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RESUMO

Rossetto, C. F. R Avaliagdo do Bandeamento Cromossémico por Digestao
enzimatica e Tratamento com Solug¢ao Tampao Citratado. 2015. 60 f. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2015.

A Citogenética humana é o estudo dos cromossomos, sua estrutura e sua
heranca, aplicado a pratica da genética médica. Ha& quase 50 anos as anomalias
cromossdmicas, alteracbes microscopicamente visiveis no numero e/ou na estrutura
dos cromossomos, podem ser responsaveis por uma seérie de condi¢cdes clinicas
denominadas aberragbes cromossGmicas, que constituem uma categoria de
doengas genéticas constitucionais ou adquiridas. Diversas alteragdes foram
descritas em doengas genéticas e doengas neoplasicas de origem hematoldgica,
auxiliando no diagnéstico, prognostico, classificagdo e monitoramento da doenga. O
objetivo do presente estudo foi padronizar a técnica classica em citogenética através
da avaliagdo do bandeamento G pela digestdo enzimatica com ftripsina e pela
desnaturacdo com tampéao citratado em alta temperatura, auxiliando na visualizacao
do caridtipo. Neste estudo utilizamos amostras de sangue periférico de individuos
normais. A cultura celular foi realizada pelo método de cultura in situ, seguindo a
metodologia de Moorhead et al. modificada (1960). Em todos os casos foram obtidas
metafases adequadas para analise e o indice mitdtico foi satisfatorio. Os resultados
obtidos pelo emprego de diferentes técnicas de bandeamento cromossémico
revelaram que o bandeamento G pela acdo enzimatica da tripsina embora
considerado padrdo-ouro € mais sensivel, trabalhoso e ocorre com um numero
maior de tentativas devido a variabilidade do tempo para que ocorra a degradagao
das proteinas, sendo necessario o retrabalho tornando-se ineficiente em amostras
com baixo indice mitético e aumentando consequentemente o custo do exame.
Enquanto o bandeamento pela técnica utilizando tampao citratado em alta
temperatura € simples, produtivo, agil e de menor custo.

Palavras-chave: Bandeamento cromossémico; Cariétipo; Citogenética.



ABSTRACT

Rossetto, C. F. R. Evaluation of Chromosome banding by enzymatic digestion
and treatment with Buffer citrated. 2015. 60 f. Thesis (Master) - Faculty of

Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu , 2015 .

Human Cytogenetics is the study of chromosomes, their structure and their
inheritance, applied to the practice of medical genetics. For nearly fifty years the
chromosomal abnormalities, microscopically visible changes in the number and / or
structure of chromosomes, may be responsible for a number of clinical conditions
known as chromosomal aberrations, which are a category of constitutional or
acquired genetic diseases. Several amendments were described in genetic diseases
and neoplastic diseases of hematologic origin, aiding in the diagnosis, prognosis,
classification and monitoring of the disease. The aim of this study was to standardize
the classical technique in cytogenetics by evaluating the banding G by enzymatic
digestion with trypsin and by denaturation with citrate buffer at high temperature,
assisting in the karyotype view. In this study we used peripheral blood samples of
normal individuals. Cell culture was performed by culturing in situ method, following
the method of Moorhead et al. modified (1960). In all cases appropriate metaphases
were obtained for analysis and the mitotic index was satisfactory. The results
obtained by using different chromosome banding techniques revealed that the G
banding by the enzymatic action of the trypsin although considered the gold standard
it is more sensitive, cumbersome and it occurs with a larger number of retries due to
a variability of the time for degradation of the proteins, requiring rework, this way
becoming inefficient in samples with low mitotic index and consequently increasing
the cost of the exam. While the banding technique using citrate buffer in high
temperature is simple, productive, agile and less expensive.

Keywords: chromosome banding; karyotype; Cytogenetics.
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1.0 INTRODUCAO
1.1 Historico

O termo Citogenética atualmente refere-se a todo e qualquer estudo
relativo ao cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no
que diz respeito a sua morfologia, organizagao, fungédo e replicagdo, quanto a sua
variagao e evolucdo (GUERRA, 1988).

O inicio da citogenética humana foi atribuido a Walter Flemming, em 1882
que publicou ilustragdes dos cromossomos humanos em mitose. Em 1890, David
Von Hansemann descreveu informacdes sobre a relagdo entre anormalidades
cromossdmicas e o desenvolvimento do cancer. Quase 25 anos apdés as
observacgdes iniciais de Hansemann, Theodor Boveri postulou a teoria mutacional
do cancer, dizendo que aberragbes cromossémicas seriam responsaveis pelo
comportamento maligno das células cancerosas. Hansemann e Boveri foram os
principais pesquisadores sobre a relacdo entre alteragdbes cromossdOmicas,
tumorigénese e malignidades. Seus estudos datados de 1890 e 1914,
respectivamente, foram os primeiros com observagdes relevantes sobre a origem e
desenvolvimento do cancer (HARDY; ZACHARIAS, 2005).

Em 1952, Tao-Chiuh Hsu estudando células em solugao hipotbnica
observou uma separagao adequada dos cromossomos, possibilitando a definicdo de
46 cromossomos como 0 numero correto nas células somaticas humanas (TIJO;
LEVAN, 1956). A seguir, Lejeune e colaboradores estudando cromossomos em
cultura de pacientes portadores de Sindrome de Down, observaram a presenca de
um cromossomo extra em suas ceélulas. Estes descreveram a primeira aberragao
cromossdmica numérica envolvendo um dos menores cromossomos, sendo referida
como a trissomia 21, presenga de 47 cromossomos em vez de 46 nas células
somaticas levando a descrever a primeira doenga genética conhecida (MALUF;
RIEGEL, 2011). Neste mesmo periodo anomalias dos cromossomos sexuais
também foram observadas pela primeira vez por Ford e colaboradores, relataram
que mulheres com Sindrome de Turner apresentavam 45 cromossomos,
aparentemente um unico cromossomo X e Jacobs e Strong, em pacientes com

disfuncao sexual relataram a presenca de um cromossomo sexual extra tanto no
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sexo feminino quanto no sexo masculino denominada Sindrome de Klinefelter
(JACOBS; STRONG, 1959).

Em, 1960, Moorehead e colaboradores publicaram um método para
preparacdo de cromossomos a partir de cultura de linfécitos com algumas
modifica¢des, este vem sendo aplicado nos laboratorios de citogenética de todo o
mundo. Neste periodo foi descrita uma alteracdo cromossémica relacionada a uma
doencga neoplasica: o cromossomo Philadelphia (Ph), observado em pacientes com
leucemia mieloide crénica (L.M.C.) e, mais tarde, reconhecida como uma

translocacao equilibrada ou reciproca, entre os cromossomos 9 e 22.

