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Abordagem citogenética e molecular em material de abortos espontaneos

Cytogenetic and molecular evaluation of spontaneous abortion samples
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RESUMO

Objetivos: avaliar o desempenho da citogenética e das técnicas de hibridizagao in situ fluorescente (FISH) e reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) no estudo das ancuploidias cromossomicas numéricas e na determinag@o do sexo fetal em
amostras de abortos espontancos. Métodos: duzentos ¢ dezenove amostras de produtos de abortos espontaneos foram
submetidas a estudo citogenético. Deste total, 40 amostras foram também submetidas a técnica de PCR-nested para a
determinacdo do sexo fetal: 32 foram selecionadas devido a falha de crescimento no estudo citogenético e oito foram
escolhidas ao acaso. Vinte amostras foram selecionadas para deteccao de aneuploidias cromossomicas pela técnica de
FISH, utilizando-se sondas para os cromossomos 13, 18,21, X e Y: 13 casos foram submetidos a FISH devido a falha de
crescimento no estudo citogenético e sete foram escolhidos ao acaso. Foi calculada a taxa de sucesso (obtengdo de
cariotipo) de cada técnica. Para comparago das taxas de sucesso foi utilizado o teste de %2, sendo considerados significantes
resultados com p<0,05. Foi avaliado o indice de acerto entre os resultados das amostras submetidas a mais de um exame,
tomando-se como padrdo-ouro o resultado do estudo citogenético. Resultados: houve crescimento celular em 84,9% das
amostras submetidas a analise citogenética. Em 51,1% dos casos foram encontradas altera¢cdes cromossdmicas: 65,2%
trissomias, 17,9% triploidias, 9,4% tetraploidias, 4,2% monossomia do cromossomo X ¢ 1,1% trissomia dupla, tetrassomia e
alteracdo estrutural. A trissomia mais freqiiente foi a do cromossomo 16 (39%). FISH e PCR tiveram taxa de sucesso de 90%,
nao diferindo significativamente do exame citogenético. Em todos os casos submetidos a mais de um exame os resultados
foram concordantes. Nas amostras com falha de crescimento celular no exame citogenético e submetidas a outra técnica, a
PCR obteve sucesso em 87,5% e a FISH em 84,6%. Conclusio: o estudo citogenético de restos ovulares de abortamentos
espontaneos teve elevada taxa de sucesso e evidenciou anomalias cromossomicas em mais da metade dos casos. As
técnicas de biologia molecular (PCR-nested e FISH) complementaram o estudo citogenético e permitiram a obtengao de
resultados seguros na detecgdo de alteragdes cromossdomicas numeéricas ¢ na determinagao do sexo fetal.

PALAVRAS-CHAVE: Aborto espontaneo/genética; Citogenética/métodos; Fluorescéncia em hibridizagao in situ; Reagdo
em cadeia da polimerase

ABSTRACT

Purpose: to evaluate the performance of cytogenetic analysis, fluorescent in situ hybridization (FISH) and polymerase
chain reaction (PCR) in the study of numerical chromosomal anomalies and in fetal sex determination of spontaneous
abortion material. Methods: cytogenetic analysis was performed on 219 spontaneous abortion specimens. Forty of these
cases were also submitted to fetal sex determination using nested-PCR. Thirty-two of these cases were selected due to failed
cytogenetic culture and the other eight were selected randomly. Twenty samples were submitted to the FISH technique,
using probes for chromosomes 13, 18,21, X and Y. Thirteen of these samples were selected due to failed cytogenetic culture
and the other seven were randomly selected. The success rates of each technique were compared using the %2 test and an
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established p<0.05 level of significance. The results of samples submitted to more than one test were evaluated for accuracy,
using the cytogenetic result as the gold standard. Results: cytogenetic analysis was successful in 84.9% of the samples
and in 51.1% of them the results were abnormal: 65.2% trisomy, 17.9% triploidy, 9.4% tetraploidy, 4.2% chromosome X
monosomy, and 1.1% each for double trisomy, tetrasomy and structural abnormality. The most frequent trisomy was that of
chromosome 16 (39%). The success rate of FISH and PCR techniques (90%) did nod differ significantly from the cytogenetic
analysis. In all cases submitted to more than one test, the results were identical to those obtained through cytogenetic
analysis. Samples that failed to grow on cytogenetic test and that were submitted to other techniques of molecular biology
had a success rate of 87.5 and 84.6% for PCR and FISH, respectively. Conclusion: cytogenetic analysis of spontancous
abortions had a high success rate and chromosomal anomalies were identified in over half of the cases. Molecular biology
techniques (PCR and FISH) complemented the cytogenetic study and proved to be reliable in the detection of numerical
chromosomal anomalies and in fetal sex determination.

