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1. Introducéo

Ao contrario do pensamento comum, as doencas genéticas ndo sao raras,
afetando 3% a 7% da populacao geral (Jorde et al., 2004). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 7,6 milhdes de criancas nascem a cada
ano com um defeito ou desordem genética grave, sendo 95% delas nos paises
em desenvolvimento (Marques-de-Faria, 2004). Nestes casos, 0 médico
geneticista precisa abordar o paciente de uma maneira integral, pois as
doencas genéticas ndo sdo desordens isoladas de um determinado 6rgéo ou
sistema e, na maioria das vezes, acarretam um comprometimento permanente,
fisico e/ou mental, do individuo (ASHG, 2001). Na genética médica é possivel
verificar que rearranjos cromossémicos sdo eventos comuns entre individuos
de todas as sociedades e populacbes humanas e na maioria dos casos
ocasionam deficiéncia fisica e mental incurdvel. Como a origem de varias
deficiéncias mentais ainda sdo motivos de especulacédo, quando tratamos das
criancas portadoras de necessidade especiais em Manaus, o presente trabalho
visou integrar as atividades teorico-préaticas de citogenética para descobrir e
contabilizar os casos de anomalias cromossbmicas nas criangas
fenotipicamente diagnosticadas como deficientes, matriculadas nas escolas
especiais de Manaus, comunicando os futuros profissionais da Medicina com a
sociedade dependente do Sistema Publico de Saude.

Esta abordagem € interessante, pois apesar de todas as doencas terem um
fundamento genético, com a possivel excecdo de algumas formas de
traumatismos, a (r)evolucdo da genética na medicina e seus subsequentes
beneficios vém tendo pequeno ou nenhum impacto nos paises em
desenvolvimento, onde vivem mais de 80% da populagdo mundial
(Penehaszadeh, 1993). Nao deveria ser assim, pois o 6nus de haver doencas
geneticamente determinadas nesses paises pode ser até mesmo maior do que
nos paises desenvolvidos (Donnai, 2002). Existem muitos mitos que rondam a
especialidade genética médica, mas esta area atualmente é reconhecida
oficialmente como uma ciéncia clinica e laboratorial, refletindo a consciéncia
dentro da classe médica de sua importancia na educacgao e pratica de saude
(Thompson et al., 1993).



Atualmente, para mudar o pensamento e as atitudes da grande massa
em relagcdo a genética, algumas propostas praticas e condizentes com a
realidade brasileira ja foram apontadas. Entre elas destacam-se: necessidade
de campanhas educacionais sobre fatores de risco para deficiéncias, como, por
exemplo, o controle do uso de alcool por mulheres gestantes; a vacinacéo
contra a rubéola das mulheres em periodo fértii e o controle do uso de
teratdgenos, como talidomida, miso-prostol e tretinoina; a conscientizagdo do
fato de que de 2% a 3% dos nascimentos geram criancas com defeitos
congénitos e que no Sul-Sudeste as anomalias congénitas representam as
primeiras causas de mortalidade infantil (como nos paises desenvolvidos); o
apoio as instituicdes de atencdo aos deficientes para o correto estabelecimento
do diagndstico etioldgico e realizacdo adequada do aconselhamento genético
nao-diretivo; o incentivo para que todas as criancas com defeitos congénitos
recebam avaliacdo genética; a avaliacdo da genética de todos os casais com
perdas reprodutivas e/ou dificuldades de fertilizacdo; e o estimulo para que
todas as faculdades da area da saude abordem os conteudos de genética
meédica em seus curriculos (Pina-Neto, 2002).

Visando responder a esta ultima recomendacao, os ministérios da Saude
e Educacdo tém mobilizado esforcos no sentido de reorientar o modelo
assistencial brasileiro, conforme preconizado pela Reforma Sanitaria,
entendendo que a consolidacdo do Sistema Unico de Salde depende,
também, da revitalizacdo dos projetos pedagdgicos dos cursos de graduacao
em medicina (Ministério da Saude, 2006). Para tanto, as Diretrizes
Curriculares Nacionais do Curso de Graduacdo em Medicina preconizam que
este deve estar organizado, em sua estrutura curricular, de tal maneira que
permita a insercdo do aluno em atividades praticas, de complexidade crescente
durante a graduacao, utilizando varios cenarios de aprendizagem, por meio da
integracdo ensino-servico (Conselho Nacional de Educacdo/Camara de
Educacao Superior, 2001).

