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INVESTIGACAO DE ABORTOS ESPONTANEOS
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Resumo

Os abortos séo frequentes na vida reprodutiva humana e podem ser do tipo espontaneo quando
ocorrem antes da 20% semana de gestacdo. O campo da citogenética, é aquele que estuda 0s
cromossomos e suas peculiaridades, através dele é possivel investigar as possiveis causas da
perda, possibilitando assim a obtencdo de respostas para alguns questionamentos advindos da
perda gestacional, principalmente para a mulher, além de ser uma ferramenta importante no
aconselnamento de casais. Trata-se de uma revisdo narrativa como o0 objetivo de elucidar a
importancia da realizacdo da citogenética convencional e molecular em perdas gestacionais
espontaneas, devido ao impacto social causado por este e a possivel contribuicdo através da
obtencdo de dados genéticos resultantes da investigacao, elucidando assim a importancia de tais
exames serem incluidos na rotina hospitalar.

Palavras-chave: abortos espontaneos; genetica humana; citogenética convencional,
citogenetica molecular.

THE APPLICATION OF CONVENTIONAL AND MOLECULAR CYTOGENETICS
IN THE SPONTANEOUS ABORTION INVESTIGATION

Abstract

Abortions are frequent in human reproductive life; they are called spontaneous as gestational
losses before the 20th week of gestation. The field of cytogenetics is the one that studies the
chromosomes and their peculiarities, in addition to being possible to investigate as possible
causes of the loss, thus making it possible to obtain answers to some questions arising from
gestational loss, especially for a woman, as well as an important tool in the couples advice. This
literature review aims to elucidate a value of the achievement of conventional and molecular
cytogenetics in spontaneous gestational losses, due to the social impact caused by this and
possible, by obtaining genetic data resulting from the investigation, thus elucidating a value of
such exams are Included in the hospital routine.

Keywords: spontaneous abortions; human genetic; conventional cytogenetic; molecular
cytogenetic.
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1 INTRODUCAO

O aborto corresponde ao término de uma gestacdo intrauterina clinicamente firmada,
antes que o produto de concepcéo atinja idade gestacional viavel (HELENO, 2009).

Segundo, RODINI et al., (2004) os abortos ocorrem em 75% dos casos entre 72 e a 152
semana de gestacgdo, sendo assim umas das intercorréncias médicas mais frequentes. As causas
dos abortos espontaneos sdo diversas e inclui varios fatores. No primeiro trimestre cerca 50%
das mortes fetais resultam de alteragdes cromossomicas. A incidéncia de perdas fetais varia de
6,5% a 30% em gestacdes reconhecidas clinicamente, considerando gestagcdes das quais as
perdas ocorrem antes do reconhecimento da gestacdo essa taxa aumenta para 33% a 67%
(TEIXEIRA et al.,2009).

As anomalias cromossdmicas sdo causadas por alteracbes no nimero ou estrutura dos
Cromossomos e podem envolver cromossomos autossomicos, Cromossomos sexuais ou ambos.
Na maioria das doencas cromossdmicas pode ser investigada pela realizacdo do cariotipo.
Entretanto, algumas anomalias estruturais podem passar despercebidas ao estudo
cromossdmico que utilize técnicas habituais de citogenética (FONSECA, 2013).

A investigacdo dos abortos espontaneos ocorre por meio da citogenética, chamada de
citogenética classica convencional, que tem como funcdo estudar 0os cromossomos, suas
implicacdes e constituicdo celular. Os cromossomos sdo estruturas visualizadas durante a
divisdo celular na fase da metafase (fase do qual o material genético encontra-se em estagio
mais condensado do ciclo celular), que carregam a informacdo genética de cada individuo.
Especificamente. O estudo da morfologia permite a visualizacdo e como consequéncia a
avaliacdo da estrutura cromossdmica estrutural e numérica, no qual é realizada a partir da
coloracdo convencional, onde os cromossomos podem ser organizados em conjunto de acordo
com tamanho e posicao do centromero. Mediante técnicas de bandeamento, é gerado um padréo
de bandas escuras e claras ao longo dos cromossomos, possibilitando a individualizacéo de cada
par cromossémico (CHAVES; NICOLAU, 2013).