KEYWORDS: Abortion, spontaneous/genetics; Cytogenetics/methods; In situ hybridization, fluorescence; Polymerase

chain reaction

Introdugao

Nos ultimos 45 anos a citogenética huma-
na vem despontando como importante método no
diagnostico de diversas doencas e também como
mais um recurso de medicina preventiva, gracas
ao surgimento do aconselhamento genético. Esti-
ma-se que as anomalias cromossdmicas sejam
responsaveis por mais de 60 sindromes
identificaveis, sendo mais comuns que todos os
distirbios monogénicos juntos'. As anomalias cro-
mossomicas afetam 0,7% dos nascidos vivos, 2%
das gestacoes em mulheres com mais de 35 anos
e estao presentes em 50% dos abortos espontane-
os do primeiro trimestre!.

O abortamento espontaneo é fenomeno co-
mum que compromete 15 a 20% das gestacoes?.
Estima-se que existam anomalias cromossoémicas
em aproximadamente metade das perdas fetais
ocorridas entre a 8% e a 15% semana’.

Até a década de 60, a investigacao das per-
das fetais limitava-se ao estudo clinico e anato-
mopatolégico. O advento da citogenética possibili-
tou a investigacdo de possiveis anomalias cromos-
sémicas nesses casos.

Gracas ao método de cultura direta desen-
volvido por Simoni et al. (1983)* o estudo
citogenético passou a ser realizado rotineiramente
pela maioria dos laboratorios de citogenética, po-
rém o resultado demorava 30 a 40 dias. O
surgimento da cultura semidireta em 1990, uma
modificacdo do método original, reduziu os custos
do exame e o prazo para obtencado de resultados,
atualmente disponiveis em 24 a 48 horas.

Diversos estudos®® apontam a importancia
do estudo citogenético dos restos ovulares e suge-
rem que antes de os ginecologistas submeterem
um casal que teve abortos a uma série de exames
complementares sofisticados para investigar pos-
siveis causas de perdas, seria fundamental anali-
sar o cariotipo dos abortos em questao.

A literatura reforca a importancia do estudo
citogenético em material de restos ovulares, evi-
denciando anomalias cromossomicas em metade
dos casos’™. Porém, em até 40% das culturas de
abortos nao ocorre crescimento celular, provavel-
mente devido a degeneracdo das vilosidades
coridnicas!®. A obtencao de tecido viavel € essen-
cial para a analise cromossomica. Portanto, pre-
coniza-se a obtencdo da amostra (vilosidade
corionica ou pele fetal) imediatamente apds o di-
agnostico da morte embrionaria ou fetal, nao se
ultrapassando sete dias dessa data'®. Infelizmen-
te, nem sempre essas condicoes ideais existem
na pratica médica.

Quando ocorre falha de crescimento celular
em material de abortamento, é possivel tentar a
obtencao do cari6tipo por meio de técnicas de bio-
logia molecular. Nos ultimos anos, com os avan-
cos do conhecimento e tecnologias nessa area, as
técnicas de hibridizacao in situ fluorescente (FISH)
e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)-nested es-
tdo sendo utilizadas em associacdo a analise
citogenética no diagnéstico pré-natal e de abor-
tos. Esses procedimentos aumentaram conside-
ravelmente o nivel de sensibilidade na deteccao
das aberracdoes cromossomicas, criando-se nova
area de estudo denominada “citogenética
molecular”.

O uso dessas técnicas complementares se-
ria importante especialmente nos casos de falha
de crescimento celular em abortamentos com alto
risco para cromossomopatias, por exemplo, em
casais com antecedentes familiares de aneuploi-
dias ou doencas génicas ligadas ao X ou naqueles
casos em que o ultra-som obstétrico evidenciou
feto hidrépico ou com anomalias estruturais.