Nas universidades, ainda que de forma restrita, a compreensao da
genética aplicada a medicina vem substituindo a genética classica, a qual n&o
é baseada em estudos com humanos. Porém, as disciplinas estdo sendo
basicamente tedricas, deixando de aproveitar a parte de maior aprendizado, a

pratica, ou se restringindo a casos vistos nos hospitais-escola. Além disso, o
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curso de medicina de uma Universidade Federal incentiva e qualifica um
médico generalista que trabalhe com saude publica a nivel de atengéo priméria
e que consiga analisar fatores genéticos e ndo genéticos, diagnosticando
precocemente e diminuindo a sobrecarga do Sistema Publico de Saude, tendo
em vista que quando mais rapido é feito o diagndéstico, mais 0 médico pode
prever o desenvolvimento da doenca e consequentemente indicar o melhor
tratamento com menores gastos para o sistema com especialistas e materiais
caros.

Diante deste contexto, a pratica laboratorial muitas vezes é fundamental
para efetuar um diagndstico preciso a respeito de uma dada caracteristica
fenotipica indicadora de alguma sindrome e uma das abordagens
imprescindiveis é a citogenética, que efetua o estudo dos cromossomos e sua
heranca aplicada a pratica clinica. As anormalidades cromossémicas,
clinicamente significativas, ocorrem em cerca de 1% das criangas nascidas
vivas e correspondem a 1% das admissdes hospitalares pediéatricas e 2,5% das
mortes na infancia (Kozma, 2007) e também corresponde a 2% das gestacfes
em mulheres acima de 35 anos (Thompson et al., 1993), contudo 0 excesso ou
a auséncia de cromossomos de uma célula ou mesmo a presenca de
anomalias em suas estruturas cromossOmicas frequentemente sé&o
incompativeis com a vida, ocorrendo em de cerca de 7% a 8% das
fecundacdes. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi integrar os aspectos
tedricos com a pratica médica, por meio da determincdo do cariétipo de
individuos portadores de fenoétipo deficiente que sugiram a presenca de
rearranjos cromossémicos. Ainda, estes dados favoreceram a quantificacdo de
guantos sdo portadores de anomalias cromossdmicas graves no Abrigo Moacyr

Alves - Manaus, AM.

2. Material e Métodos



As analises cromossdmicas foram efetuadas em individuos que moram no

Abrigo Moacyr Alves (abrigomoacyralves@hotmail.com). Esta entidade esta

localiza da na rua 7, sem namero, bairro da Alvorada, Manaus, AM. O Abrigo
Moacyr Alves € uma instituicdo do Governo do Estado do Amazonas, vinculada
a Secretaria de Estado e Assisténcia Social — SEAS, porém desde 1996 o AMA
é administrado pelo NASTA — Nucleo de Amparo Social Tomas de Aquino, por
meio de convénio firmado com o Governo do Estado, sendo que a responsavel
pela instituicdo concordou livremente em participar do projeto. Esta instituicdo
abriga 50 pessoas, todas diagnosticadas fenotipicamente como deficientes, o
que pode caracterizar anomalias genéticas. Nesta instituicAo contamos com a
colaboracédo da equipe de enfermeiros (Daniela Lima da Costa — Coren/AM
7140 e Victor Manuel Castafio Ramos — Coren/AM 8082) e médica (Danielle da
Silva Gomes CRM/AM 5206), os quais nos deram suporte técnico na coleta.
Esta pesquisa recebeu autorizacdo da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — CONEP/ CEP-UFAM CAAE n° 0138.0.115.000-10.

Foi utiizado um TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO para o inicio da pesquisa com estas pessoas. Para obtencao
do cariétipo, amostras de sangue (aproximadamente 2 ml) foram retiradas de
28 individuos portadores de deficiéncia que sugerem a ocorréncia de rearranjos
cromossOmicas, cujos responsaveis as indicaram como voluntarias, de
qualquer sexo e idade e grupo racial. O sangue foi colocado em seguida em
tubo de vacutainer heparinizado, que foi identificado com numeracao para que
as analises ocorram “as cegas”, sendo a identificagdo pessoal devidamente
referenciada com o ndamero correspondente a preparacdo cromossdmica
anotada em um caderno de pesquisa. O vacuntainer contendo o sangue foi
transportado refrigerado para o Laboratorio de Citogenémica Animal (Laca)-
UFAM.

As metafases mitdticas foram obtidas a partir da cultura de linfocitos de
sangue periférico, seguindo o protocolo de Moorhead net al. (1960) com
algumas modificacbes. Apds a coleta, colocou-se o sangue no tubo de
vacutainer heparinizado e aguardou-se o0 tempo necessario para sedimentacéo
das hemaceas (30 minutos). Apds este tempo, com outra seringa e agulha

1,5ml de plasma foi retirado e passado para o meio de cultura completo para
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cariétipo (RPMI). O conteudo foi misturado delicadamente e incubado a 37 °C
em estufa por 72 horas, em posicao inclinada, agitando vagarosamente duas
vezes ao dia.