Desde entdo passou-se a estudar os cromossomos, suas estruturas,
heranca, fungdo, comportamento bioldgico, patolégico e hereditariedade, assim
milhares de alteragdes cromossémicas nos diversos canceres hematolégicos foram
descritas, totalizando mais de 46000 catalogadas. Pela primeira vez um defeito

genético especifico que estava ligado a um cancer, foi descrito.

A partir da década de 70, a citogenética humana teve um notavel
desenvolvimento na medida em que as analises cariotipicas puderam ser

aprofundadas, devido ao emprego de técnicas de bandeamento cromossémico.

Em, 1976, Yunis introduziu a técnica de bandeamento cromossémico com
alto poder de resolugdo na analise cromossdmica, o que permitiu a identificagao

individual de cada cromossomo, além da deteccao de aberracbes cromossdmicas.

Diversos avancos nas técnicas de cultura, analise e a introducdo de
metodologias permitiram as investigagdes citogenéticas e o estudo citogenético €
uma das ferramentas mais tradicionais em genética humana, utilizada para a
deteccdo de aberragdes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais capazes de
auxiliar no esclarecimento etiolégico de varias condigdes morbidas, tais como:
cancér, aborto espontaneo, retardo mental e sindromes malformativa no diagndstico,
prognostico, classificagdo da doenca, monitoramento do tratamento e
acompanhamento da doenca (BARCH; KNUTSEN; SPURBECK, 1997).
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1.2 Estrutura e Classificacdo dos Cromossomos Humano

Os cromossomos (Kroma=cor, soma=corpo) que se encontram dentro dos
nucleos das células, sdo filamentos espiralados de cromatina constituido pelo DNA e
diversos tipos de proteinas, formado por bases nitrogenadas, entre elas as purinas,
representadas pela adenina e guanina, e pelas pirimidinas, representadas pela
citosina e timina (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014) (Figura 1).

Figura1: Cromossomo formado a partir de DNA representado pelas bases nitrogenadas.

Cromossomo

Guanina

As gquatro bases Timina

Citosina

Esqueleto de
agucar
(carboidrato) e

Adenina
/ fasfate

Fonte: sobiologia.com.br/biogenoma.php

O estudo da morfologia dos cromossomos por fixagdo e coloragao
permite na divisao celular identificar durante a metafase e anafase, 46 cromossomos
agrupados em 23 pares. Destes, 22 sdo cromossomos autossomos e 2 sdo sexuais:
XX no sexo feminino e XY no masculino. O cromossomo metafasico € formado por
duas cromatides irmas, uma delas oriunda do processo de duplicagdo da cromatina.
As cromatides se encontram presas por uma regiao delgada, chamada de constricao
primaria ou centrbmero, principal estrutura, que desempenha uma importante
funcdo na divisdo celular como a regido na qual, as fibras do fuso se fixam, sendo
um ponto de referéncia citolégico basico (MALUF; RIEGEL, 2011) (Figura 2)
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Figura 2: Cromossomo

Cromatide

Teldmero "_\l p—

Satélite

Constrigio ="

Secundaria Centrémero ou

Constrigdo Primaria

Brago
Cromossdmico

x-l. .z Constrigdo
e
-, q:%’ 7 Secundéria

N/

Teldmeros

Fonte: citogenética/cromossomometafasico

O centrdbmero divide a cromatide em dois bragos cromossOmicos,
denominados em brago curto ou “p” (do francés petit = pequeno) e brago longo ou
“‘q” (por ser a proxima letra do alfabeto). Os bragos s&o indicados pelo numero do
cromossomo seguido da letra “p” ou “q” (BARCH; KNUTSEN; SPURBECK,1997;
THARAPEL,1999; THOMPSON et al, 1993).

Com base na localizagao do centrdbmero os cromossomos humano podem
ser classificados em: metacéntricos, onde o centrbmero esta localizado na porgéo
mediana do cromossomo, em consequéncia tanto o brago longo como o bracgo curto,
apresentam tamanhos semelhantes; o0s submetacéntricos, o centrbmero é
excéntrico e apresenta bragos de comprimento nitidamente desiguais; os
acrocéntricos, o centrbmero esta localizado préximo a uma das extremidades,
denominada de telédmero. O acrocéntrico caracteriza-se por apresentar um apéndice
denominado de “satélite” (THOMPSON et al., 1993) (Figura 3).



19

Figura 3: Classificagdo dos cromossomos em relagdo ao centrdmero

.
» Brago curto (p)
Saténe
v ' -
® —3 Centromero J Eraco-oua 1) \{ —gp COnsingao
. \ —gp Centrdmers - \s»:-cur‘.dana
Pediculo
Brago longo (q) ; ou haste
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Fonte: Citogenética Humana (Maluf; Riegel,2011)

A primeira classificagdo formal dos cromossomos humano foi feita na
Conferéncia de Dener em 1960 e subsequentemente aprimorada como na
Conferéncia de Londres (1963), na Conferéncia de Chicago (1966) e na Conferéncia
de Paris (1971). Posteriormente, devido ao desenvolvimento de inumeras técnicas
citogenéticas, houve a necessidade cada vez mais de se atualizar e unificar
rapidamente a nomenclatura cromossémica, através de regras precisas
estabelecidas pelo Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética
(ISCN,1995).

Os pares de cromossomos autossomos sao numerados de 1 a 22 em
ordem decrescente de tamanho e os cromossomos sexuais recebem a notacao X e
Y. Os pares cromossémicos, incluindo os sexuais, sao reunidos em 7 grupos

designados pelas letras de A a G.

Dentro de cada grupo, a identificagcdo individual dos cromossomos é
possivel somente quando se emprega técnicas de bandeamento cromossémico
permitindo uma distribuicdo de bandas ao longo do cromossomo (ISCN,1995),
distinguindo-o entre eles. Para a distribuicdo nos diferentes grupos, deve-se

obedecer os seguintes critérios:
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GRUPO A — Compreende os pares de cromossomos 1, 2 e 3 (Figura 4). O
par 1 € metacéntrico, o 2 é submetacéntrico e o 3 é também metacéntrico, porém de

tamanho menor que o par 1.

Figura 4: Cromossomos 1, 2 e 3 - banda G, idiograma e banda R.
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Fonte: http://atlasgeneticsoncology.org/ Claude Léonard, Jean-Loup Huret

GRUPO B - Inclui os pares 4 e 5 que sao submetacéntricos (Figura 5). O
tamanho de seus bracgos curtos equivale a 1/3 de seus bracgos longos. Os dois pares
de homodlogos nao sao distinguiveis morfologicamente entre si.
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Figura 5: Cromossomos 4 e 5 - banda G, idiograma e banda R.

