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RESUMO

Introducdo: As aneuploidias mais comuns, juntas, representam mais de 80% das
anormalidades cromossdmicas diagnosticadas no periodo pré-natal. Cerca de 15-25% das
gestacOes acabam perdidas até o terceiro trimestre, sendo as anormalidades cromossémicas
responsaveis por cerca de 50% dos abortamentos espontaneos. Quando encontrados no
screening pré-natal indicios de aneuploidia a investigacdo citogenética torna-se fundamental.
O uso de técnicas alternativas que possibilitam rapidez diagndstica associada a alta
sensibilidade vem se tornando uma realidade. A técnica de QF-PCR é uma técnica molecular
capaz de detectar as principais aneuploidias em tecidos fetais em até 48 horas, ndo
necessitando de cultivo celular para ser realizada. Objetivo: verificar a eficiéncia da
metodologia QF-PCR em DNA de diferentes amostras, que ndo puderam ser analisadas
previamente por técnicas citogenéticas, a fim de detectar aneuploidias. Metodologia: estudo
transversal realizado no periodo de 2019 a 2020 de 25 amostras de DNA fetal armazenados
em biorrepositdrio (12 eram de biopsia de corddo umbilical, 2 de vilosidades coridnicas de
material de aborto, 6 de bidpsia de pulmao, 1 de liquido amniético, 1 de sangue e 3 de outros
materiais), utilizando kit comercial para andlise dos cromossomos 13,18,21,X e
Y.Resultados: das 25 amostras analisadas, duas apresentaram razdes alélicas indicativas de
trissomia do cromossomo 18 e as demais apresentaram resultado normal para 0s
cromossomos analisados. Cinco amostras com diagnostico de cariétipo ja estabelecido foram
utilizadas para a padronizacdo do procedimento. Concluséo: a técnica aplicada mostrou-se
eficaz para andlise de diferentes materiais fetais, que ndo puderam ser analisados
anteriormente por técnicas citogenéticas, além de detectar alteracbes cromossémicas
numeéricas em diferentes materiais fetais. Entretanto, os cromossomos avaliados se restringem
aos marcadores incluidos em cada kit e ndo permite a analise cromossémica global. Para tal, é
necessaria a inclusdo de kits adicionais ndo avaliados neste projeto.

Palavras chave: anomalias cromossémicas, diagnostico molecular, diagnostico pré-natal



ABSTRACT

Background: the most common aneuploidies together represent more than 80% of the
chromosomal abnormalities diagnosed in the prenatal period. About 15-25% of pregnancies
are interrupted until the third quarter, being chromosomal abnormalities responsible for about
50% of miscarrieges. When evidence of aneuploidy is found in prenatal screening,
cytogenetic investigation becomes essential. The use of alternative techniques that enable
rapid diagnosis associated with high sensitivity has become a reality. The QF-PCR is a
molecular technique capable of detecting the main aneuploidies in fetal tissues in a lower
turnaround time not requiring cell culture to be performed. Objective: to verify the efficiency
of the QF-PCR methodology in DNA from different samples, which could not be previously
analyzed by cytogenetic techniques, in order to detect aneuploidies. Methods: cross-sectional
study conducted in a tertiary hospital in Porto Alegre, Rio Grande do Sul with evaluation of
25 DNA samples of fetal tissue stored in a biorepository (12 were from umbilical cord biopsy,
2 from chorionic villi from, 6 from lung biopsy, 1 from amniotic fluid, 1 from blood and 3
from other materials), using a commercial kit for analysis of chromosomes 13.18, 21,X and Y.
Results: of the 25 samples analyzed, two presented allelic ratios indicative of trisomy 18 and
the others presented normal results. Five samples with karyotype results were used to
standardize the procedure. Conclusion: The technique used proved to be efficient in detecting
numerical chromosomal alterations in several fetal materials, which could not be previously
analyzed by cytogenetic techniques, in addition to detecting numerical chromosomal changes
in different fetal materials. Nevertheless the chromosomes evaluated are restricted to the
markers included in each of the Kits used and does not allow global chromosomal analysis.
For this purpose, the inclusion of additional kits not evaluated here is necessary.