Ao completar 71 horas, foi acrescentado ao meio de cultura 0,03 mL de
colchicina a 0,0125%. O frasco foi novamente agitado levemente e recolocado
na estufa. Decorrida uma hora, retirou-se o frasco e homogeinizou-se a
suspensao que, logo apds, foi transferida para um tubo de centrifuga, o qual foi
centrifugado a 800 rpm por oito minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se ao tubo
7ml de solug&o hipotbénica KCI a 0,075 M, que foi novamente a estufa a 37 °C
por 25 minutos. Logo em seguida foi centrifugado a 800 rpm por 8 minutos e o
obrenadante, descartado. O processo de fixacdo foi realizado com 7ml de
fixador Carnoy (3 metanol: 1 acido acético) que, novamente, foi a centrifuga a
800 rpm por 8 minutos, o sobrenadante foi descarado e repetiu-se 0 processo
de fixagdo por mais duas vezes.

A partir da suspensao celular foi efetuada a montagem das laminas,
coloracdo convencional com giemsa e visualizagdo em microscopio éptico.
Para a andlise da banda G, um processo de coloracdo diferencial onde cada
par de cromossomos possui um padréao especifico de bandeamento sendo 400
bandas por cariétipo hapléide, foi utilizada a técnica de Seabright (1971) em
laminas com envelhecimento de 4 dias a 1 semana. A lamina foi mergulhada
numa solucéo de tripsina (25mg de tripsina em 40 ml de tampéao fosfato pH
6,8), de 3 a 6 segundos. Em seguida a lamina foi lavada com agua destilada e
corada com uma solucdo de Giemsa a 5%, diluida em tampao fosfato pH 6,8
durante 5 minutos.

As preparacdes mitéticas foram analisadas em microscépio Optico
comum com objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes). As imagens
capturadas através do software Image-PRO MC 6.0 e selecionadas foram
editadas no programa Adobe Photoshop CS4. A morfologia dos cromossomos
foi determinada de acordo com a proposta de Levan et al. (1964) e separados
em categorias, com base na razdo de bragcos cromossémicos e na posi¢cado do
centrébmero, seguindo o padronizacdo internacional da nomenclatura de

Cromossomos humanos.



Para cada individuo foram contadas de 20 a 50 metafases, exceto em
casos de mosaico, 0s quais contou-se 100 metafases para que pudéssemos
fazer a proporcdo em 100, o que nos mostra a porcentagem de células

diferentes e nos da a taxa de mosaicismo naquele individuo.

3. Resultados finais



Foram efetuadas 31 preparacbes cromossomicas referentes a 28
individuos (trés individuos tiveram suas preparacdes efetuadas em duplicatas),
restando no abrigo 22 individuos ndo cariotipados neste primeiro momento por
nao apresentarem caracteristicas fenotipicas que sugiram a presenca de
alteracdes cromossémicas. Dos individuos analisados, 13 sdo meninos e 15

meninas (grafico 1).

Gréficol- Distribuicdo dos individuos amostrados por sexo e o0 numero dos que nédo

participaram da coleta.

B meninas
B meninos

M ndo cariotipados

Dos 28 individuos que tiveram suas preparacbes cromossomicas
efetuadas, 23 individuos ndo apresentam alteracbes cromossomicas visiveis,
sendo evidenciado 2n=46 cromossomos em todas as células (Figura 1a, b).
Assim, dos 28 individuos deficientes analisados 5 apresentam algum disturbio
numeérico de seu cariotipo o que mostra uma frequéncia relativa de 0.175
(Tabela 1).



Tabela 1: Individuo, sexo e porcentagem de células com alteracao

Individuo | Sexo Porcentagem de células alteradas
H1 Masculino 11,76% com trissomia do cromossomo 18
H3 Masculino 11,76% com trissomia do cromossomo 13
H16 Feminino 16,6% com fragmentacdo cromossdmica
H17 Feminino 33,3% com monossomia do 18

H19 Masculino 16,66% com duas monossomias (18 e X0)