Geralmente a investigacao através da citogenética convencional, resulta em um ndmero
significativo de casos sem resultado, além de ser uma investigacdo demorada. O motivo para
tais casos sem resultado explica-se, pois a citogenética convencional requer da disponibilidade
de células vivas, que estejam ainda em processo ativo de divisao celular, o que constantemente
sO é viavel através da cultura dos tecidos fetais a longo tempo em laborat6rio. Os erros na

cultura do material de aborto para investigacbes mais comuns sdo resultado dos tecidos



macerados, fixados em formol/alcool ou contaminados com bactérias e/ou fungos (PENA et al.,
2003).

A citogenética convencional combinada a Biologia Molecular, trouxe como resultado,
novas marcagdes cromossdmicas descritas agora na area nomeada de citogenética molecular
(CALASANZ et al., 2000). A citogenética molecular permitiu definir o motivo do aborto
mesmo se ocorrida a um longo tempo, isso porque é possivel sua realizacdo mesmo quando o
material de aborto esta4 em soro, alcool, formol, parafina e congelados (MORAES et al.,2005).

A recomendacgdo para a analise cromossdmica de material de aborto tem sido o
abortamento de repeticdo, quando € necessario distinguir se a causa da perda foi fetal ou
materna. Ndo ha davidas que o estudo dos cromossomos nestes casos seja a melhor maneira de
determinar a causa. Na presenca de cromossomopatias é possivel estabelecer a causa como fetal
e ndo € necessaria a investigacdo materna. No entanto, caso ndo seja observado alteracdo no
cariotipo fetal, havera a necessidade da investigacdo materna. Para um eficaz estudo de
anomalias cromossdmicas, evitando a elevada taxa de insucesso de cultura celular, sugere-se
uma combinacdo de técnicas de andlise citogenética que permita o estudo da totalidade do
cariotipo ou, pelo menos, das aneuploidias mais frequentemente implicadas como causa de
abortamentos espontaneos (BASTOS et al., 2014).

A investigacdo genética de abortos espontaneos geralmente ndo é incluida na rotina
hospitalar, pois se trata de ocorréncia frequente na vida reprodutiva dos casais, sendo somente
indicado e investigado aborto de casais que possuem histdrico de abortos recorrentes (ROLNIK
et al., 2010). A identificacdo da causa da perda fetal ajuda a estimar os riscos de recorréncia em
futuras gestacBes e promover aconselnamento genético para a familia (ZANE, 2016). Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi apresentar os metodos de diagndsticos na area da
citogenética convencional e molecular, demonstrando a importancia de sua realizacdo em

perdas gestacionais espontaneas.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho baseia-se em uma revisao de literatura no formato narrativo, que
segundo Cordeiro (2007) é um estudo que nao exige um protocolo rigido para a sua realizacéo,
possuindo uma captacdo de artigos aleatdria, sem uma fonte pré-determinada, apresentando
uma tematica mais livre quando comparada a revisao sistematica.

Para tal metodologia foi realizada uma pesquisa por meio dos bancos de dados
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bibliograficos PubMed, Google Académico e EBSCO HOST. Na busca, foram utilizadas as
seguintes palavras chaves: aborto espontaneo; citogenética convencional; citogenética
molecular; genética humana; abortos recorrentes; investigacdo perdas gestacionais e 0s mesmos
termos em inglés. Para cada busca, mais de 30 trabalhos foram encontrados. Foram
selecionados20 artigos que possuiam um titulo e resumo relevantes com o contexto do trabalho,

com publicacéo entre os anos 2000 a 2017.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Abortos genéticos

Abortamento é uma sindrome hemorréagica que finda com morte e/ou expulsao do feto,
antes que atinja a sua viabilidade. Os abortos podem ser classificados de diversas formas como
espontaneo, quando ndo ha fator que antecipe ou provoque, quando ndo ha acao firmada para
interrupcao da gestacéo, pode ser classificado como recorrente quando ha trés ou mais perdas
espontaneas consecutivas até a vigésima semana de gestacdo e também pode ser classificado
em relacdo a idade gestacional, que pode ser tardia quando ocorre entre a 122 e 222 semanas ou
precoce, quando ocorre até a 122 semana, onde representa 0 maior nimero de abortos relatados
(ZANE et al., 2016).