Keywords: chromosome aberrations, molecular diagnostic, prenatal diagnosis.
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1 INTRODUCAO

As alteragcbes cromossdmicas numéricas (aneuploidias) mais comuns, juntas,
representam mais de 80% das anormalidades cromossémicas (AC) diagnosticadas no periodo
pré-natal (FAAS et al., 2011) e estas, sdo reconhecidas como uma das causas mais frequentes
dos defeitos congénitos (KASER, 2018).Quando encontradas alteracBes bioquimicas e
ultrassonograficas no rastreamento combinado do primeiro trimestre gestacional, associadas
ou ndo & idade materna e histdria pessoal e/ou familiar de AC, a probabilidade de um
aneuploidia estar associada € alta e avaliacdo citogenética torna-se fundamental na
investigacdo da etiologia destes achados. Esta investigacdo ird definir se os achados séo de
origem cromossdmica, e se forem, indicara qual a melhor conduta a ser tomada no
aconselhamento genético destas familias (ACOG, 2020).

Sindromes cromossémicas ligadas aos cromossomos sexuais podem provocar
alteracbes de crescimento, infertilidade, alteracGes cognitivas e metabdlicas, comumente
encontradas em pacientes mulheres com monossomia do X (Sindrome de Turner)
(GRAVHOLT et al., 2019) e em pacientes homens XXY (Sindrome de Klinefelter)
(BONOMI et al., 2017). A Sindrome de Down (trissomia do 21) é a aneuplodia autossémica
mais comumente encontrada, estando associada a desordens intelectuais e a outros achados
clinicos (BUUL, 2020). Na literatura, relatos apontam mais de 130 patologias associadas a
trissomia do cromossomo 18 (Sindrome de Edwards), sendo o déficit cognitivo uma das
caracteristicas mais graves (ROSA et a.l, 2013). A trissomia do cromossomo 13 (Patau), dita
como a terceira trissomia mais comum, também estd associada a problemas do sistema
nervoso central e a outras anomalias graves, 0 que a torna, juntamente com a trissomia do 18,

responsavel por uma alta taxa de perdas fetais e neonatais (EMER et al., 2015).

O diagndstico precoce proporciona melhor qualidade de vida para estes pacientes,
assim como prepara a familia para diferentes desfechos pds diagndstico e para possiveis
gestacOes futuras, se assim for o desejo do casal . Da mesma forma, é importante para um
casal cuja gestacdo foi interrompida sem causa aparente, ter a possibilidade de investigar a
etiologia desta perda, sobretudo se ja houve outras anteriores. A investigagdo das mortes
perinatais também requer esta investigagdo, seja para a confirmagdo de um diagnostico pré-

natal ou para fetos natimortos com multiplas malformacGes sem causa definida.
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Ja h& alguns anos, a pesquisa de AC através da técnica que analisa visualmente o
conjunto de cromossomos através da metodologia de bandeamento G (cariotipo), tornou-se
uma pratica rotineira no diagnéstico pré-natal (CARON, 1999), e para tanto é necessario a
coleta de material fetal para cultivo celular. Para isso pode-se optar por métodos considerados
invasivos, tais como: coleta de liquido amnidtico (LA) da gestante (amniocentese) através de
aspiracdo transabdominal, bidpsia de vilosidades coribnicas através de puncédo para retirada de
material placentario ou a partir de coleta de sangue retirado do corddo umbilical do feto
(cordocentese). Da mesma forma quando ha perda fetal ocasionada por aborto espontaneo, é
possivel realizar o cultivo celular a partir do material de restos ovulares. Para natimortos, o
cultivo pode ser realizado atraves de bidpsia de diversos tecidos. Todos os materiais citados
possuem células fetais viaveis para o cultivo celular e posterior analise dos cromossomos e/ou
extracdo de DNA (MAGALHAES, 2001).

O caridtipo apesar de ser considerado exame "padrdo ouro" para detec¢do de
alteracOes citogenéticas (BUI, 2007), possui algumas limitac6es. Dentre elas, esta a constante
iminéncia de uma contaminacdo por fungos ou bactérias durante o cultivo celular; a
dependéncia de células viaveis para a andlise e a dificuldade para obtencdo de indice mitético
satisfatorio. Contudo, o principal obstaculo é o tempo médio de 10 a 14 dias entre a coleta do
material, o cultivo celular e a liberacdo do resultado da analise cromossémica. Este longo
periodo de espera contribui para o estresse emocional e aumento da ansiedade dos pais (FAAS
et al., 2011), além de atrasar decisdes e condutas por parte da equipe assistencial, haja vista
determinadas sindromes apresentarem condicGes que requerem intervencdo imediata ao
nascimento e até mesmo acompanhamento ao longo da vida (BULL, 2020). As técnicas para
diagnostico pré-natal vém progredindo durante as Gltimas décadas e metodos alternativos
foram sugeridos para a rapida deteccdo de aneuploidias (RDAS) que ndo necessitam de cultura
celular e, que, consequentemente, demandam menor tempo na liberagdo dos resultados. Uma
das técnicas utilizadas por diversos centros médicos mundialmente é a PCR quantitativa
fluorescente (QF-PCR). Sua maior vantagem é a detec¢édo direta das principais aneuploidias
sem a necessidade de células vidveis e em divisdo celular, propiciando resultados em até 48

