o cultivo de linfocitos, respeitando as recomendacdes de
Melo et al. (2010), coletado 5 mL de amostra por sistema a vacuo em tubo heparina (LABOR
IMPORT®) de cada doador. Todos os tubos foram identificados corretamente com as
informacdes dos voluntarios e, em seguida, levados ao fluxo laminar para o preparo do
cultivo celular.

Para o cultivo de linfécitos, foi preciso adaptar e comparar dois protocolos
modificados da metodologia proposta pelo laboratério de Citogenética Humana da
UNICAMP/SP (técnica modificada de Moorhead et al., 1960). As principais mudancgas entre
os protocolos foram o tempo de exposi¢do a colchicina, a quantidade de reagentes e de
material biolégico no preparo do cultivo, além da duragédo da etapa de hipotonia, a fim de
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aumentar a quantidade de metafases apresentadas e o alongamento dos cromossomos.
Assim, todas as laminas passaram por visualizagdo em microscopia Optica na objetiva de
40X e 100X com 6leo de imersdo, para contagem e/ou analise de 20 metafases por
paciente.

As amostras de swab oral, por sua vez, foram processadas adequadamente e
submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene FMR1 para pesquisa e
diagnostico molecular da Sindrome do Cromossomo X-Fragil (SXF).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados parciais obtidos até o momento na execucdo desta pesquisa
consistem na realizacdo de 39 exames de cariotipo por bandeamento G e 6 exames de
PCR do gene FMR1 para pesquisa de cromossomo X-Fragil. Com relacdo ao cariétipo,
obtivemos 21 dos 39 exames com resultado dentro dos padrdes da normalidade, e dentre
os 18 exames onde foram constatadas anormalidades, estdo incluidas alteracdes
compativeis com a Sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21), mosaicismo do
cromossomo 21 e mosaicismo do cromossomo 22. Com relacdo aos exames de PCR, por
sua vez, obtivemos 5 resultados nos padrdes da normalidade e 1 resultado positivo para
cromossomo X-Fragil.

Nossos resultados, ainda que preliminares, vao ao encontro da prevaléncia esperada
para as anomalias cromossémicas numeéricas, sendo a trissomia do cromossomo 21 a
anomalia mais frequentemente observada em nascidos vivos (ASIM et al., 2015).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Esperamos que os resultados obtidos pelo presente trabalho contribuam para a
compreensao do perfil epidemioldgico, otimizacdo de politicas publicas e do atendimento
as demandas especificas para o adequado desenvolvimento dos portadores de sindromes
genéticas.
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