A incidéncia de perdas fetais, segundo a literatura, varia de 6,5% a 30% em gestacdes
reconhecidas clinicamente. Cerca da metade dos abortamentos espontaneos, ocorrem por
anomalias cromossémicas da concepc¢do sendo as aneuploidias as mais frequentes, trissomias
sdo observadas em 50 a 60%, seguidas pelas monossomia do X (15 a 25%) poliplodia (20 a
25%) (TEIXEIRA, 2009).

As trissomias conferem ao portador um ou mais cromossomos extra e trata-se da
cromossomopatia mais frequentes encontradas em materiais de aborto das alteracGes
citogenéticas. Dentre as trissomias, a que envolve o cromossomo 16 é a mais frequente e
corresponde a um terco das trissomias encontradas em abortos, seguida pela trissomia do
cromossomo 22 (responsavel pela Sindrome do olho de gato). As trissomias do cromossomo
21 (responsavel pela Sindrome de Down), do cromossomo 18 (Sindrome de Edwards) e do
cromossomo 13 (Sindrome de Patau) sdo também observadas com altas frequéncias (VIEIRA;
FERRARI, 2014).



3.2 Citogenética Convencional

A anélise microscépica dos cromossomos tem sido o padrdo-ouro para o diagndstico
das anomalias cromossdmicas desde o desenvolvimento da técnica do bandeamento G, no final
da década de 60. Resumidamente, apds o periodo de crescimento celular, € realizado o blogueio
das células em metéafase. Nesta fase, como a duplicacdo da molécula de DNA ja aconteceu, 0s
cromossomos exibem duas cromatides e o centrémero. A técnica inclui o rompimento da
membrana celular com uma solucgdo salina hipot6nica, fixacao e coloracdo (figura 1). A andlise
é realizada em, pelo menos, 15 a 20 células (MACHADO, 2010).

Figura 1: Preparagdo de células para analise citoldgica.
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Fonte: Bertuzi (2012).

Os cromossomos analisados sdo representados na forma de cariotipo onde sao
organizados e distinguidos, segundo seu tamanho, posicdo do centrémero e padrfes de bandas
obtidos ap6s o emprego de técnicas de coloracdo especificas (figura 2). Um caridtipo é dito
normal, segundo as regras de nomenclatura publicadas pela (International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) ao apresentar 46 cromossomos, sendo 0s cromossomos sexuais XX
para mulheres e XY para homens (MOREIRA, 2013).

Para melhor visualizacdo dos cromossomos, sdo utilizadas técnicas de bandeamento que
consistem na formacdo de padrdes de bandas especificos para cada cromossomo, do qual as
bandas claras intercalam-se com as bandas mais escuras, segundo a sua afinidade com o corante.
Essa diferenca entre bandas claras e escuras € resultado da composicao de bases nucléicas no
tempo do ciclo celular do qual ocorre a replicacdo, nUmero de genes, tipo de cromossomo e
sequéncias repetitivas (CARVALHO, 2009).



Figura 2: Cariotipo Humano normal, 22 pares autossémicos e um par sexual sendo XY em
homens e XX em mulheres. Técnica de bandeamento G.
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Fonte: Pro Criar (2016).

O Bandeamento G é uma tecnica da qual os cromossomos sdo submetidos a agdo de

uma enzima proteolitica, como a tripsina e em seguida sdo corados com colora¢do Giemsa. Sera
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obtido um padréo de bandas claras e escuras, sendo as escuras definidas como bandas G
(STRACHAN; READ, 2013). As bandas G séo as que se utilizam mais frequentemente em
qualquer laboratdrio de rotina, pois 0 método é simples de executar e a coloragdo é permanente
(OSORIO; ROBINSON, 2013). As Bandas R Ou Reverse ¢é o oposto do bandeamento G. Nesta
técnica hd uma desnaturacdo do DNA onde ha regibes ricas em AT (Adenosina e Timina)
através do calor e em solucéo salina e posteriormente sdo corados por Giemsa. Obtém-se entdo
bandas claras e escuras tipicas de cada cromossomo, inverso daquele obtido no bandeamento
G (MALUF; RIEGEL, 2011).

Nas Bandas T sdo utilizadas para corar segmentos terminais especificos dos
cromossomos. O material é colocado em calor severo antes da utilizagdo da coloragdo com
Giemsa e pode ser combinado com a utilizagdo de combinacdo de corantes padrdes com
corantes fluorescentes. Trata-se de um metodo baseado nas bandas R, uma vez que as bandas
T séo coradas mais intensamente (STRACHAN; READ, 2013).