horas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALTERACOES CROMOSSOMICAS

Para o devido desenvolvimento do feto é necessario que haja estabilidade na estrutura
e no namero dos cromossomos, uma vez que qualquer desequilibrio pode alterar a expressdo
génica e acarretar em individuos fenotipicamente anormais ou até mesmo em
incompatibilidade com a vida. Os genes estdo dispostos nos cromossomos de maneira
ordenada, ou seja, uma alteracdo numérica pode aumentar ou diminuir as copias dos genes
presentes no cromossomo envolvido, podendo trazer graves consequéncias fenotipicas ao
portador (MALUF et al., 2011).

Estas alteracfes estdo classificadas em dois grupos: as numéricas, mais comuns,
encontradas nos cromossomos autossémicos 13, 18 e 21 e sexuais X e Y; e as estruturais, que
podem afetar um ou mais cromossomos, sejam eles autossémicos ou sexuais.

As alteragdes numéricas sdo classificadas em dois tipos: euploidias e aneuploidias.
Quando ha o envolvimento de todo o genoma, originando um conjunto hapléide a mais nas
células, além do conjunto normal de cromossomos, chamamos de euploidia. Esta condicdo é
incompativel com a vida na espécie humana. J& quando o nimero de cromossomos a mais nao
é¢ um multiplo exato dos numeros hapléides, ou seja, envolve apenas uma parte dos
cromossomos, chamamos de aneuploidia (MALUF et al., 2011).

Um erro durante a meiose pode ocasionar em um numero alterado de cromossomos
no oocito ou espermatozdide, fazendo com que o embrido ganhe um cromossomo extra
(trissomia) ou perca um cromossomo (monossomia) (KHANDEKAR et al.,, 2013). A
aneuploidia € a AC mais encontrada em nossa especie (MALUF et al., 2011), ameacando a
salde humana pela grave malformacdo de 6rgédos e tecidos, e déficit cognitivo (SUN et al.,
2017).

2.2 PROBLEMAS DE SEGREGACAO

A etiologia das AC ndo é bem definida, podendo ser originada a partir de problemas
na divisdo celular, ser influenciada por caracteristicas do meio ambiente e por fatores
genéticos (KHANDEKAR et al., 2013; CAPALBO et al., 2017). Com o advento da analise de
polimorfismos, introduzida no final da década de 80, foi possivel investigar a possivel origem
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das aneuploidias. Permitindo assim, identificar que apesar das aneuploidias sexuais
tipicamente derivarem da perda ou ganho de um cromossomo paterno, a maioria das
trissomias autossdmicas sao provenientes de erros ndo disjuncionais ocorridos na meiose |
materna (HAAL et al., 2006).

E na meiose onde os gametas haploides sdo gerados a partir de um complexo processo
que constitui em replicacdo do DNA e duas divisdes celulares ocorridas em 4 fases (préfase,
metafase, anafase e telofase), tendo como produto final quatro novas células haploides na
espermatogénese e uma célula hapléide mais um corpusculo polar na oogénese (STRACHAN
etal., 2002).

Problemas de ndo disjungdo dos cromossomos no momento da segregacdo para oS
polos sdo muito frequentes na oogénese e a idade materna avancada estd diretamente
relacionada a este evento (HASSOLD, 2001).

Diversos estudos apontam que os problemas de ndo disjuncdo estdo diretamente
relacionados ao processo de recombinacédo (crossing-over) dos cromossomos. O crossing-over
além de aumentar a variabilidade genética entre os individuos fortalece as conexdes fisicas
gue mantém os cromossomos homdélogos unidos com a formacdo dos quiasmas.
(MACLENNAN et al., 2015).