Uma segunda vantagem dessas técnicas
complementares seria a obtencao de diagnéstico
rapido das aberracoes cromossomicas numéricas
e das doencas ligadas ao sexo. Enquanto o estudo
citogenético tradicional requer em média 20 dias
para ser concluido, os resultados da FISH e da PCR
tornam-se disponiveis em 24 a 48 horas. Apesar
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de teoricamente nao existir urgéncia na obten-
céo do resultado apés um abortamento, a rapidez
dos resultados pode auxiliar a reduzir a ansiedade
do casal.

Uma desvantagem dos exames de biologia
molecular seria seu alto custo, além de néo per-
mitirem a deteccao de anomalias cromossomicas
estruturais ou mosaicismo.

Em nosso meio, apesar de existirem alguns
trabalhos a respeito do estudo citogenético de res-
tos ovulares!!!?, ndo encontramos publicacoes
relatando o uso de técnicas de biologia molecular
no estudo de casos de abortamento.

Movidos pela escassez de dados nacionais,
decidimos analisar nossa experiéncia com o uso
das técnicas atualmente disponiveis para analise
genética de restos ovulares.

O objetivo deste estudo foi avaliar o desem-
penho da citogenética, da FISH e da PCR no estu-
do de restos ovulares de abortos espontaneos. Es-
pecificamente, avaliamos a taxa de sucesso de
cada um dos trés métodos na obtencao de resulta-
dos (cariotipo) e seu grau de concordancia, nos
casos submetidos a mais de um método. Um obje-
tivo secundario foi avaliar a frequiiéncia e a distri-
buicao de alteracdes cromossomicas em casos de
abortamento espontaneo.

Métodos

Este foi estudo retrospectivo que incluiu to-
das as amostras consecutivas (n=219) de abortos
espontaneos (com idade gestacional de até 20 se-
manas) provenientes do Hospital Sdo Paulo e da
Maternidade Santa Joana e enviadas ao Centro
Paulista de Medicina Fetal entre janeiro de 2001
e janeiro de 2002. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica da UNIFESP/Hospital Sao Paulo.

A idade das 219 pacientes variou de 18 a 44
anos, com média de 31,7 anos (£6,2 anos, desvio-
padrao). A idade gestacional média informada foi
de 10 semanas 4,5 semanas. As 219 amostras
foram submetidas ao estudo citogenético e 40 de-
las foram selecionadas para complementacao
diagnoéstica com biologia molecular (20 por PCR e
FISH e 20 s6 por PCR).

Todos os 40 casos submetidos ao estudo com-
plementar eram de alto risco, apresentando pelo
menos um dos seguintes: histéria de aborto de
repeticdo, historia familiar de anomalias cromos-
s6micas ou doencas génicas ligadas ao X, ou ano-
malias ultra-sonograficas sugestivas de
cromossomopatias.

Todos os casos sem crescimento celular no
exame citogenético (n=33) foram submetidos ao
estudo complementar, sendo 20 submetidos a PCR
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e 13 submetidos a FISH e PCR. Entre os casos com
crescimento celular no exame citogenético, oito
foram selecionados aleatoriamente para serem
submetidos também a técnicas moleculares.

Em todos os 219 casos, também foi realizado
o estudo histologico dos restos ovulares, a partir
de uma segunda amostra do material de aborto
fixada em formol. Esta amostra foi processada (mé-
dia de trés laminas por caso), corada com
hematoxilina-eosina e analisada pelo patologista
de forma habitual (avaliacdo histologica de
vilosidades, corddao, membranas, trofoblasto, feto
ou embrido e alteracdes adaptativas deciduais),
para determinar a provavel época de ocorréncia
do 6bito embrionario!®, dado este que foi utilizado
no esclarecimento da possivel causa da falha do
estudo citogenético.

Citogenética

Os restos ovulares foram encaminhados
para estudo citogenético em frasco estéril com 10
mL de soro fisiologico ou meio de cultura 199. O
tempo entre a coleta do material e o envio ao labo-
ratorio nao excedeu 48 horas e durante esse peri-
odo o material foi mantido refrigerado a 4°C.