Ja as Bandas Q sdo o primeiro método de diferenciacdo longitudinal. Baseado na
coloragdo com um corante fluorescente (mostarda de quinacrina) que ira se ligar a regides do
DNA ricas em AT. A observacéo se da através da fluorescéncia emitida usando luz ultravioleta.
Os cromossomos irdo se corar e formar um padrdo especifico de bandas brilhantes ou turvas.
Os cromossomos ndo necessitam de nenhum tratamento prévio o que possibilita a melhor
preservacdo da sua morfologia, o que torna esta técnica Util na identificacdo de heteromorfismos
que sdo alteracOes genéticas entre individuos de uma mesma espécie. As bandas Q séo as bandas
fluorescentes e elas marcam 0s mesmos segmentos que as bandas G. Esta técnica apresenta,
contudo, uma desvantagem: a fluorescéncia desvanece rapidamente. Assim sendo, para a
analise citogenética de rotina este método foi substituido por técnicas de bandeamento nédo
fluorescente (NUSSBAUM, 2008).

As Bandas C mostram-se a heterocromatina constitutiva que esta localizada nas regides
centroméricas dos cromossomos. A técnica envolve a desnaturacdo dos cromossomos com
solucdo de hidroxido de bario e em seguida € utilizado a coloracédo de Giemsa. As bandas C sdo
utilizadas para estudo de polimorfismos regido justa-centrométrica uma vez que nesta técnica
0 cromossomo é corado em regides especificas onde ha DNA com alta repeticdo (OSORIO;
ROBISON, 2013). Nas Bandas NOR, os cromossomos sdo corados em regides organizadores
nucleolares que costumasse encontrar nos bragos curtos dos cromossomas acrocéntricos, estas
regibes contém regides de DNA repetitivo e sequéncia de genes ribossdmicas. E feita a

utilizagdo Prata como corante, denominando assim método Ag-NOR-Banding. Essa técnica de
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bandeamento é importante, pois se mostra bastante Gtil na deteccdo de polimorfismos,
rearranjos e identificacdo de cromossomos marcados (MALUF; RIEGEL, 2011).

Apesar de o cari6tipo ser um exame completo e preciso, ele contém limitacbes como a
reducdo do poder de automatizacdo, 0 que exige bastante experiéncia dos técnicos que
realizardo a analise, demora na obtencdo de resultados devido a dependéncia do crescimento
celular (8 a 14 dias) além do risco de insucesso da cultura seja por contaminacdo ou pela
auséncia de crescimento celular (MOREIRA, 2013). Sendo assim, técnicas moleculares
apresentam grande vantagem diagndstica frente as técnicas convencionais. As técnicas de
bandeamento cromossdmico seriam as Unicas capazes de detectar simultaneamente erros

estruturais e numéricos em todos os cromossomos (SANTANA, 2012).

Figura 03: Diferentes técnicas de bandeamento cromossémico.
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Fonte: Adaptado Belo (2014).

3.3 Citogenética Molecular

A citogenética molecular compreende as técnicas de hibridacao in situ por fluorescéncia
(FISH), hibridacdo gendmica comparativa (CGH), reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
dentre outras e independe de divisdo celular (CHAUFFAILLE, 2005).

No caso em que ocorre falha no crescimento celular em materiais de aborto, é viavel
tentar obter o cari6tipo por meio de técnicas de biologia molecular. E importante especialmente
nos casos onde ha falha de crescimento celular, em abortamentos com grande risco para

cromossomopatias, como em casais que dispdem de antecedentes familiares com aneuploidias
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ou doencas génicas ligadas ao X. Outra vantagem dessas técnicas € aquisicdo de diagnostico
rapido das aberracdes cromossdmicas numéricas e das doengas ligadas ao sexo. A medida que
0 estudo citogenético tradicional necessita em média 20 dias para se obter um resultado, isto €,
os resultados da FISH e da PCR tornam-se disponivel em 24 a 48 horas (figura 4). A
desvantagem das técnicas de biologia molecular seria seu alto custo, além de ndo permitirem a

deteccdo de anomalias cromossdmicas estruturais ou mosaicismo (MORAES et al., 2005).

Figura 4: Comparacdo do método de citogenética convencional e Molecular.
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Fonte: Laboratorio Gene (2016).