A ma segregacdo pode levar a problemas de ganho ou perda de algum cromossomo.
Embora todos os cromossomos possam sofrer problemas de ndo disjuncdo, alguns pares
parecem ter maior propensao para gque isso ocorra. Cromossomos com recombinacéo reduzida
ou aqueles em que os quiasmas sao distais parecem estar propensos a ma segregacao
(GABRIEL et al., 2010). Casos de trissomia do cromossomo 21 e dissomia do X de origem
paterna, e casos de trissomia dos cromossomos 15,16,18,21 e trissomia dos cromossomos
sexuais, de origem materna, parecem sofrer maior impacto com reducdes significativas de
recombinacdo. No entanto, iSso parece ser uma caracteristica pertencente a todos os casos de
trissomia derivados da meiose 1 (HASSOLD, 2001).

2.3  REARRANJOS CROMOSSOMICOS

Alteragbes cromossdmicas estruturais geram rearranjos cromossomicos que
envolvem a constituicdo inata dos cromossomos. Geralmente esses eventos ocorrem

guando ha a quebra de um cromossomo em dois locais diferentes seguidos de uma
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recombinacdo das partes quebradas, diferente da ordem original. Essas mudancas
constitucionais podem causar delecdes, duplicagdes, inversdes e translocacfes nos

Cromossomaos.

Os rearranjos podem ser definidos como balanceados, quando ndo hé alteracdo na
quantidade de material genético, e como nédo balanceados, quando ha a adi¢do ou perda de
material genético. Os portadores de rearranjos balanceados geralmente ndo sofrem algum
tipo de dano, porém possuem alto risco de gerar gametas com translocacfes néo
balanceadas e consequentemente prole com filhos afetados (NUSSBAUM et al., 2007). As
translocacbes balanceadas sdo comumente encontradas em casais com eventos de

abortamento de repeticdo e em homens inférteis (BONET et al., 2002).

Abortos espontaneos ocorridos antes da vigésima semana gestacional ocorrem em
cerca de 15 a 25% dos casos. Estima-se que 5% das mulheres terdo dois abortos
consecutivos e 1% terdo trés ou mais (KASER, 2018). As AC, sendo as trissomias as mais
comuns, sdo encontradas em cerca de 65% a 75% dos abortos espontaneos, e dentre essas,
as trissomias dos cromossomos 15,16, 18, 21 e 22 sdo as mais frequentes (MENASHA et
al., 2005).

2.4 TECNICAS MOLECULARES ALTERNATIVAS

O screening pré-natal € focado no rastreamento de anomalias cromossémicas pelo
fato de a maioria dos casos de mortalidade e morbidade ocorrerem neste periodo. A pesquisa
de AC por carittipo tornou-se rotineira para a pesquisa de aneuploidias, permitindo um
diagnostico definitivo antes da vigésima semana gestacional (HUI, 2019). E para tanto
exames invasivos como a amniocentese, coleta de vilosidades coribnicas e cordocentese sao
necessarios. Estes exames possuem risco de perda gestacional de 0,5%, 1% e 1,5%
respectivamente (MAGALHAES, 2001).

As técnicas moleculares vém ganhando espago nas ultimas décadas para RDAS,
otimizando trabalho e tempo. As técnicas moleculares amplamente utilizadas no diagnostico
pré-natal se dividem em duas categorias: as que estudam o genoma completo e as que
estudam regides cromossémicas especificas (WU et al., 2019).

A técnica molecular mais difundida é a de hibridizagdo in situ por fluorescéncia
(FISH). Esta utiliza sondas de DNA marcadas com fluorescéncia para deteccao de sindromes

de microdelecdo/microduplicacdo e desordens genéticas. Por ser locus especifica hd a
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necessidade do conhecimento prévio da sequéncia de DNA de interesse para que as sondas
sejam escolhidas de maneira adequada (MACHADO et al., 2012). Apesar de amplamente
utilizada no diagndéstico pré-natal é altamente trabalhosa por necessitar de varios processos
manuais (RIEGEL, 2014), o que por sua vez torna sua aplicabilidade inviavel para um grande
namero de amostras.