Fonte: http://atlasgeneticsoncology.org/ Claude Léonard, Jean-Loup Huret

GRUPO C - Compreende 15 cromossomos no homem e 16 na mulher,
pois o cromossomo X € incluido nesse grupo (Figura 6). Sdo metacéntricos ou
submetacéntricos, sendo dificil a identificagao individual dos mesmos. Contudo, por
serem 0s maiores do grupo, os pares 6 e 7 sao freqlientemente identificados, assim
como o X, cujo tamanho esta entre os pares 7. e 8. Algumas vezes, um dos
elementos do par 9 (raramente ambos) pode ser reconhecido, devido a uma

constrigdo secundaria proximal nos bragos longos.

Figura 6: Cromossomos 6 ao 12, incluindo o cromossomo X - banda G, idiograma e banda R.
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GRUPO D — Compreende trés pares de acrocéntricos de tamanho médio
(Figura 7). Sdo cromossomos portadores de constricdo secundaria e satélite nos
bracos curtos, porém nem sempre visiveis. Os pares 13, 14 e 15 ndo sao

distinguiveis morfologicamente entre si.

Figura 7: Cromossomos 13,14 e 15 - banda G, idiograma e banda R.
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Fonte: http://atlasgeneticsoncology.org/ Claude Léonard, Jean-Loup Huret

GRUPO E - Inclui trés pares de cromossomos dos quais o 16 é
metacéntrico enquanto o 17 e 18 sado submetacéntricos (Figura 8). O par 16 é
identificado morfologicamente, 0 que nem sempre acontece com os demais, embora

o par 17 tenha os bragos curtos ligeiramente maiores que os do par 18.

Figura 8: Cromossomos 16,17 e 18 - banda G, idiograma e banda R.

"

HECHEEE

Puwwnue osyeovee

GRUSRBEOLARG bk

RLEEEAR SN




24

L3 FEA S I lﬁﬁﬁﬁgm L )

Fonte: http://atlasgeneticsoncology.org/ Claude Léonard, Jean-Loup Huret

GRUPO F - Inclui os pares 19 e 20. (Figura 9). Sdo os menores

cromossomos metacéntricos, ndo distinguiveis morfologicamente entre si.

Figura 9: Cromossomos 19 e 20 - banda G, idiograma e banda R.
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Fonte: http://atlasgeneticsoncology.org/ Claude Léonard, Jean-Loup Huret

GRUPO G — Compreende 4 cromossomos na mulher e 5 no homem, pois
o cromossomo Y esta incluido neste grupo (Figura 10). Os pares 21 e 22 e 0 Y séo
0s menores acrocéntricos. Os pares 21 e 22 apresentam constricdo secundaria e
satélite, nem sempre visiveis, nos bragos curtos. Nao € possivel a distingdo
morfolégica desses dois pares. O Y € identificavel em muitos casos pelo tamanho
maior ou menor que o dos outros autossomos, bem como pela posigao paralela dos
bracos longos. O cromossomo Y se caracteriza também pela auséncia de constricao

secundaria e satélite, ndo participando da associagéo de acrocéntricos.

Figura 10: Cromossomos 21, 22 , incluindo o cromossomo Y - banda G, idiograma e banda R.
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Fonte: http://atlasgeneticsoncology.org/ Claude Léonard, Jean-Loup Huret

1.3 Aberragdes Cromossémicas

As aberragbes cromossOmicas constituem uma categoria importante de
doencgas genéticas, respondendo por uma proporgado significativa dos insucessos
reprodutivos, malformagdes congénitas e retardo mental (GARDNER,;
SUTHERLAND, 1996). As aberragdes cromossémicas de maior ocorréncia tém
permitido o esclarecimento das alteragdes genéticas, dos padrées de evolugao
cariotipica e revelado os danos cromossémicos relacionados com as doencas
humanas, contribuindo como uma importante ferramenta no prognéstico e
diagndstico clinico (HENG et al., 2006).

Quanto a origem das aberragdes cromossémicas, sabe-se que resultam
de quebras cromossémicas espontaneas ou induzidas por agentes mutagénicos. As
quebras nas extremidades tendem se unir, podendo originar uma deficiéncia ou uma
reorganizacgao estrutural do cromossomo durante os estagios da mitose ou meiose

do ciclo celular.

As aberragdes cromossémicas sao alteragbes estruturais (perda de
pedacgos ou inversdes) ou alteragdes numéricas (falta ou excesso) de cromossomos
nas células. As mesmas podem ocorrer em um ou mais Cromossomos autossomos,
cromossomos sexuais ou em ambos (THOMPSON et al., 1993; MOTTA, 2000).

1.3.1 Aberragdes Cromossémicas Numéricas

As aberragdes cromossOmicas numéricas ocorrem quando correspondem
ao aumento ou a perda de um ou mais cromossomos, sdo mais faceis de serem
observadas, mesmo em espécies com Cromossomos muito pequenos e NUMerosos,
e tém efeito mais drastico para o individuo e para a evolugao da espécie. (GUERRA,
1988). Correspondem a mudangas no numero dos cromossomos, resultantes de

erros na distribuicdo dos cromossomos durante a fase de divisdo celular e no
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processo meidtico podendo produzir células com auséncia de alguns cromossomos

ou com presenca. Classificam-se em: euploidia e aneuploidia.
1.3.1.1 Euploidia

Euploidia sao alteragcdes cromossOmicas numéricas que se caracterizam pela
alteracdo de todo um conjunto de cromossomos. E uma aberracdo que resulta de
um processo chamado poliploidia, em que os cromossomos duplicados nao se
separam durante a anafase das divisdes celulares. Assim, formam-se mais de dois
conjuntos completos de cromossomos, ou seja teremos conjuntos triploides (3n),
tetraploides (4n), hexaploides (6n), que resultam em anomalias fenotipicas
(NUSSBAUM et al, 2004).

1.3.1.2 Aneuploidia

Aneuploidia  envolvem alteracbes no numero cromossOmico, que nao
representem multiplo exato do valor haploide. Nesta aberracdo cromossOmica
numérica estdo denominadas as sindromes genéticas, sendo a mais comum a
Sindrome de Down ou trissomia do cromossomo 21 (presenga de um cromossomo
extra) (GRIFFITHS et al., 2009) e a Sindrome de Turner ou monossomia do
cromossomo X (auséncia de um cromossomo) (GARDNER; SUTHERLAND, 1996).