O material de aborto ocorrido entre a 5% e a
132 semana gestacional foi inicialmente submeti-
do a cultura semidireta de vilosidade corionica (cul-
tura de 48 a 92 horas). Caso nao ocorresse cresci-
mento celular dentro desse prazo, o material era
submetido a cultura prolongada (cultura de 20 a 30
dias). Acima da 14° semana gestacional era sem-
pre realizada a cultura prolongada. Nesta técnica,
o material é inicialmente deixado em solucao de
tripsina por 30 minutos e depois semeado em cul-
tura, obtendo-se o crescimento celular dentro de
20 a 30 dias. Foram analisadas de 10 a 20 metafases
em dois microscopios (BX 40 - Olympus e Aristoplan
— Leica Leitz® com objetiva de 100X), sendo a mais
representativa capturada para a analise
computadorizada pelo sistema Leica Chantal®.

FISH

A técnica de FISH foi desenvolvida de acordo
com os trabalhos de Eiben et al.'* e Jobanputra et
al.’316 e padronizada com algumas modificacoes
do kit da marca Cytocell.

Nos casos sem crescimento celular no es-
tudo citogenético, naqueles com historia de abor-
tamento de repeticao ou naqueles com suspeita
ultra-sonografica de cromossomopatias, as lami-
nas foram descoloridas em trés séries crescentes
de alcoois: 70, 85 e 90%, e posteriormente iniciou-
se o pré-tratamento.

Apbs pré-tratamento, hibridizacao por 16 a
18 horas com as sondas dos cromossomos 13, 18,
21 X e Y e lavagem das laminas pés-hibridizacao,
elas foram coradas com 15 pL de 4’6’-diamino-2’-
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fenilindol (azul — DAPI) ou iodeto de propidio (PI),
cobertas com laminula e vedadas com esmalte.

A lamina foi deixada no escuro por 30 minu-
tos antes de ser analisada no microscopio de
fluorescéncia Aristoplan — Leica Leitz®, equipado
com filtros individuais para FITC (fluorocromo
isotiocionato de fluoresceina [480-525 nm]|, DAPI
e PI. Foram examinados de 100 a 150 nticleos e as
imagens digitalizadas foram analisadas pelo
software Q-FISH da Leica Image®.

PCR

Foi utilizada a técnica de PCR-nested, que
possui duas etapas de amplificacao, utilizando-se
de dois pares de primers por etapa. Foram
amplificadas simultaneamente a regidao homoéloga
dos cromossomos X e Y para a determinacdo do
sexo fetal. O fragmento do cromossomo X serviu
como controle interno, e o sucesso da amplifica-
cao dependeu da amplificacdo especifica do frag-
mento do cromossomo Y'7.

A extracao de DNA do material de aborto es-
pontaneo e a técnica de PCR-nested foram padroni-
zadas no Laboratorio Experimental de Biologia
Molecular do Departamento de Ginecologia da Es-
cola Paulista de Medicina da Universidade Federal
de Sao Paulo. Foi usado o kit de extracdo Miniprep
System da GIBCO, com algumas adaptacoes.

Na PCR-nested foram realizadas algumas
modificacées na ciclagem proposta por Schaaff et
al.'” e Lim et al.'®. Enquanto estes autores reali-
zaram 25 ciclos na primeira etapa e 30 ciclos na
segunda etapa da PCR, no presente estudo foram
utilizados 35 ciclos e 40 ciclos. Esta adaptacao foi
necessaria porque o numero de copias de sequién-
cia de DNA produzida com 25 a 30 ciclos foi muito
pequeno. O numero de ciclos foi gradualmente
aumentado e com 35 ciclos na primeira etapa e
40 ciclos na segunda etapa foi possivel visualizar
e amplificar os genes estudados. Os primers utili-
zados para determinacdo do sexo fetal foram os do
gene da amelogenina localizado no cromossomo X
(AMGX) para a primeira etapa da PCR-nested, sen-
do que a sequéncia do primer 1-AMG 3 era 5’-
CTTCCCAGTTTAAGCTCTGATG-3’ e do primer 2-
AMG 4 era 5-CCTTGCTCATATTATACTTGAC-3".