A Amplificacdo Multiplex de Sondas Dependente de Ligacdo (MLPA) € capaz de
determinar mais de 60 sequéncias de DNA gendmico em um unico ensaio multiplex. Ao
contrario da PCR tradicional, esta técnica ndo amplifica copias de DNA, mas sim as sondas
que se hibridizam ao DNA alvo. Para a detec¢cdo das principais aneuploidias pode-se usar o
kit SALSA P095, que contém oito sondas para cada cromossomo a ser analisado. Apesar de
simples e rapida esta técnica ndo é capaz de detectar mosaicismos de baixo grau, triploidias
femininas, translocacdes e inversdes (SCHOUTEN et al., 2019), além disso, o desempenho da
técnica pode ser afetado pela falta ou excesso de material, presenca de impurezas no DNA e
problemas de normalizag&o dos dados (SILVA et al., 2019).

Atualmente a Hibridizacdo Genémica Comparativa em Microarranjos (CGH-Array)
¢ um dos métodos mais poderosos para a deteccdo de anormalidades cromossémicas
estruturais especialmente duplicacdes, delecdes ou triplicagbes em qualquer regido do
cromossomo. Apesar de permitir a triagem de todo o genoma para variagcdes de nimeros de
copias em um Unico experimento, necessita de profissionais altamente treinados e protocolo
laboratorial muito especifico (RICKMAN et al., 2005).

Outra técnica molecular amplamente utilizada no diagnostico de aneuplodias é a

Polimerase Fluorescente Quantitativa (QF-PCR), cerne desta pesquisa.

2.5 POLIMERASE FLUORESCENTE QUANTITATIVA (QF-PCR)

O uso da técnica de QF-PCR para deteccdo de aneuploidias foi introduzido no inicio
dos anos 90 e, desde entdo, vem sendo utilizada por grandes centros em diversos paises
(MORAES et al., 2018). Esta técnica é capaz de amplificar curtas regifes com sequéncias
repetidas de DNA altamente polimorficas, chamadas short tandem repeats (STR) em até 48

horas, utilizando protocolo simples e de facil implementagéo.

Short tandem repeats ou microssatélites sdo sequéncias de unidades repetidas de até
6 pares de base em repeti¢cGes consecutivas de até 150 pares de base. Esses polimorfismos

possivelmente foram originados por um mecanismo de "retro deslizamento” de uma fita



filha sobre a fita molde durante o processo de replicagdo do DNA, de modo que a mesma
sequéncia foi duplicada. Estudos de hibridizagdo in situ localizaram os microssatélites em
regides especificas dos cromossomos. Boa parte se localiza proximo aos centrdmeros,
porém também podem ser encontradas nas extremidades cromossdmicas (teldmeros)
(LODISH et al., 2005).

Os STR encontrados nos cromossomos 13, 18, 21, X e Y séo amplificados, em um
unico ensaio de PCR multiplex, por iniciadores (primers) marcados com fluorocromos
capazes de se hibridizar a cadeia de DNA molde no inicio (5’ ou foward) ¢ no fim (3’ ou
reverse) do fragmento de DNA a ser amplificado. Apds a amplificacdo os produtos da PCR
sdo submetidos a eletroforese capilar em analisador automatico gerando bandas de
diferentes cores e tamanhos, representadas por picos, quando lidas por um software

apropriado. Este padréo refletird o status genético da amostra.

Para uma amostra normal dipl6ide, sdo observadas duas bandas de mesma
intensidade representadas por dois picos de tamanhos iguais na razdo 1:1 representativas
dos dois alelos respectivos ao cromossomo estudado; para uma amostra homozigotica,
ambos os alelos terdo o mesmo tamanho representado somente por um pico nhdo
informativo. Quando houver trés bandas com a mesma intensidade (1:1:1) ou (2:1) significa
que h& a presenca de um cromossomo extra (Fig.1). Dessa maneira é possivel detectar por
este método as trissomias autossdbmicas mais comuns: trissomia do 21 (Sindrome de
Down), trissomia do 18 (Sindrome de Edwards) e trissomia do 13 (Sindrome de Patau);
com este kit também é possivel detectar aneuploidias dos cromossomos sexuais X e Y, tais
como Sindrome de Klinefelter (XXY) e Sindrome de Turner (XO0).

A QF-PCR é um método quantitativo, ou seja, pode-se determinar o nimero

relativo a cada alelo calculando a razdo entre a area e/ou altura dos picos.

18
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A Heterozigoto normal 1:1
B . : :
’\).Ik Homozigoto ndgo informativo
C

Trissdmico trialélice 1:1:1

D
Trissdmico dialélico 2:1

Figura 1. Representacdo grafica do eletroferograma.