1.3.2 Aberragdes CromossOmicas Estruturais

As aberragbes cromossOmicas estruturais incluem todos os tipos de
quebras e alteragbes dos cromossomos e sdo usualmente divididas em quebras do
tipo cromossémico ou do tipo cromatidico (ALBERTINI et al., 2000). Esse tipo de
disturbio pode ser definido como rearranjo nao equilibrado ou nao balanceado
quando ha perda ou adicdo de material genético e rearranjo equilibrado ou
balanceado, quando ndo ha modificagdo na quantidade do material genético
(THOMPSON et al, 1993).

1.3.2.1 Rearranjos Cromoss6micos Nao Balanceados

Nos rearranjos nao balanceados ha alteracbes no numero de genes,
onde o fendtipo é anormal. Sdo exemplos destas alteragcdes, as delegdes
cromossdmicas, as duplicagdes, 0 cromossomo em anel, 0 iSOCcromossomo € 0s
cromossomos dicéntricos (BEIGUELMAN, 1982).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Poliploidia
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1.3.2.1.1 Delegdo CromossOmica

Segundo Thompson et al. (1993) e Lewis (2004) delegédo € a perda de
um segmento cromossémico, resultando em desequilibrio da composigao génica. A
delecdo cromossdmica resulta de quebras cromossémicas ou perda de fragmento
cromossdmico que podem ser de dois tipos, terminal: quando as quebras acontecem
em uma da extremidade do cromossomo ou intersticial: quando ocorrem duas
quebras com a perda da parte intercalar a estas duas quebras, seguidas da reuniao
das extremidades quebradas o que constantemente leva a perda de material

genético. (Figura 11).

Figura 11: Formacao de cromossomo com delecao. Par do cromossomo 5 — Sindrome de Cri-du-
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Fonte:http.//www.sobiologia.com.br/Genetica/genesnaoalelos10.php

O portador de uma delegéo cromossOmica apresentara um cromossomo
normal, e o seu homologo, com delegdo. As quebras cromossdmicas podem ser
determinadas por agentes externos fisicos, radiacbes ionizantes e podem ser

consequéncia do préprio metabolismo da célula (BAMSHAD, 2010).
1.3.2.1.2 Duplicagdo Cromossdmica

A duplicacdo é uma repeticdo anormal de um segmento cromossémico
qualquer (Figura 12). Em geral, as duplicagdes parecem produzir fenétipos menos
prejudicial do que a delecao, podendo ser originada por crossing-over, uma troca de
material genético entre cromossomos homologos desigual ou por segregagao

anormal da meiose em um portador de uma translocagédo ou inversdo. Embora na


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossomas_hom%C3%B3logos
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literatura existam varios relatos de duplicagbes, o mecanismo de formacédo ainda
necessita de esclarecimentos (SCHINZEL, 2001).

Figura 12: Formagao de cromossomo com segmento duplicado.
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Fonte:http.//www.sobiologia.com.br/Genetica/genesnaoalelos10.php

1.3.2.1.3 Cromossomos em Anel

A formacdo de um cromossomo em anel € uma alteragao estrutural
resultante de duas quebras simultdneas em um Unico cromossomo que ocorre nas
extremidades do cromossomo (brago curto e brago longo) e uma subsequente fusao
das extremidades rompidas (Figura 13). Segundo Thompson et al. (1993) os
cromossomos em anel sdo bastante raros, no entanto ja foram detectados em todos

0Ss cromossomos humanos.
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Figura 13: Formacao de anel cromossémico
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Fonte:Genética Médica, Bamshad,2010

1.3.2.1.4 Isocromossomo

O isocromossomo € um cromossomo no qual um brago estd ausente e o
outro encontra-se duplicado a maneira de uma imagem no espelho (NUSSBAUM et
al. 1993). Acontece quando a divisdo dos centrbmeros ocorre transversalmente,
quando deveria ocorrer longitudinalmente, em consequéncia, 0S Cromossomos
resultantes apresentam dois bragos duplicados e auséncia do outro braco.
Constituem uma delecdo e uma duplicagdo, simultdneas e podem ocorrer nos
cromossomos 6p, 7q, 99 e 17q. A presenca do i (99q) em leucemia linfoblastica
aguda (L.L.A.) pode ser encontrado como uma anomalia Unica ou em combinagao
com numero diferentes de anomalias cromossdmicas (SHIPPEY; LAWLOR,;
SECKER-WALKER, 1989) (Figura 14).

Ainda que a base da formacdo do isocromossomo nao seja conhecida
com precisao, documentou-se dois tipos de mecanismos: erro na divisao através do
centrdbmero na meiose Il e translocagdo de um brago de um cromossomo para seu
homologo na borda proximal do outro brago, adjacente ao centrébmero, havendo a

duplicagdo de um unico brago cromossémico.
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Figura 14: Formagao de isocromossomo

Fonte:http://atlasgeneticsoncology.org//Anomalies/i9qID1066.html

1.3.2.1.5 Cromossomos Dicéntricos

Cromossomos dicéntricos sao cromossomos que apresentam dois
centrébmeros, pela juncdo de dois segmentos cromossémicos. S&o eventos raros e
em virtude de seus dois centrbmeros, os cromossomos dicéntricos tendem a
quebrar-se na anafase; contudo, se os dois centrébmeros estiverem préximos, ou se
um for inativado, um cromossomo dicéntrico pode ser estavel (THERMAN et al.,
1974).

1.3.2.2 Rearranjos Cromoss6micos Balanceados

Nos rearranjos balanceados ocorrem mudangas na localizagdo dos
genes sem haver perda de material genético e as informagdes genéticas
permanecem inalteradas, sendo que os rearranjos cromossdmicos balanceados sao

classificados em: inversdes e translocagdes.
1.3.2.2.1 Inversao Cromossémica

Inversdo € a ocorréncia de quebras em duas posicdes e 0 segmento

intermediario gira em um angulo de 180° e a sua consolidagado ocorre em posi¢ao
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invertida do fragmento ao restante do cromossomo (Figura 15). As inversdes podem
envolver quebras de um mesmo brago cromossdmico, ser paracéntricas, ou
inversdes pericéntricas quando o fragmento cromossémico invertido envolver o
centromero (THOMPSON et al., 1993).

Figura 15: Figura representativa da formacgé&o de inversao cromossémica

Inversao

Fonte:http.//www.sobiologia.com.br/Genetica/genesnaoalelos10.php

1.3.2.2.2 Translocagao Cromossdémica

As translocagdes cromossbmicas consistem em trocas de segmentos
entre cromossomos ndo homoélogos (GUERRA, 1988) (Figura 16). Um gene de
fusdo pode ser criado quando a translocagao se une a outros dois genes separados,
este evento é comum no cancer. Isto €& detectado na citogenética ou em
um cariétipo das células afetadas. Existem dois tipos principais de translocacao

cromossdmica: translocagao reciproca ou a translocagao Robertsoniana.