Na segunda etapa foram utilizados os primers
3 e 4! do pseudogene da amelogenina localizado
no cromossomo Y (AMGY). Suas sequiéncias eram
primer 3-AMG 5: 5’-CTCAGGGAGGTTCCATGA-3’e
primer 4-AMG 6: 5- TGAGAAAACCAGGGTTCC- 3.

Para visualizacao do resultado final, foi uti-
lizado gel de agarose 2%, corado com brometo de
etideo, e o produto final da PCR foi aplicado neste
gel (20 pL). Nos pocos das extremidades do gel fo-
ram aplicados 7 uL do padrao de pares de bases e
colocou-se para correr em cuba de eletroforese a
aproximadamente 90 volts. O gel foi fotografado

sucesso* 7

pelo sistema Kodak®.

Foram avaliadas as taxas de sucesso (obten-
cao de cariétipo) e falha (impossibilidade de obten-
cao de cariotipo) de cada uma das técnicas
(citogenética, FISH e PCR). A taxa de sucesso de
cada método foi calculada dividindo-se o ntimero
de amostras em que foi possivel determinar o
cariotipo pelo nimero total de amostras submeti-
das ao exame, multiplicando-se o resultado por
cem. Diferencas entre as taxas de sucesso dos
diversos métodos foram comparadas por meio do
teste do y?, sendo consideradas significantes dife-
rencas com p<0,05. Foi também avaliada a con-
cordancia dos resultados das amostras submeti-
das a mais de uma técnica. Foram comparados os
resultados das amostras submetidas a mais de um
exame, sendo o resultado do estudo citogenético
considerado como padrao-ouro.

Resultados

A Figura 1 apresenta os tipos de exames a
que foram submetidas as 219 amostras de restos
ovulares de abortos espontaneos. O crescimento
celular e consequentemente a determinacao do
cariotipo foi possivel em 186 das 219 amostras
submetidas ao exame citogenético, o que repre-
sentou uma taxa de sucesso deste exame de 84,9%
(186/219). Em todos os 33 casos em que nao hou-
ve crescimento celular, o estudo anatomopatolo-
gico confirmou a retencdo do concepto por mais
de sete dias apds seu Obito. Dentre as 33 amos-
tras sem crescimento, em 1 nao havia material
suficiente para extracao de DNA e as outras 32
foram submetidas a PCR. Houve sucesso (ampli-
ficacdo na PCR) em 28 desses casos, resultando
portanto em taxa de sucesso de 87,5% (28/32) nas
amostras com falha de crescimento celular no
exame citogenético. Treze das 33 amostras sem
crescimento no exame citogenético foram também
submetidas a FISH e ocorreu hibridizacdo em 11
desses casos. Portanto, a taxa de sucesso da FISH
nas amostras com falha de crescimento celular
no exame citogenético foi de 84,6% (11/13).

Exame citogenético 219
\

\ |
Crescimento 186

Sem crescimento 33
\ |
FISH PCR FISH PCR
7 8 13 32

sucesso* 8

sucesso 11 insucesso2 sucesso 28 insucesso 4

Figura 1 - Seqiiéncia de exames a que foram submetidas 219 amostras de restos ovulares.
*Sucesso com FISH: hibridizagao, sucesso com PCR: amplificagéo. FISH = hibridizagao
in situ fluorescente; PCR = reagdo em cadeia da polimerase.
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A PCR foi também usada em oito casos em
que houve crescimento no estudo citogenético e
em todos ocorreu amplificacao. Avaliando o desem-
penho geral da PCR, observamos que das 40 amos-
tras de restos ovulares submetidas ao exame, hou-
ve amplificacdo em 36, o que resultou em taxa de
sucesso total de 90% (36/40). Nas 36 amostras com
amplificacdo, o sexo foi apontado como feminino
(presenca de um unico fragmento de 323 pb) em
65% e masculino (dois fragmentos amplificados de
323 pb e 142 pb) em 35%. Houve concordancia no
resultado do sexo fetal nas oito amostras subme-
tidas tanto ao estudo citogenético como a PCR.