Fonte: adaptado de FAAS et al., 2011.
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3 JUSTIFICATIVA

A incidéncia de AC € cerca de 1 a cada 200 recém-nascidos, sendo que a maioria dos
fetos com alguma AC ndo sobrevive. 50% dos abortos espontaneos ocorridos durante o
primeiro trimestre da gestacdo estdo relacionados com alguma AC (KHANDEKAR et al.,
2013). Portanto, a investigacdo rapida e eficiente no periodo pré-natal torna-se essencial para
a investigacdo desses achados e para que a devida conduta seja tomada. Nem sempre essa
investigacdo pode ser realizada pelo método citogenético convencional, devido as
dificuldades que permeiam o cultivo celular. Sem essas informacdes o aconselhamento
genético apropriado torna-se complexo e a familia permanece sem conhecimento sobre as
condicgdes do feto ou sobre a probabilidade de sofrer 0 mesmo problema em uma gestacdo

futura.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a eficiéncia da metodologia QF-PCR em DNA de diferentes amostras fetais,
que ndo puderam ser analisadas previamente por técnicas citogenéticas,a fim de detectar
aneuploidias.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Padronizar a técnica de QF-PCR utilizando DNA existente em biorrepositorio de

pacientes cuja analise citogenética tenha sido concluida em material cultivado.

2. Aplicar esta metodologia (QF-PCR) em DNA extraido de diferentes tecidos fetais de
pacientes para 0s quais a analise citogenética ndo tenha sido concluida devido a falhas no

cultivo celular.
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5 METODOLOGIA

5.1 DELINEAMENTO

Estudo transversal.

5.2 POPULACAO DE ESTUDO

As amostras utilizadas neste estudo consistiram de aliquotas de DNA extraidas de
material para diagnostico pré-natal, (amnidcitos cultivados a partir de puncdo de liquido
amnidtico); e materiais para diagnostico pos-natal, (vilosidades coribnicas obtidas através de
material de aborto e biopsia de tecido de feto morto (corddo umbilical, tecido pulmonar e
sanguineo). Todas as amostras tiveram indicacdo de analise citogenética e eram provenientes
do Ambulatério de Diagndstico Pré-natal do Servico de Genética Médica (SGM) e

Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

O numero de amostras utilizadas (n=25) foi baseado em uma amostra de conveniéncia

a partir da disponibilidade de aliquotas de DNA armazenadas em biorrepositorio.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas neste estudo amostras de DNA extraidas de liquido amniético,
provenientes de mulheres com gestagdo de alto risco e presenca de malformacdes fetais em
ultrassonografia, histérico de filho anterior com cromossomopatias e/ou casais com
translocacdo balanceada. Para amostras de DNA extraidas a partir de vilosidades coridnicas
provindas de material de aborto foram selecionadas aquelas cuja paciente tinha historico de
mais de dois abortos espontaneos e para biopsia de natimorto, foram incluidas aquelas onde

houve feto morto sem causa aparente e com multiplas malformagdes.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Amostras fetais que ndo possuiam indicacdo de investigacdo de cromossomopatias.
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5.5 RISCOS ASSOCIADOS

N&o houve riscos associados ao estudo, uma vez que o material biologico utilizado ja
estava armazenado e disponivel para pesquisa. Houve, entretanto, o risco de quebra de
confidencialidade pela necessidade de acesso aos dados de prontudrio dos pacientes.

5.6 LOGISTICA

5.6.1 Escolha dos casos

Foi realizada uma busca nos registros dos ultimos 10 anos (2010 a 2020) do
Laboratorio de Diagnostico Pré-Natal, a fim de identificar casos onde o exame de cari6tipo
ndo foi realizado pela falta de sucesso no andamento do cultivo celular das amostras. Apos a
selecdo dos casos elegiveis para o estudo, uma busca no banco de DNA do Laboratério de
Genética Molecular foi realizada a fim de encontrar as aliquotas de DNA das amostras de
interesse armazenadas em biorrepositério. 25 casos foram selecionados como elegiveis para o
estudo. Cinco amostras com resultado de cariétipo estabelecido foram selecionadas para a
padronizacdo da técnica. Dentre elas havia: trissomia do 18; trissomia do 13; 45,X; 47,XXY e
duas amostras 46,XY. As amostras eram previamente conhecidas e seus resultados ndo foram

cegados.