Dentre estes individuos mosaicos, foi encontrado um individuo (H1) com
trissomia do par 18 em 11,76% das suas células, responséavel pelo fenétipo
caracteristico da sindrome de Edwards (Figura 2). O individuo 3 apresentou
uma trissomia do par 13 em 11,76% das suas células, caracteristico da
Sindrome de Patau (Figura 3). Ja o H16 apresentou uma fragmentacdo de
parte de um cromossomo em 16,6% das células analisadas, cujo cromossomo
que sofreu a perda ndo pode ser encontrado com técnicas citogenéticas
classicas (Figura 4). O individuo H17 apresentou monossomia do 18, cujas
delecdes envolvendo este cromossomos estdo relacionadas a retardo mental
(Figura 5). O individuo H19 apresentou em 16,6% das células analisadas

2n=44 tendo uma monossomia no cromossomo sexual e no par 18 (Figura 6).
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Figura 1 — Célula metafasica do individuo H2, corado convencionalmente com Giemsa

evidenciando 2n=46 cromossomos e cariotipo mostrando nimero diploide 46, XX (b). Barra

igual a 10 pm.
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Figura 2 — Célula metafasica do individuo H1l(mosaicismo) corada convencionalmente com

Giemsa evidenciando 2n=46 cromossomos (a) e cariétipo mostrando numero diploide 47,

XY+18 (b). Barra igual a 10 pm.
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Figura 3 — Cariétipo do individuo H3 com 2n=46 em bandamento G (a) e 2n=47, XY+13 em

coloragéo convencional (b). Barra igual a 10 pum.



Figura 4- Metéfase do individuo H16 em coloragdo convencional com Giemsa mostrando um

fragmento de um cromossomo. Barra igual a 10 pm.
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Figura 5 - Célula metafasica do individuo H17(mosaicismo) corada convencionalmente com

Giemsa evidenciando 2n=46 cromossomos (a) e cariétipo mostrando numero diploide 45,

XY+dell8pq (b). Barra igual a 10 pm.
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Figura 6 — Cariétipo do individuo H19 em coloragcdo convencional com 2n=46, XX e 2n=44,

X0+del18pg. Barra igual a 10 pm.
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4. Discussao

As doencas geneticamente determinadas sao classificadas em trés
categorias principais: cromossémicas, monogénicas e multifatoriais, embora,
além dessas, duas outras categorias, atualmente devem ser consideradas, as
de origem mitocondriais e do distlrbio das células somaticas (cancer) (Della-
Rosa et al., 2004).

Como mostrado na tabela 1, cinco individuos apresentam algum tipo de
aneuploidia, que sao disturbios cromossémicos de qualguer maneira. A taxa de
mosaicismo pode ser um fator atenuante para as manifestacdes clinicas das
sindromes geradas por esse excesso ou falta de cromossomos, uma vez que a
maioria das aneuploidias totais ndo € tolerada por humanos, com excesséao das
trissomias dos cromossomos 13, 18, 21 e sexuais (X e Y); assim como
monossomia do X (Mustacchi & Peres, 2001).

Dentre as anomalias cromossémicas numericas mais comuns estdo a
Sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21 ou em decorréncia de
translocacdes envolvendo os cromossomos 14 e 21) e a Sindrome de Turner
(onde o individuo portador apresenta apenas um cromossomo sexual, estando
o outro homoélogo ausente - X0) (Turnpenny & Ellard, 2009). Nenhuma destas
sindromes foi observada nos individuos analisados.

Outra sindrome bem caracteristica é a Sindrome de Edwards, que é
observada em casos de trissomia livre (80%), translocacdo ou mosaicismo
envolvendo o cromossomo 18. Neste Ultimo caso, uma linhagem celular
apresentara numero diploide igual a 47 (contendo o cromossomo 18 trissémico)
e uma linhagem e celular normal, ou seja, com numero dipléide igual a 46. Sua
prevaléncia varia entre 1 em 6.000 a 1 em 8.000 nascimentos e cerca de 95%
dos embrides portadores dessa sindrome evoluem para aborto espontaneo ou
Obito fetal, nascendo apenas 5%, e sua mortalidade pds-natal é elevada, tendo
estes recém-nascidos uma sobrevida média inferior a uma semana;
globalmente, menos de 5% destas criangas atingem o primeiro ano de vida
(Young, 2007). Contudo, em individuos com mosaicismo 0s sintomas podem
ser abrandados de acordo com o nivel de células aneuploides. Apenas um

individuo (H1) apresentou mosaicismo envolvendo a trissomia do cromossomo
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18 e esse paciente apresenta deficiéncias fisicas significativas, microcefalia,
hipertelorismo ocular, além de um retardo mental significativo.