As translocacgbes reciprocas sao geralmente uma troca de material entre
cromossomos nhao homologos. Elas sdo encontradas em cerca de 1 em cada 625
recém-nascidos (VAN DYKE et al., 1983).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cari%C3%B3tipo
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transloca%C3%A7%C3%A3o_Robertsoniana
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Figura 16: Figura representativa da formagéo de traslocagdo cromossémica
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Fonte:http.//www.sobiologia.com.br/Genetica/genesnaoalelos10.php

As translocacbes Robertsonianas envolvem dois cromossomos
acrocéntricos que se fundem préximo a regidao do centrébmero com perda dos bragos
curtos. O caridtipo humano resultante tem apenas 45 cromossomos devido a unido
de dois cromossomos. As translocagdes Robertsonianas ja foram observadas
envolvendo todas as combinacbes de cromossomos acrocéntricos. Ohno e
colaboradores, 1961 observou que ha uma tendéncia para cromossomos
acrocéntricos em formar um nucléolo comum durante a mitose e postularam que
translocagdes Robertisonianas, poderiam ocorrer durante mitose ou meiose | como
resultado da troca cromatica entre acrocéntricos que foram associados pelos

mesmos nucléolos.

Algumas doengas humanas podem ocorrer devido a translocagoes:
cancer, principalmente leucemia mieloide aguda e leucemia mieloide crénica,
infertilidade e uma pequena porcentagem de portadores da Sindrome de Down
(MALUF; RIEGEL, 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cari%C3%B3tipo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transloca%C3%A7%C3%B5es_Robertsonianas
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leucemia_miel%C3%B3ide_aguda
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leucemia_miel%C3%B3ide_cr%C3%B4nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Infertilidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_de_Down
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1.4 Citogenética Classica

A citogenética classica se iniciou em 1902, com a hipétese de que os
fatores responsaveis pela transmissao de caracteristicas estavam localizados nos
cromossomos, formulada por Boveri e Sutton (LACADENA, 1996). Sendo esta
uma das metodologias mais tradicionais em genética humana, utilizada para a
deteccao de alteragdes cromossémicas numeéricas e estruturais as quais estao
associadas a determinadas doengas e sindromes genéticas.

Para se estabelecer o numero de cromossomos presentes em uma célula é
necessario que, durante a preparagdo da amostra, a célula seja rompida e os
cromossomos se espalhem pela lamina. Isso era praticamente impossivel antes
de 1956 onde todas as preparacdes resultavam em cromossomos sobrepostos.
Um procedimento extremamente simples, o tratamento das células com uma
solugao hipotdnica (choque hipotdnico), permitiu a observagdo inequivoca dos
cromossomos humanos permitindo Tijo e Levan, neste mesmo ano, publicarem
que células pulmonares de embrido humano tém 46 cromossomos. A partir dessa
mudangca nos métodos de preparagcdo, a citogenética classica inicia seu
desenvolvimento e torna-se uma das areas de pesquisa predominantes desde a
década de 70.

Varios tipos de tecidos humanos podem ser usados para a preparagao dos
cromossomos e posterior analise do caridtipo. A escolha do tecido depende do
tipo de paciente, propésito do diagndstico e da indicacdo clinica.
Consequentemente, as técnicas de cultura de tecidos tem se tornado parte
integrante e fundamental da pesquisa cromossémica. O sangue é o tecido mais
utilizado para o diagndstico citogenético, devido a grande variedade de casos
clinicos que podem ser elucidados com o cariétipo. A medula 6ssea também
passou a ser utilizada devido o desenvolvimento dos estudos citogenéticos em
relacdo as doencas hematologicas. Estes estudos genéticos ajudam no
diagndstico, prognéstico e na terapia das diferentes leucemias (MALUF; RIEGEL,
2011).

Qualquer que seja o tecido utilizado para a preparagédo cromossémica,
este deve crescer em uma cultura de curta duragdo, 48 a 72 horas. Entretanto,

algumas variagdes nas condi¢des das culturas tém sido adotadas para maior e mais
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rapida proliferacdo celular, bem como maior quantidade de células mitéticas e

melhor resolugdo dos cromossomos.

As técnicas de citogenética classica compreendem a cultura de linfocitos

com bandamento G.
1.4.1 Cultura de Linfécito do Sangue Periférico

A cultura de linfécitos para a obtencdo de metafases se baseia na técnica
de Moorhead et al. (1960). As melhores células para o cultivo sdo os leucdcitos,
mais especificamente os linfocitos T, por serem capazes de se dividir com maior
facilidade e estarem em maior concentracio na circulagao.

O meio de cultura ideal utilizado para a cultura de linfocitos € o Roswell
Park Memorial Institute, RPMI 1640. Para que as células sejam cultivadas este meio
deve conter nutrientes e fatores de crescimento. O mesmo € suplementado com
soro bovino fetal e como medida adicional de segurancga, penicilina e estreptomicina
também sao adicionados. Faz-se necessario ativar e induzir a proliferacdo de
linfocitos humanos in  vitro adicionando fitohemaglutinina (PHA), lectina
de Phaseolus vulgaris (NOWELL, 1960).

As células do sangue periférico sao cultivadas a 37°C, em uma atmosfera
de 5% de CO2 por um periodo de 72 horas.

A diviséo celular apds 72 horas é interrompida pela adi¢gdo de colchicina,
KaryoMAX®, por 40 minutos. Esta substancia impede a formacdo do fuso
acromatico estagnando as divisdes celulares na metafase, etapa onde os
cromossomos estdo mais individualizados e condensados, sendo mais apropriada
para analise do cariétipo. Apds a agao da colchicina a cultura é transferida para

tubo conico, quando entdo sera iniciado o processo de coleta e fixagdo das células.

A cultura celular € submetida a uma solugao salina hipoténica (KCI) por
um periodo de 15 a 20 minutos, provocando inchago e separagido dos

Cromossomos.

O material é lavado com acido acético e metanol na proporgao de 1:3 por
no minimo trés vezes para limpar os restos de citoplasma. Apds a ultima lavada do

material, retiramos o sobrenadante, deixando pellet suficiente para pingar 2 a 3
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gotas, em no minimo, 10 laminas. As laminas sdo armazenadas em estufa de 60°C.
Este periodo é necessario para que as laminas “envelhecam”, tornando melhor a
resolucdo das bandas dos cromossomos. Ha diversas formas de preparar laminas

para analise citogenética e todas visam obter um bom espalhamento cromossémico.