3.3.1 Técnica de Hibridizacgao in situ - FISH

O desenvolvimento da técnica de hibridizacao in situ foi um marco na transicdo da
citogenética classica para a era da citogenética molecular, uma vez que possibilita a melhor
integracdo entre biologia molecular, genética molecular e citogenética convencional
(BRAMMER, 2007).

A técnica de hibridizacdo in situ possibilita identificar as sequéncias de DNA em
cromossomos meiotico ou mitético, sendo em fibras estendidas ou em nucleos interfasicos. O
FISH é capaz entdo de detectar aneuploidias presentes em materiais fetais mais comuns, por
isso € utilizada em teste pré-natal do qual inclui sondas especificas para determinados
cromossomos (ANDARI, 2015).
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Os passos para a realizacdo dessa técnica envolvem: a preparacéo de laminas, seguido
do isolamento e marcagdo da sequéncia de DNA alvo in situ e por fim, a hibridizagdo nos
cromossomos. O DNA marcado ira funcionar como uma sonda do qual teré funcéo de encontrar
as sequéncias do DNA cromossomal e complementa-la, chamada de DNA alvo. Para a
visualizag&o das regides que foram hibridizadas com sonda, é necessario associar um corante a

sonda e outro corante ao restante dos cromossomos, conforme figura 5 e 6 (BRAMMER, 2007).

Figura 5: Métodos de pintura cromoss6mica e base da FISH.
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Fonte: Kliegman, Jenson e Behrman (2013).

Figura 6: Cromossomo X anormal, identificado, presente no braco curto do cromossomo.

Fonte: Naoum (2001).

A técnica de FISH consiste no fato do DNA, ser formado por duas fitas complementares,

do qual é possivel desnaturar e renaturar de modo que voltem a ser fita dupla. Na fase de
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renaturacdo as sondas (DNA marcados com fluorocromos) disponiveis competirdo com as fitas
de DNA e ocorrerd a hibridizacdo na regido correspondente no interior da célula, isto €, in situ
(no sitio correspondente aquela sequéncia), o que permitird sua localizacdo precisa, tanto em
ndcleos interfasicos quanto em cromossomos (BRAMMER, 2007).

A técnica de FISH tem uma limitada capacidade de diagndstico, isso porque é uma
técnica de estudo direcionada aos cromossomos selecionados, também ndo é capaz de
diagnosticar alteracdes cromossdmicas equilibradas, isto é, quando o conjunto cromossdmico
possui 0 complemento normal de informages, todas as informacgdes genéticas estdo presentes,
porém acondicionadas de modo diferente. Outra desvantagem alto preco dos painéis de sondas
que resulta, na prética, a pouca utilizacdo da técnica de FISH (MOREIRA, 2013).

A aplicacdo da técnica de FISH na investigacdo de abortos espontaneos tem
possibilitado a visualizacdo de sequéncias especificas de acidos nucléicos em amostras e
materiais de aborto, FISH atualmente tem sido aplicada cada vez mais como coadjuvante da
citogenética, isto porque € um método rapido e seguro para detectar aneuploidias, sendo que as
sondas centroméricas habitualmente utilizadas s&o as dos cromossomos 13, 18, 21, 16, 22, 15,
XeY (MORAES et al.,2005).

3.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de PCR baseia-se na amplificacdo e deteccdo in vitro de regides de acidos
nucleicos especificos, por meio da técnica é possivel obter um nimero alto de copias de uma
sequéncia especifica de DNA que deseja estudar, a partir de uma fita molde (figura 7)
(CAMARGO, 2011).

A PCR oferece algumas vantagens como o fato de néo ser preciso isolar o DNA do qual
pretende ampliar, isso se deve a especificidade dos oligonucleotideos utilizados, é uma técnica
rapida e segura. Em desvantagens estd a necessidade de conhecer a sequéncia de DNA a ser
amplificado, para a sintese de oligonucleotideos especificos além de que a extensdo possivel de
amplificacdo é limitada em 2-300 kb (REGITANO, 2001).
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Figura 7: Passos da PCR.
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Fonte: (S6 Biologia, 2017).