5.6.2 Extracdo de DNA

As amostras de DNA foram extraidas no Laboratorio de Genética Molecular
utilizando o kit QlAamp Blood Mini Kit (Qiagen). O DNA foi eluido em um volume final de
50-200 pl de tampdo TE. A concentragdo e pureza foram medidas através do

espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) e armazenadas a -20°C.
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5.6.3 PCR multiplex

Foi utilizado o kit ChromoQuant® Star Optima 1 (Cybergene AB) conforme
recomendacdes do fabricante. Para a preparacdo do mix foram adicionados 4,8 ul do Reaction
mix 1 e 1,2 pl do Activator mix. Em seguida foram adicionados 4 pul de DNA com uma
concentragcdo entre 6-12 ng, totalizando um volume final de 10 pl para cada reagdo. O
material a ser amplificado foi submetido a 28 ciclos a uma temperatura de anelamento de
95°C.

Ao longo do estudo foram realizados 3 ensaios de PCR multiplex com diferentes
concentracdes finais de DNA, a fim de encontrar a concentracdo ideal para a adequada
quantificacdo dos picos. Foi adotada a concentracdo final de 1,5 ng de DNA como ideal. Os

ensaios ndo foram feitos em duplicata.

5.6.4 Marcadores

O kit ChromoQuant® Star Optima 1 contém 22 primers fluorescentes (marcadores)
em um anico tubo, capazes de se ligar a regides especificas dos cromossomos (STR) (Fig.2),
tornando a fluorescéncia diretamente proporcional a quantidade de copias alvo. Em apenas
um ensaio multiplex é possivel investigar as aneuploidias dos cromossomos autossdomicos 13,
18,21 e dos cromossomos sexuais X e Y, uma vez que o numero de copias amplificadas de
STR € indicativo do nimero de cdpias dos cromossomos de interesse.

Dentre os 22 marcadores, cinco foram usados na investigacdo de trissomia do
cromossomo 13, cinco do cromossomo 18 e seis do cromossomo 21. Para investigacdo de
aneuploidias sexuais seis marcadores foram utilizados e destes, dois amplificavam sequencias
apenas no cromossomo X (para presenca do cromossomo X), dois coamplificavam sequencias
nos cromossomos X e Y (para presenca de X e Y em amostras masculinas e X para amostras
femininas), um marcador no cromossomo Y (SRY) para determinacdo do sexo masculino e 1
(TAF9B) coamplificava sequencias nos cromossomos 3 e X (para presenca do cromossomo
X). A tabela 1 mostra a localizacdo e tamanho de pares de base (pb) respectivo a cada
marcador.Para que o resultado de uma amostra seja interpretado como citogeneticamente
normal ou anormal, é necessario que haja pelo menos trés marcadores com no minimo dois

picos informativos em cada cromossomo.
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Figura 2. Localizagdo dos marcadores moleculares nos cromossomos 13,18,21 e sexuais

Fonte: imagem adaptada de Genome Decoration Page
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Tabela 1. Localizagdo cromossémica dos marcadores e seus tamanhos em pares de base.

Marcadores Localizagao Cromossomo Tamanho pb
D138305 13g13.1 13 425-470
0135325 13q14.11 13 145-183
D135628 13g31.1 13 420-475
D135634 13921.33 13 380-445
D135742 13q12.13 13 230-326
D165391 18p11.31 18 135-185
B]ggg?g 18g12.3 18 450-505
D183076 18g11.2 18 416-461
02151246 18p11.31 18 166-201
D2181409 21q22.2 21 282-336
D2181435 21g21.2 21 294-324
02151447 21g21.1 21 150-210
D2151444 21g21.1 21 232-269
DXS6854 21g22.13 21 226-267
XHPRT Xg26.1 X 91-119
DXYS218 Xg26.1 X 358-401
Xp22.32 X 310-350

AMEL ¥p1l.3 Y

®p22.31-¥p22.1 X 104 (cromossomo X)

TAF9B Y¥pll.2 Y 112 {cromossomo )

3p24.2 3 205 (cromossomo 3)