A FISH foi também usada em sete casos em
que houve crescimento no exame citogenético, e
em todos os casos os resultados foram concordan-
tes. Avaliando o desempenho geral da FISH, obser-
vamos que dos 20 casos submetidos ao exame,
em 18 ocorreu hibridizacao, resultando portanto em
taxa de sucesso geral de 90% (18/20). Nas 18 amos-
tras com hibridizacdo, o cariétipo foi normal em 14
e anormal em quatro: dois casos de trissomias, um
de triploidia e um de monossomia do X.

As taxas de sucesso geral dos trés métodos,
84,5% no estudo citogenético, 90% com FISH e 90%
com PCR (Tabela 1), ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (p = 0, 41 e 0,39,
comparando FISH e PCR com o estudo citogenético).

Tabela 1 - Desempenho de trés métodos na obtengéo de carittipos em material de
aborto espontaneo.

Sucesso*
Método n (%) p
Citogenética 186/219 (84,9) -
FISH 18/20 (90,0) 0,41
PCR 36/40 (90,0) 0,39

*Crescimento no estudo citogenético, hibridizacéo na FISH, amplificagdo na PCR. FISH
= hibridizagéo in situ fluorescente; PCR = reacéo em cadeia da polimerase.

Tabela 2 - Distribuicéo das alteragbes cromossémicas encontradas em 95 casos de
abortamento com cariétipos anormais no estudo citogenético.

Tipo de alteragédo n (%)
Trissomias 62 65,2*
Triploidia 17 17,9*
Tetraploidia 9 94
Monossomia X 4 472
Trissomia dupla 1 1,1
Tetrassomia 15 1 11
Alteragéo estrutural 1 1,1

* Mostradas na Figura 2.

Figura 2 - Cariétipos representativos das alteragdes cromossémicas mais freqiientes
nos abortos espontaneos. A: cariétipo representativo de trissomia do cromossomo 16
(47,XY+16); B: cariotipo representativo de trissomia do cromossomo 22 (47,XY,+22); C:
cariétipo representativo de trissomia do cromossomo 15 (47,XY,+15); D: cariétipo
representativo de triploidia (69,XXY).
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A Tabela 2 apresenta as anomalias cromos-
somicas especificas detectadas pelo estudo
citogenético. As trissomias mais frequiientes foram
as do cromossomo 16 (39%), do 22 (21%) e do 15
(9%) (Figura 2A, B, C, D).

Discussao

Utilizando técnica de cultura semidireta de
vilosidade coridnica obtivemos 6timo indice de
crescimento celular (84,9%), comparavel aos da
literatura, que se situam entre 71 e 80,2%°. Em
todos os nossos casos de falha de cultura celular,
o exame histolégico apontava que o Obito tinha
ocorrido ha mais de sete dias.

O estudo citogenético evidenciou que em
praticamente metade dos casos de abortamento
espontaneo existiam anomalias cromossomicas,
sendo 68% de aneuploidia, 26% de euploidia e 1%
de alteracao estrutural. Kalousek?® observou
aneuploidia em 67% dos seus casos de aborto e
euploidia em 23%.

Diversos trabalhos indicam que as
trissomias mais freqlientes em restos ovulares séao
as dos cromossomos 16, 22, 13 e 215111°, Obtive-
mos resultados semelhantes, com predominio da
trissomia do cromossomo 16 (39%), seguida pela
do cromossomo 22 (21%), do 15 (9%) e dos
cromossomos 21, 13 e 18 (7% cada uma). A fre-
quéncia relativamente baixa de trissomias duplas
e tetrassomias obtida em nosso material foi se-
melhante aos 0,21 a 2,6% observados por outros
autores®?® que estudaram perdas fetais. A inci-
déncia de 4,2% de monossomia do cromossomo X
contrasta com a média de 10% observados por ou-
tros autores®>!%11.19 Essa diferenca pode ser decor-
rente dos diferentes métodos de cultura
(semidireto e longa duracao). Nas culturas de lon-
ga duracao, segundo alguns autores!'?!9, a
monossomia do cromossomo X pode ser mais bem
visualizada. Outro fator relevante seria a idade das
pacientes. Enquanto a idade média de nossas pa-
cientes com monossomia do X foi de 33 anos, as
de Ohno et al.?! tinham 29 anos.