Esta técnica possibilita em uma Unica reacdo de PCR detectar aneuploidias mais
comuns, exclusdo/deteccdo de triploidias e exclusdo/deteccdo de contaminacdo materna.
Contudo, é uma técnica que apenas permite identificar as anomalias que estdo a ser estudadas,
ndo detectando rearranjos cromossdmicos que envolvam regides fora das localizagGes dos STRs
(sequéncias cromossdmicas repetidas e altamente polimorficas) utilizados, nem alteracfes
equilibradas (MOREIRA, 2013). Nas investigacGes de abortos espontaneos a PCR tem sido
utilizada principalmente para a investigacdo das principais trissomias, da triploidia e da
monossomia do X (PENA et al., 2003).

3.3.3 “Multiplex ligation probe-dependent amplification —- MPLA”

O MLPA (Multiplex Ligation Probe-dependent Amplification) é uma técnica de
biologia molecular semi-quantitativa baseada no ensaio de PCR - Multiplex do qual o DNA que

se deseja estudar ¢ hibridizado utilizando sondas (sequéncias de DNA ligadas a fluorocromos)
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que ligam-se a sequéncias de DNA que sé&o complementares, permitindo entdo detectar
alterac6es no numero de copias ao nivel genomico, trata-se de uma técnica rapida e simples
(ANDARI, 2015). E uma técnica que possibilita detectar delecdes/duplicacdes em uma grande
variedade de regifes do genoma podendo ser utilizada 0 DNA ou mRNA, essa técnica consiste
na amplificacdo de um nimero grande de sequéncia de DNA (cerca de 40-45 ng) em uma Unica
reacdo como na figura 7 (CARVALHO, 2009).

Figura 7: llustracdo da técnica de MLPA. B, Deteccdo de uma delegdo envolvendo os éxons 1

e 2 do gene MENL e sonda controle.
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Fonte: Turnpenny e Ellard (2011).

Entre as vantagens do MLPA estd o nimero alto de analise das sequéncias em uma Unica
reacdo, facil execucdo e interpretacdo, reprodutivel, sensivel, pois requer apenas 40 ng de DNA,
rapida (resultado em 24 horas), precisa de poucos equipamentos para sua execucao, necessarios
apenas de um termociclador e sequenciador automatico. Em questdo de desvantagens esta a
impossibilidade de detectar triploidias no caso do sexo feminino, ndo detecta trissomias parciais
ou mosaico, desde que ndo se utilizem sondas localizadas nas regides das anomalias, ndo detecta
contaminacdo materna e anomalias estruturais equilibradas (CARVALHO, 2009).

Uma das aplicacbes desta técnica, tem sido a investigacdo pds-natal de alteracdes de
aneuploidias cromossémicas e no diagndstico de um niimero cada vez maior de sindromes de
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microdele¢do/microduplicacéo recorrentes, como a sindrome de DiGeorge e a Williams entre
outras, o que possibilita a substituicdo pouco a pouco a analise por FISH convencional
(KONIALIS et al., 2011).

3.3.4 Hibridizagdo Genémica Comparativa — CGH

A hibridizagdo gendmica comparativa (comparative genomic hybridization — CGH) foi
desenvolvida como método de rastreamento gendémico amplo, na tentativa de se identificar
desequilibrios no numero de cdpias do DNA, ou seja, as instabilidades gendmicas.
Desenvolvida em 1992, a técnica de CGH como mostrado na figura 8, consiste na hibridizacdo
competitiva de DNA teste e DNA normal, marcados com fluorocromos diferentes. A técnica
original utilizava metafases normais fixadas em lamina e é conhecida como CGH metafasico,

cromossémico ou convencional (MACHADO et al., 2012).

Figura 8: Técnica de hibridizagdo gendmica comparativa.
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Fonte: Padrédo (2016).

Tanto o MLPA quanto o FISH, sdo ferramentas de diagnostico de analise especifica,
por isso ndo dispensa a necessidade de um cariotipo para o diagnostico. Cada técnica possuem
suas vantagens e desvantagens necessario assim o conhecimento de cada técnica molecular e
sua aplicabilidade como mostrado no quadro 1. Devido as limitagdes do caribtipo, outras

técnicas moleculares foram criadas para melhorar a identificacdo de desequilibrios genéticos,
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uma dessas técnicas é a CGH (Array- Comparative Genomic Hybridization) (LINHARES,

2012).

Quadro 1 : Vantagens e desvantagens entre as técnicas de diagnostico molecular.

FISH

- Analise rapida
e facil.