1.4.2 Bandeamento Cromossdmico

Em 1966, no Congresso Mundial de Genética Humana, em Chicago,
USA, os cromossomos passaram a ser classificados em sete grupos
cromossomicos, A,B,C,D,E,F e G (Tabela 1). O progresso na identificacdo dos
cromossomos teve origem em 1968 e 1969, com o trabalho de Caspersson e
colaboradores na Suécia. Os cromossomos humanos eram corados uniformemente
com corantes que tinham afinidade por cromatina, como orceina e o giemsa. Com
este tipo de coloragdo, somente as aneuploidias, ou seja, alteragbes numéricas
podiam ser caracterizadas (ANDRADES-MIRANDA; MATTEVI, 2011). As
aberracoes estruturais dificilmente eram distinguidas, ou eram impossiveis de serem
detectadas, sendo também impossivel identificar cada elemento do par

cromossOmico ou até mesmo o proprio par (KEAGLE; GERSEN, 2005).

Tabela 1: Classificagdo dos cromossomos

Grupo Caracteristicas N2 de Pares Cromossdmicos
Tamanho Posicio do Cromossomos
Centromero
Meta 1
A Grandes Submeta 6 2
Meta 3
B Grandes Submeta 4 4es
C Meédios Submeta 716 6,7,8,9,10,11,12e X
._'.'15
D Médios Acro 6 13,14e 15
E Pequenos Submeta i] 16,17e 18
F Pequenos Meta 4 19e 20
G Pequenos Acro 74 21,22 eY
5
Total 46

Fonte: Elaborado pelo autor
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Somente a partir de 1970, com o intuito de solucionar essa dificuldade,
varias técnicas de bandeamento cromossémico e coloragao foram desenvolvidas e
aprimoradas. As técnicas de bandeamento cromossémico “"expandiram" os
horizontes da citogenética, e a primeira aplicagdo do bandeamento permitiu o
pareamento cromossOmico. Essas técnicas tém possibilitado compreender melhor
as alteragbes cromossbmicas que se estabelecem em cada gendtipo
(GUERRA,1988).

Véarios métodos de bandeamento sdo empregados rotineiramente nos
laboratérios de citogenética para identificagdo dos cromossomos e analise da
estrutura cromossGmica. As técnicas desenvolvidas foram divididas em duas
categorias: produzir bandas ou faixas ao longo de toda a extensdo do cromossomo
que sao bandas Q, R, G e marcar regides especificas de alguns cromossomos ou

de todos os cromossomos que sao as bandas C, NOR e T.

O bandeamento Q foi o primeiro método de marcagao longitudinal, os
cromossomos sao submetidos a um tratamento com quinacrina mustarda, uma
substancia fluorescente e passam a apresentar faixas com diferentes intensidades
de fluorescéncia, com um padréao de bandas brilhantes e opacas caracteristico para
cada par. Tais bandas foram designadas de bandas Q (de quinacrina). O material
deve ser analisado em microscépio de fluorescéncia e as regides brilhantes sao
ricas em AT. O bandeamento Q tem como importancia a detecgdo de delegdes,

inversdes e duplicagbes em seres humanos.

Para o bandeamento R, os cromossomos sdo tratados com solugao salina
e calor para desnaturagdo controlada e depois sdo corados com Giemsa. O
resultado de bandas claras e escuras € tipico de cada cromossomo e representa o
inverso daquele produzido pelos bandeamentos Q e G, o que designa bandas

reversas.

O bandeamento G é o método de diferenciacao longitudinal dos
cromossomos mais usados rotineiramente nos laboratorios de citogenética. Neste
bandeamento os cromossomos sao diferenciados por exibirem faixas transversais
de espessura variavel denominadas de bandas cromossémicas (Figura 17), onde
cada cromossomo apresenta um padrao de bandas especifico e intercalam bandas

escuras com bandas mais claras, consoante a sua afinidade para a coloragdo. Esta


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do31_b.htm
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distingdo € devida a diferente composicdo em bases nucleotidicas, ao tempo do ciclo
em que ocorre a replicagdo, a conformagdo do cromossomo e ao numero de genes
e sequéncias repetitivas. As bandas escuras possuem regides ricas em bases
adenina e timina (AT), replicagéo tardia e poucos genes ativos. Ja as bandas claras
apresentam sequéncias ricas em citosina e guanina (CG), replicagcado precoce e
muitos genes ativos, sendo, portanto biologicamente mais importantes
(REGATEIRO,2003).

Figura 17: Caridtipo normal do sexo masculino 46, XY obtido através do

bandeamento G

(e 1t i

i 30 SN LT I Y

7 8 10 1 12

TIRY

5

-
(-7}
-

i8 b s Y B Y

13 14 15 16 17 18

“

19 20 21 22

Fonte: Elaborada pelo autor

O bandamento G é o mais frequentemente wusado e destina-se a
identificacdo de forma precisa de cada par de cromossomos, suas diferentes
regides, tendo por base sua morfologia, tamanho e a presenga de bandas,
permitindo a deteccdo de aberragbes numéricas e/ou estruturais, equilibradas ou
nao equilibradas. O padrdo de bandas cromossOmicas depende da técnica
empregada e do corante. As bandas G constituem o bandamento “standart’, séo
produzidas por digestdo enzimatica das proteinas ou desnaturacdo das proteinas

em alta temperatura.
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Em 1972, Scheres descreveu que o0s cromossomos sao tratados
inicialmente com solugdo enzimatica, tripsina, para a desnaturacido das proteinas
cromossOmicas permitindo o bandamento cromossémico e em 1971, Seabright
utilizando tampao citratado salino em alta temperatura observou que esta solugao
digere partes do DNA e permite visualizar faixas de coloragdo clara alternada com

escura, quando corada por Giemsa, métodos de coloracdo convencional.

O bandeamento C, cora especificamente regides cromossdmicas
contendo heterocromatina constitutiva (classe de DNA altamente repetitivo),
normalmente localizada nas areas pericentroméricas, regido ao redor dos
centromeros. O bandeamento C € util para detectar a presenca de cromossomos
dicéntricos ou pseudodicéntricos, para estudar cromossomos marcadores e

variantes polimérficas (Figura 18).

Figura 18: Metafase corada através do bandeamento C.
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Fonte: http:// pathology.washington.edu/qgalleries/Cytogallery

A marcacgao das regides organizadoras de nucléolo, bandeamento RONs
ou NORs, identifica os cromossomos portadores dos genes codificadores de RNA
ribossomal 45 S. Normalmente encontrados nas regides de constrigdes secundarias
dos cromossomos metafasicos (BORGES-OSORIO & ROBINSON, 2002), onde os

cromossomos sao corados em suas regides satélites, ou seja, na regiao
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organizadora do nucléolo (constricdo secundaria). A prata (Ag) é um dos corantes

mais utilizados.