Nas ultimas décadas a biologia molecular
vem despontando como nova frente de investiga-
cao. Esses procedimentos tém mostrado importan-
tes aplicacoes em especialidades médicas como
neurologia, oftalmologia, ginecologia, obstetricia
e medicina fetal. A FISH permite visualizar se-
quéncias especificas de acidos nucléicos em pre-
paracodes celulares, material fixado em parafina,
tumores, embrides e blastomeros. Por ser método
rapido e seguro para detectar aneuploidias, atual-

mente a FISH tem sido cada vez mais utilizada
como auxiliar da citogenética em diagnostico pré-
natal e nos casos de aborto espontaneo. As sondas
centroméricas habitualmente utilizadas sédo as dos
cromossomos 13, 18,21, 16,22, 15, X e Y'*'5,

Neste estudo, 13 casos com falha de cultura
foram submetidos a FISH e em 11 (84,6%) a
hibridizacdo teve sucesso, permitindo a identifi-
cacao de anomalias cromossémicas em trés amos-
tras. Estes achados evidenciam a importancia da
utilizacdo dessa técnica complementar nos casos
de falha de cultura, especialmente nos casos de
alto risco, conforme recomendado na literatu-
ra12,14,21'

Uma das limitacoes da FISH é sua incapaci-
dade de detectar anomalias estruturais ou
mosaicismo, porém esses achados sao bastante
raros nos casos de abortamento. Um segundo in-
conveniente da FISH é seu custo de 75 a 240 dola-
res, que, somado ao custo do estudo citogenético
convencional (30 a 80 doélares), limitaria a sua
utilizacdo. Preocupados com esses custos, alguns?
sugeriram que a FISH s6 deveria ser oferecida em
casos selecionados de abortos espontaneos, como
por exemplo diante de suspeita clinica de mola
hidatiforme?2.

Enquanto utilizamos a FISH em restos
ovulares a fresco, a maioria dos trabalhos empre-
ga material incluido em bloco de parafina?>??, o
que dificulta a comparacao dos resultados. Utili-
zando sondas centroméricas dos cromossomos 1,
16, 18 X e Y em 18 amostras de abortos fixados em
parafina, Van Lijnschoten et al.?° concluiram que,
embora a qualidade do material a fresco seja supe-
rior, a FISH pode ser empregada em estudo de
material de aborto ja processado.

A aplicacao da técnica de FISH pode também
auxiliar nos casos de mola hidatiforme??. Em nos-
so estudo tivemos um caso com suspeita clinica
de mola hidatiforme, cujo resultado anatomopato-
légico foi mola parcial; a PCR evidenciou sexo
masculino e a FISH, trés sinais para o cromosso-
mo 18, dois para o cromossomo X e um para o Cro-
mossomo Y. O resultado citogenético confirmou a
presenca do cariétipo triploide (69, XXY).

A técnica de PCR tem a vantagem de rapi-
damente permitir a amplificacdo enzimatica de
uma pequena seqiiéncia de DNA e a desvantagem
de ser necessario ter o conhecimento prévio da
sequéncia que se pretende estudar. Realizamos a
PCR em duas etapas, por isso denominada PCR-
nested, na qual trabalhamos com dois pares de
oligonucleotideos, um que corresponde ao gene
AMGX da amelogenina localizado no cromossomo
X e o outro ao pseudogene da amelogenina locali-
zado no cromossomo Y.
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A taxa de sucesso da PCR em amostras com
falha de crescimento foi elevada (28/32, 87,5%).
Nao encontramos na literatura trabalhos que ava-
liassem o sexo fetal em material de aborto usando
a PCR-nested.

Em concluséo, este estudo evidenciou que
em 80-90% das amostras de abortamentos espon-
taneo encaminhadas, foi possivel determinar-se
o cari6tipo por meio do estudo citogenético, da FISH
e da PCR. As técnicas de FISH e PCR foram impor-
tantes nos casos sem resultado no estudo
citogenético (devido a falha de crescimento celu-
lar): permitiram a obtencdo de resultado em mais
de 80% desses casos. A concordancia dos resulta-
dos entre os trés exames reforca o valor e
confiabilidade das técnicas de biologia molecular
como auxiliares da citogenética para o estudo do
cariotipo em material de abortamento. Assim como
apontado na literatura, a taxa de anomalias cro-
mossoOmicas em casos de abortamentos esponta-
neos é elevada em nosso meio.
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