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RESUMO

A Sindrome de Down (SD) é causada por uma alteracdo cromossdmica conhecida e estudada em ambito
mundial devido a sua grande incidéncia. Os portadores da sindrome possuem caracteristicas fisicas comuns,
como: estatura baixa, hipotonia generalizada, lingua proeminente, olhos pequenos semelhantes aos de
origem oriental e cabeca arredondada com cranio reduzido. A sindrome pode ser causada por trissomia livre
do cromossomo 21, por translocacdo Robertsoniana ou ainda por mosaicismo genético. A analise do caridtipo
dos individuos com SD e, em caso de presenca de translocacdo, a de seus progenitores também, é
fundamental para o aconselhamento genético. O objetivo desse trabalho é fornecer o laudo citogenético a
individuos clinicamente diagnosticados com SD, bem como identificar se existem portadores de translocagéo
cromossOmica, encaminhando-os para o aconselhamento genético. Serdo coletadas amostras de sangue de
alunos da Associacdo de Pais e Amigos (APAE) de Maring4, que possuem diagndstico clinico de SD, e
realizado o cariétipo por bandeamento G. Espera-se com o presente trabalho fornecer os laudos citogenéticos
aos alunos com SD, bem como identificar possiveis casos com translocagdo cromossdmica.

PALAVRAS-CHAVE: Aconselhamento genético; Trissomia do 21; Translocagéo.

1 INTRODUCAO

A Sindrome de Down (SD) é uma doenca genética de alta prevaléncia mundial e
representa a causa mais comum de deficiéncia intelectual na populagdo em geral,
ocorrendo em 1 a cada 700 nascidos vivos (CUNHA et al., 2010).

A SD possui caracteristicas fenotipicas comuns entre seus portadores, destacando-
se braquicefalia, boca pequena, olhos puxados, cabeca arredondada, base nasal achatada,
hipoplasia da regido mediana da face e baixa estatura (BRUNONI,2013).

O comprometimento intelectual é a consequéncia mais deletéria da SD
(MUSTACCHI,2000). KOREMBERG et al (1994) consideram a deficiéncia intelectual uma
caracteristica patognoménica na SD, assim como BENDA (1960), que reforca a
denominacgéo e a define como uma forma especifica de deficiéncia intelectual associada a
certas caracteristicas fenotipicas da SD.

A sindrome, caracteriza-se pela presenca de um cromossomo 21 extra em seus
portadores. Pode ser causada por varios mecanismos genéticos, sendo o principal (95%
dos casos) a trissomia do cromossomo 21, como resultado da ndo-disjungcédo cromossoémica
durante a divisao celular, mais comum em maes idosas (SILVA; DESSEN,2002).

A translocacdo cromossbmica € responsavel por 5% dos casos. Nestes, 0
cromossomo 21 adicional esta localizado junto a um outro cromossomo autossémico, sendo
a mais comum a translocagao robertsoniana existente entre os cromossomos 14 e 21.

Nos casos de translocacédo, existe a possibilidade de um dos progenitores ser
portador da mesma, seja ela recebida de geracfes anteriores ou por erro na gametogénese.
Como a translocacao é uma alteracdo cromossémica balanceada, seus portadores ndo sao
afetados e nem apresentam qualquer tipo de caracteristica clinica. Mais comumente,
observa-se a transmisséo da translocacao por maes jovens e de fenoétipo normal. Contudo,
a analise do cariétipo dessas maes revela um cromossomo (geralmente o 14 ou 15) com
um segmento sobreposto, que é o material do cromossomo 21 extra. Assim, essas
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caracterizar a SD, e seu caridtipo apresentara um cromossomo translocado recebido do
ovulo (SILVA; DESSEN, 2002).

Dessa forma € essencial conhecer o cariotipo dos individuos com SD e, em caso de
presenca de translocagcdo, o de seus progenitores também, pois o aconselhamento
genético segue de forma diferenciada. Em progenitores jovens, se um deles possuir a
translocacao, a probabilidade de ter outro filho e sindrome de Down é de 20% a 25% (exceto
translocacao equilibrada 21/21) (MUSTACCHI,2000).

A sindrome afeta consideravelmente a vida do portador. Contudo, ha tipos de
mutac¢des que podem ser previstas. Portanto, o presente trabalho busca fornecer o laudo
citogenético para diferenciar o tipo de mutacdo cromossdmica responsavel pela SD e
encaminhar para o aconselhamento genético, quando necessario. O aconselhamento
genético é fundamental para a familia portadora da translocacéo, a fim de prevenir a SD na
geracao subsequente. Ademais, ndo ha em Maringd um centro para realizagdo do exame
citogenético, assim o Laboratdério de Biologia Molecular da Unicesumar pode auxiliar no
diagndstico e aconselhamento de inumeros portadores e se tornar uma referéncia
municipal. Logo, o objetivo do presente trabalho € realizar a analise citogenética dos alunos
da Associacédo de Pais e Amigos de Maring4 (APAE), diagnosticados clinicamente com SD,
mas que nao possuem laudo citogenético confirmando a causa cromossémica.