- Possivel analise
em células
interfasicas

- Detecta varias
regides
subtelomericas
- Detecgéo
> 80kb.

VANTAGENS

- Limitada
capacidade de
diagnostico -
direcionado a
Cromossomos
selecionados;

- Néo detecta
alteracGes
cromossomicas
equilibradas;

DESVANTAGENS

- Alto custo
(painéis de
sondas).

Fonte: Linhares (2012).

PCR

- Técnica rapida e
segura;

-Detecta aneuploidias
comuns,
exclusdo/detec¢do de
triploidias e
contaminacao
materna.

-Precisa conhecer a
sequéncia de DNA a
ser amplificado -
sintese de primers
especificos.

- Né&o detecta
rearranjos
cromossomicos fora
das STRs.

MLPA

- Alto nimero de
analises das sequéncias
em uma Unica reagao.

- Facil execucédo e
interpretacao;
Reprodutivel;

- Sensivel (40 ng) de
DNA,
- Répida (24 horas);

- Poucos equipamentos:
termociclador e
sequenciador
automatico.

- Néo detecta triploidias
no sexo feminino;
Trissomias parciais;
Mosaicos;
contaminacdo materna e
anomalias estruturais
equilibradas.

CGH

- Analise
genomica

- Incapaz de
detectar
rearranjos
balanceados;
Rearranjos
balanceados.

- Dificuldade
de detectar
mosaicismos
baixos

A técnica de CGH tem como objetivo detectar diferencas nos nimeros de copias de

qualquer sequéncia de DNA de um individuo. Nesta técnica acontece uma hibridizacdo

competitiva de DNA teste e DNA normal, marcados com fluorocromos diferentes. As sondas séo

obtidas a partir de DNA do organismo do qual deseja se testar e de DNA de um organismo normal

do qual serdo marcados com flourocromos que emitem sinais fluorescentes diferentes, cor verde
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0 DNA do qual se deseja testar e vermelho o DNA do organismo normal. A técnica oferece
importantes vantagens sobre os métodos de citogenética convencional, pois, além de ndo ser
necessaria a obtencao de cultura celular, é possivel a analise do DNA extraido de diferentes tipos
de tecidos em parafina e hé a capacidade de investigar, em uma Unica analise, milhares de regifes
cromossdmicas, detectando perdas e ganhos cromossomicos submicroscopicos em um Unico
exame. O exame CGH permite o diagnostico clinico das anormalidades cromossémicas em uma
alta resolucdo e representa a integracdo da genética convencional e a molecular. Pode-se aplicar
0 método de CGH para a detec¢do de alteracbes no numero de cdpias variantes (CNV - copy-
number variations) em uma resolucao téo baixa quanto 1Kb de matrizes no genoma (PRATTE-
SANTOS et al., 2016).

Uma das principais aplicacdes do o CGH no diagndéstico de abortos é utilizacdo para o
estudo de alteracBes cromossomicas desequilibradas, em nivel de todo o0 genoma e com maior
resolucdo comparativamente a outras tecnologias. Deste modo, a sua utilizacdo tem vindo a
aumentar gradualmente no ambito do diagnéstico pds-natal e em situagbes pontuais no
diagnostico pos-natal (ANDRE et al.,2009).

4. CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo do aborto espontaneo permite esclarecer respostas para perguntas
advindas da perda para os familiares, justificando sua ocorréncia e, além disso, fornecem dados
que contribuem para area cientifica. Abortos ndo recorrentes acabam por ndo serem
investigados, pois considera-se que ndo ha justificativa por ser um evento comum na vida
reprodutiva humana, com isso dados e informacdes sao perdidos tanto para familiares quanto
para area cientifica. A investigacéo € realizada através da citogenética convencional, através do
bandeamento cromossémico, porém esta técnica tem suas limitacGes 0 que gera casos sem
respostas.

A citogenética molecular possibilitou a resolucdo de casos onde a citogenética
convencional ndo é possivel, pois ndo necessita de células em processo ativo de divisao celular.
Sendo assim, cada técnica apresentada possui suas vantagens e desvantagens, diante da
importancia da obtencdo de uma resposta plausivel para as perdas gestacionais, € importante
que as investigacOes das perdas gestacionais sejam adotadas como parte da rotina hospitalar, e
que haja também a possibilidade caso, ndo solucionado com citogenética convencional, a

associacdo com as técnicas de citogenética molecular.
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