Em contrapartida, o individuo H17 apresentou monossomia do
cromossomo 18, sendo que este distarbio esta relacionado a presenca de
microcefalia com face achatada e redonda, com ponte nasal, epicanto invertido,
entre outras alteracfes faciais, além de pescoco curto, obesidade leve, cifose
leve e lordose, e a presenca de tragos autistas na crianga (Kuczynki, 1996).

A Sindrome de Patau pode ser vista em casos de trissomia do par
cromossOmico 13 e, além disso, cerca de 20% dos casos resultam de uma
translocacdo nao balanceada. A sua incidéncia foi estimada em cerca de um
caso para 5000 nascimentos. Aproximadamente 45% dos afetados falecem
apos o primeiro més de vida; 70%, aos 6 meses e somente menos de 5% dos
casos sobrevivem mais de 3 anos. A maior sobrevida relatada na literatura foi a
de 10 anos de idade (Mustacchi & Peres, 2001; Young, 2007). O individuo H3
apresenta mosaico com células trissomicas para 0 cromossomo 13
caracterizando Patau. Esse individuo apresenta deficiéncias no
desenvolvomento fisico e cognitivo, contudo esses sintomas estdo atenuados
pela presenca de células normais em maior numero.

J& as aneuploidias dos cromossomos X e Y sdo relativamente comuns,
com uma incidéncia geral de cerca de 1 em 400 a 500 nascimentos. Os
fendtipos associados a estes defeitos cromossdmicos em geral sdo menos
graves que aqueles associados aos distlrbios autossémicos e a maior parte
dos destes distirbios cromoss6micos caracteriza-se por atraso do
desenvolvimento fisico e mental e, em geral, varias anomalias de face,
membros, sistemas e 6rgaos (Della-Rosa et al., 2004). Além disso, ainda
existe outros tipos de mosaicismo envolvendo 0S Cromossomos sexuais e 0S
sintomas das aneuploidias desses individuos vao depender da porcentagem de
células contendo o numero diploide diferente de 46, como por exemplo, no
mosaicismo da Sindrome de Turner 45X0O / 46XX que muitos dos estigmas
fisicos podem ser discretos ou ausentes, em alguns desses pacientes podem
ter ciclos menstruais regulares e ovulacdo, e até mesmo gravidez espontanea,
apesar do que a maioria deles acaba na faléncia ovariana precoce primaria
(Elsheikh, 2002; Marquez et al., 1993). Contudo, ndo foi encontrado nenhuma

aneuploidia relacionada apenas aos cromossomos sexuais, com excec¢ao do
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individuo H19 que apresentou duas monossomias (18 e X0) em 16,66% das
suas células analisadas e isso pode justificar seu fenotipo deficiente.

Um fato importante encontrado foi um individuo (H16) com seu cariétipo
com fragmentacdo cromossomica, porém para se confirmar qual cromossomo
foi alvo dessa alteracdo a técnica de bandeamento G deve ser aplicada.
Contudo, essa técnica apresentou baixa reprodutibilidade nas analises
efetuadas, sendo que algumas vezes os padroes de bandas foram
inespecificos. Ainda, a analise do bandamento G muitas vezes é efetuado por
um software, uma vez que o reconhecimento do padrdo de bandas exige um
bom treinamento do observador. Tendo em vista que a UFAM nao dispde deste
software e que os trabalhos de citogenética humana estdo iniciando nesta
entidade, foi optado pela ndo apresentacdo dos cromossomos bandeados.

Vale ressaltar que os individuos deficientes que participam da pesquisa
ndo foram expostos a nenhum risco grave, porém a coleta do sangue pode ter
causado uma leve dor na hora e uma pequena mancha roxa que desapareceu
em 3 a 4 dias, mas por se tratar de um projeto de pesquisa e ndo diagnostico
propriamente dito, espera-se que os dados obtidos fornecam um melhor
conhecimento das fenétipos/doencas apresentados pelos individuos do Abrigo
Moacyr Alves. E, por conseguinte, o projeto tem favorecido a interagéo entre
teoria e pratica laboratorial aos alunos de Medicina, que poderdo vir a se
especializar na area Genética Médica, que esta em franca ascencéo.

Conclui-se entdo que a frequéncia de alteracbes cromossbmicas nessa
instituicdo é significativa, e que deve-se incentivar novas pesquisas na area da
citogenética para contabilizar o maior numero de casos tornando os dados
fidedignos para proximas pesquisas que virdo. O diagnostico genético de
deficiéncias ligadas a Sindromes proporciona uma melhor qualidade no
tratamento de sintomas futuros, trazendo um retorno para a sociedade que
utiliza do sistema Unico de saude e consequentemente diminuindo os gastos

com tratamento de sintomas mais graves.
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