O bandeamento T marca as regides teloméricas dos cromossomos (o
que da origem a esta denominacgao). Telébmero é a ponta ou a extremidade terminal
de cada cromossomo, tem a fungdo de manter a estabilidade e a integridade

cromossémicas.

1.4.3 Cariétipo Humano

A representacéo do cariotipo pode ser feita na forma de idiograma ou de
cariograma (Figura 19). O idiograma € a representagdo esquematica do cariotipo,
utilizando valores médios da posicdo do centrdbmero e tamanho de cada
cromossomo do conjunto hapldide. Esses valores sdo obtidos a partir de medigdes
cromossOmicas feitas em varias células de um individuo ou mesmo de varios
individuos de uma espécie. O cariograma é construido a partir de uma fotografia ou
do desenho detalhado de uma metafase em que todos os cromossomos estdo bem
corados e individualizados. Esses cromossomos sao analisados e os homdélogos séo

emparelhados e numerados dentro de uma determinada ordem (GUERRA, 1988).

Os 46 cromossomos humanos formam 23 pares, sendo 22 de
autossomos e um par sexual. Os pares de cromossomos autossomos sao
numerados de 1 a 22 em ordem decrescente de tamanho e os cromossomos
sexuais recebem a notagcdo X e Y. Os pares cromossémicos, incluindo os sexuais,
sdo reunidos em sete grupos designados pelas letras de A até G (KASAHARA,
2003).

A analise consiste em procurar as metafases ao microscépio, conta-las e
comparar cada cromossomo com seu par na tentativa de detectar alteragbes
estruturais ou numéricas. Atualmente, os laboratérios agilizam a cariotipagem com o
uso de microscopio equipado com camera captadora de imagem e um sistema
computadorizado, que permite fazer o pareamento cromossdmico através de

software para cariotipagem.
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Figura 19: Idiograma Humano
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Fonte: http://[pathology.washington.edu/galleries/Cytogallery

A nomenclatura utilizada para a descrigdo do cariotipo segue regras precisas
estabelecidas pelo Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética
(ISCN,1995). As regras basicas para a descricdo estabelecem que o numero de
cromossomos deve ser primeiramente mencionado, seguido dos cromossomos
sexuais, separados por virgula. Desta forma um cariétipo normal para a espécie

humana é designado 46,XX (sexo feminino) e 46,XY (sexo masculino).

As aberragcbes cromossOmicas, quando presentes, sdo descritas apds a
designacao do sexo, separadas por virgula e utilizando os simbolos que denotam a

anomalia. Aberragdes numéricas por exemplo devem ser identificada colocando uma


http://pathology.washington.edu/galleries/Cytogallery
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virgula a seguir dos cromossomos sexuais com sinal + ou — seguido do autossomo
em causa, exemplo 47,XX,+21 (trissomia do cromossomo 21 ou Sindrome de
Down); 45,XY,-7 (monossomia do cromossomo 7 ou Sindrome de Williams). Que
quando a anomalia numérica ocorre nos cromossomos sexuais esta é identificada
diretamente a partir da escrita desses cromossomos (exemplos: 45,X — Sindrome de
Turner; 47, XXX — Sindrome de Klinefelter do sexo feminino; 47 ,XXY — Sindrome de
Klinefelter do sexo masculino (BARCH; KNUTSEN; SPURBECK,1997; HEIM;
MITELMAN, 1995).

Nas aberracdes cromossOmicas estruturais sdo utilizadas abreviacdes para
descrever os cromossomos (Tabela 2). A letra designando a alteracédo deve ser
minuscula seguida entre parénteses, dos dois cromossomos envolvidos separados
por ponto e virgula e novamente entre parénteses o bragco e a banda
respectivamente de cada cromossomo envolvido, ex: 46,XX,t(8;21)(g22;922)
observada em Leucemia Mieldide Aguda (REGATEIRO, 2003).

Tabela 2: Abreviagdes das a anomalias cromossémicas pelas normas do ISCN.

Anomalia Cromossomica Abreviatura
Delegcao del
Duplicacao dup
Cromossomo em anel r
Isocromossomo i
Cromossoémico dicéntrico dic
Inversao inv
Translocagao t

Recomenda-se que sejam analisadas no minimo 20 metafases, cujos
cromossomos foram contados a partir da identificacdo e classificados de acordo
com os critérios do ISCN — 2005 (International System for Human Cytogenetic
Nomenclature). Um clone é definido como a observacdo da mesma alteragao
estrutural em pelo menos duas metafases ou da mesma alteragdo numérica

(monossomia ou trissomia) em pelo menos trés células.
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A definicdo de caridtipos normais e de aberragdes cromossdmicas de
maior ocorréncia tem permitido o esclarecimento do funcionamento da maquinaria
genética, dos padrdes de evolugdo cariotipica e revelado os danos cromossémicos
relacionados com as doengas humanas, contribuindo como uma importante

ferramenta no progndstico e diagnoéstico clinico (HENG et al., 2006).

Para analise de cariétipos humanos pode ser utilizado um sistema
automatizado. O sistema captura imagens de cromossomos metafasicos,
diretamente do microscopio acoplado a uma camera filmadora. Estas imagens séo
enviadas para uma unidade central de processamento, onde o software organiza os
pares cromossOmicos pelo tamanho. Durante este procedimento uma série de
rotinas permite ao usuario ndo sé a manipulagédo da imagem como um todo, mas
também, dos cromossomos individualmente. O caridtipo, assim obtido, pode ainda
ser comparado com um padrao de bandas existentes, permitindo os ajustes finais. O
software agiliza a andlise cariotipica, dispensando alguns procedimentos manuais
como o registro fotografico, o recorte e a montagem manual dos pares

cromossomicos.

2.0 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Realizar analises citogenéticas comparando metodologias aplicadas em

diferentes servicos.
2.2 Objetivo Especifico

Comparar as metodologias aplicadas no bandeamento G para auxiliar na
visualizagdo do caridtipo e assessorar no diagndstico, classificagao, escolha da
melhor opgao terapéutica, acompanhamento e monitoramento do tratamento de

certas doencgas.
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3.0 MATERIAL E METODOS
No presente trabalho, foi realizado um estudo comparativo qualitativo.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP, em 20 de maio de 2014 sob o numero do
parecer 654.887.