SRY ¥gl3.1-g21.1 X 210 {cromossomo X)
¥p.11.31 ¥ 202-207

5.6.5 Outros marcadores

Para as amostras com indicagdo para investigacdo de abortamento de repeticdo foi
utilizado o kit ChromoQuant® Optima Plus contendo quatro marcadores para 0 Cromossomo
15 (D15S659, D15S652, D15S822, D15S195), quatro para o cromossomo 16 (D16S2616
D16S7548, D16S2621, D16S539) e quatro para o cromossomo 22 (D22S51045, D22S689,
D22S532, D22S686). O uso de marcadores nestes pares cromossémicos € indicado uma vez
que alteracdes nestes locais sdo encontradas com maior frequéncia nos casos de abortos de
repeticdo (MARQUI, 2018).
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5.6.6 Eletroforese Capilar

Os produtos amplificados pela QF-PCR foram analisados quantitativamente através de
eletroforese capilar no equipamento Genetic Analyzer (ABI 3500) no intuito de determinar o
numero de cdpias dos STR nos cromossomos de interesse. A matriz de calibracdo espectral
utilizada foi a HS-5 DYE com padrbes de matriz para os corantes 6-FAM (azul), HEX
(verde), Atto550 (amarelo/preto), Atto565 (vermelho) e Atto663(laranja). O padréo de

tamanho molecular utilizado foi 0 GS500.

5.6.7 Interpretacdo dos resultados

Foi utilizado o software GeneMarker VV2.6.3 para interpretacdo dos resultados. Por se
tratar de um método quantitativo foi possivel determinar o numero relativo a cada alelo
calculando a razdo entre a area e/ou altura dos picos, uma vez que as areas sdo representativas
da quantidade final do produto da PCR e as alturas maximas dadas também como parametro
de atividade fluorescente. A razdo de um pico normal deveria encontrar-se entre 0,8 e 1,4;
uma razao maior que 1,4 ou menor que 0,8 era indicativa de trissomia. Resultados entre 0,65 e
0,80 ou 1,4 e 1,8 foram considerados inconclusivos.

Cada marcador genético gera um padrdo em uma area definida com uma cor prevista
(azul, verde, amarelo/preto ou vermelho). Em individuos heterozigotos citogeneticamente
normais para os STR analisados, esperou-se encontrar a mesma intensidade de fluorescéncia
para os dois alelos, gerando uma razdo de pico de 1:1; para uma amostra homozigética, ambos
os alelos teriam o mesmo tamanho representado somente por um pico ndo informativo.
Quando houvesse trés bandas com a mesma intensidade (1:1:1 ou 2:1) significou a presenca

de um cromossomo extra.

5.6.8 Aspectos éticos

Foi solicitada a dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), uma
vez que as pacientes consentiram na coleta de material biologico de seus fetos para analise
citogenética e para uma futura analise molecular durante atendimento assistencial de rotina. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre sob o nimero 13966919.1.0000.5327. O estudo foi financiado pela Coordenacao de
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Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e pelo Fundo de Incentivo a
Pesquisa (FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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7 CONCLUSAO

Este método mostrou-se aplicavel em nossas amostras, porém para que pudéssemos
avaliar sua eficacia um namero amostral de maior impacto seria necessario. Além disto, pelo
fato de aliquotas de DNA extraidas estarem congeladas ndo é possivel saber as condi¢cdes das
amostras, principalmente quanto a presenca de sangue nas amostras de liquido amnidtico e
guanto a contaminacao por células maternas nas amostras de vilosidades coriénicas provindas
de material de aborto. Entretanto, levando em consideracdo que muitas destas amostras ndo
seriam analisadas devido a falha/contaminacdo nas culturas, torna-se atrativa nestes casos e
agregam qualidade ao diagnostico genético, sendo uma alternativa de facil realizacdo em

qualquer tipo de material bioldgico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo da técnica de QF-PCR apesar de difundida em diversos paises
desenvolvidos parece sofrer resisténcia dos centros de satide em usa-la como método Unico de
diagndstico, sendo utilizada em sua maioria concomitantemente ao cariétipo. Muitas sdo as
dificuldades que temos que enfrentar para que o Diagnostico Pré-Natal tenha o suporte
necessario para se atualizar e buscar novos metodos que melhorariam os desfechos
diagndsticos. Muitos ainda s&o os obstaculos que temos que desviar para alavancar essa area,
entretanto com esse trabalho demonstramos que a parte técnica é viavel e possivel em varios
tecidos fetais, e com isso podemos aconselhar muitos casais cuja gestacdo é altamente

ansiogénica.