2 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa tratou-se de um estudo transversal de caréater clinico e experimental
realizado em parceria com a Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) de
Maring4, Liga Académica de Genética Médica de Maringd-LAGeM, e o Laboratério de
Biologia Molecular do Centro Universitario Cesumar — UniCesumar. Foram inclusos na
pesquisa 0s alunos que possuiam caracteristicas fenotipicas da SD e que foram
clinicamente diagnosticados com SD. O numero de alunos sem laudo citogenético,
diagnosticado clinicamente com SD foi obtido por um estudo realizado em 2018 pelo grupo
de pesquisa de andlise citogenética e molecular da biodiversidade. Foram encontrados 40
pacientes diagnosticados clinicamente com SD, mas sem confirmagdo da SD por exame
especifico, e 38 pacientes diagnosticados clinicamente para SD, mas que ndo souberam
informar se possuiam laudo citogenético. O total de pacientes (78) sera dividido com outro
projeto do mesmo grupo de pesquisa, para otimizar a analise citogenética e aumentar
ndamero de amostras analisadas conforme as demandas laboratoriais.

Dessa forma, se iniciou o treinamento de todos os membros da pesquisa para coleta
sanguinea e para a realizacdo das fun¢fes de acordo com as técnicas laboratoriais e de
biosseguranca do laboratorio de Biologia Celular da Unicesumar. Logo apos, foi executada
a etapa de padronizacgao do cultivo de linfocitos, que se baseou em alguns testes descritos
a seguir. O protocolo base utilizado para o cultivo de linfocitos para cariétipo humano se
baseou na técnica modificada de Moorhead et al. 1960, com créditos ao laboratorio de
citogenética humana da UNICAMP. A padronizacao do cultivo de linfocitos e da fixagcdo em
laminas de microscopia esta finalizada. A proxima etapa sera a analise por Bandeamento
G e assim o inicio das coletas com os alunos da APAE. O Bandeamento G para humano e
outros mamiferos sera realizado conforme o manual de citogenética de GUERRA e SOUZA,
2002. Serao utilizadas laminas preparadas com cultivo em estufa a 40 °C por 24 horas e se
reduzira o tempo de tratamento com tripsina.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
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Os testes foram realizados com concentragdes fixas de 1 ml de soro albumina fetal,
1 ml de sangue total e 3,8ml de solucdo RPMI 1640, com variacao de fitohemaglutina e
tempo de aplicacdo da colchicina.

Na figura 1, observa-se a direita um aumento menor de 4x e a esquerda evidenciado
no aumento de 40x. No teste denominado T1 (figural) foi utilizado a concentracao de 200
puL de fitohemaglutina e aplicacdo de 50 pL de colchicina a 71 horas de cultivo que
estimularam as mitoses das células sanguineas. No entanto, a técnica de preparacao da
lamina ndo permitiu o espalhamento necessario para a individualizacdo dos cromossomos
impossibilitando a contagem dos cromossomos metafasicos. Na figura 2 realizou-se o teste
T2 a concentracdo de 150uL de fitohemaglutina e aplicacdo de 50 pL de colchicina a 71
horas e 10 minutos de cultivo estimularam as mitoses das células sanguineas. Nesse teste,
também ndo foi possivel o espalhamento necessario para a individualizagdo dos
Cromossomos.
Por fim, realizou-se um teste T3 (figura 3) que se observa a direita no aumento de 4x e a
esquerda no aumento de 40x da regido setada. No teste T3 a concentracdo de 200uL de
fitohemaglutinina e aplicagéo de 50 pL de colchicina a 71 horas e 20 minutos de cultivo
estimularam as mitoses das células sanguineas. A técnica de preparacdo da lamina
permitiu o espalhamento necessério para a individualizagdo dos cromossomos realizando
a contagem dos 46 cromossomos metafasicos compativel com amostra de controle
negativo.

Figura 1: Linfécito em metafase durante a aplicagéo do teste T1
Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 2: Linfécito em metafase durante a aplicagcéo do teste T2.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dessa forma, pode-se constatar que nos testes realizados, as concentracdes de
colchicina se mantiveram em 50 uL, e as de fitohemaglutinina variaram de 150 a 200 uL. O
tempo de aplicacéo de colchicina variou de 40 a 60 minutos, sendo o tempo de repouso
ideal atingido o de 72 horas de cultivo a 37°C, com aplicacdo de colchinha a 40 minutos.
Como resultado final, chegamos ao protocolo otimizado com as seguintes concentragées:
colchicina 50 pL e fitohemaglutinina 200 pL. Contudo, no presente protocolo, a
fitohemaglutinina deve ser aplicada juntamente com o 1 ml sangue total. Além do que, o pH
da solucao foi medido e ajustado sempre depois de retirar do banho maria durante a
hipotonia e antes de aplicar fitohemaglutinina e sangue, e se houver variacao de pH, esse
deve ser ajustado para 7.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se com esse projeto a importancia em realizar analise citogenética para o
fornecimento do laudo citogenético aos alunos da APAE, diagnosticados clinicamente com
SD. A obtencdo de um laudo citogenético permitir4 a realizacdo de um aconselhamento
genético mais informativo ao paciente e seus familiares, além de propiciar aos pacientes o
laudo necessério para beneficios oferecidos pelo Governo Federal.
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