3.1 Selecéo

Foram estudados 20 individuos que voluntariamente concordaram em
participar da pesquisa realizada no Departamento de Hematologia e Hemoterapia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu entre julho de 2014 a
outubro de 2014. Para esses voluntarios foi explicada a finalidade da pesquisa e em
caso de concordancia, foi solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE), exigéncia da resolugdo n°196/96, do Conselho Nacional de

Salde.
3.2 Materiais

Para atingir o objetivo proposto no presente estudo, foram preparados

0s seguintes reagentes:
3.2.1 Meio de Cultura para Cariétipo

O meio de cultura para cariétipo foi preparado em Becker contendo 60 ml de
Roswell Park Memorial Institute, RPMI — 1640 (MOORHEAD et al., 1960), uma
mistura de sais enriquecidos com aminoacidos, vitaminas e outros componentes
essenciais para o crescimento celular onde as células ou as moléculas de DNA sé&o
mantidas em condi¢des satisfatorias, suplementado com 30 ml de soro bovino fetal,
01 ml de penicilina e estreptomicina, como medida adicional de seguranca e 1,5 ml
de fitohemaglutinina (PHA), lectina de Phaseolus vulgaris, esta dotada das
propriedades para ativar e induzir a proliferagdo de linfécitos humanos in
vitro (NOWELL, 1960).

Foram feitas aliquotas, sob fluxo laminar, de 5 ml desse meio em tubo cénico

de plastico estéril graduado, identificados com a data da fabricacdo, data de validade
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e numero lote que consta em planilha de preparagdo dos reagentes (Anexo 02). A

estabilidade do meio de cultura para cariétipo é de 1 més a — 20 °C.
3.2.2 Colchicina

A colchicina é um agente antimitotico, alcaloide que inibe a polimerizagéo das
proteinas do fuso mitético, parando adivisdo celular na metafase, onde
0S Cromossomos se encontram no maior grau de condensagéo, assim a célula ndo
entra no proximo estagio de divisdo, permanecendo no estagio da metafase
facilitando a observagao do cromossomo (SNUSTAD; SIMMONS, 2008)

A Solugdo comercialmente utilizada foi KaryoMAX® COLCEMID® Solution,
da marca Gibco® em Tampéao Fosfato Salino (PBS) a 10 pg/ml, estocada de 2 a 8
°C.

3.2.3 Solugao Hipotbnica De Cloreto De Potassio 0,075 M

A solugdo Hipoténica de Cloreto de Potassio 0,075M permite o
intumescimento das células e separagao das cromatides e foi obtida a partir da
adicao de 5,59 gramas de Cloreto de Potassio em quantidades suficientes para 1000
ml de agua deionizada que foi purificada em um sistema Milli-Q, fornecido pela

Millipore Corporation®.

ApoOs a sua preparagao o Ph é medido e ajustado com Hidroxido de Sdédio

(NaOH) ou Acido Cloridrico (HCI), o mesmo deve estar entre 5,5 e 6,0.

Foram feitas aliquotas de 50 ml em frasco ambar, identificados, data de
fabricacdo, data de validade, Ph e n° lote. A estabilidade da solugédo é de 3 meses
a 4 °C. A solugéao para uso diario fica estocada a 37 °C em estufa e é estavel por 1

més.
3.2.4 Fixador

O fixador é utilizado para a preservagao do cromossomo e foi utilizado 30 ml
de Metanol, 10 ml de Acido Acético Glacial sendo que o mesmo devera ser
preparado no momento do uso e conservado em geladeira. A fixagdo é uma etapa
extremamente importante para a obtencdo de bons resultados, especialmente em

técnicas de bandamento cromossdmico.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mitose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Divis%C3%A3o_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Met%C3%A1fase
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossomo
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3.2.5 Corante Giemsa

A coloragao de Giemsa é utilizada para analise cromossémica principalmente
o bandamento (MALUF; RIEGEL, 2011).

3.2.5.1 Solucédo Estoque

A preparagao da solugéo de Giemsa para estocagem foi realizada a partir de
1 grama de Giemsa em po para 54 ml de glicerina. A mistura foi mantida a 60°C em
Banho Maria de 1 hora e 30 minutos a 2 horas, homogeneizando sempre. Apos esse
periodo, aguardou-se que a solugdo atingisse a temperatura ambiente e foi
adicionado 84 ml de Metanol Absoluto, sendo entdo armazenado em frasco ambar a

temperatura ambiente até a sua utilizagao.
3.2.5.2 Solugdo de Giemsa para Uso Diario

Foram acrescentados em 48 ml de Tampao Fosfato Ph 6,8 2 ml da solucéo

estoque de Giemsa.
3.2.6 Tripsina

A tripsina permite uma digestdo enzimatica das proteinas cromossémicas
(GUSTASHAW, 1991).

3.2.6.1 Solucédo Mae

Foi diluida 1 grama de Trypsina (1:250)® em quantidades suficientes para
100 ml de agua deionizada em baldao volumétrico de 100 ml e deixada em repouso

por 1 hora.

Foram feitas aliquotas de 5,0 ml em frascos de vidro, congelados e
identificados com data de fabricacao, data de validade e n° lote. A estabilidade da

solugao mae é de 3 meses a — 20°C.
3.2.6.2 Solugao de Tripsina para Uso Diario

Em 45 ml de tampao Fosfato Ph 6,8 a 37°C foi adicionada a solugao mae

aliquotada de tripsina.
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3.2.7 Tampao Fosfato

Os fosfatos tém como finalidade manter o pH constante, quando adicionados

a diferentes meios.
3.2.7.1 Tampéao Fosfato 0,06 M pH 6,8

Foram preparadas a solugao A utilizando 4,2588 gramas de Fosfato de Saodio
Dibasico dissolvidos em 500 ml de agua destilada e solugéo B 4,8992 gramas de
Fosfato de Potassio Monobasico dissolvidos em 600 ml de agua destilada e
deixadas até total dissolugdo em agitador magnético. Foram misturadas 409 ml da
solucédo A e 510 ml da solugao B, verificado o pH e armazenado em frasco ambar
com estabilidade de 2 meses a 4°C; o restante das solucbes € reservado
separadamente para ajustes de Ph, sendo a solugédo A para aumentar o pH e a

solugao B para diminuir o pH.

Para o uso sao filtrados 100 ml da solucdo e mantidos a temperatura

ambiente.
3.2.7.2 Tampéao Fosfato SalinopH 7,2 -7,3

A solugao de Fosfato Salino (PBS) foi preparada a partir da adi¢gao de 2,21
gramas de Fosfato de Sdédio Dibasico (NA,HPO, — 7,78 mM), 0,64 gramas de
Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO4 — 2,20 mM), 16,2 gramas de Cloreto de
Saédio (NaCl — 140 mM), 0,405 gramas de Cloreto de Potassio (KCl — 2,73 mM) em
quantidades suficientes para 2000 ml de agua Milli-Q. e armazenada a 4°C por 3

meses.
3.2.7.3 Tampéao Salino Citratado

Para o tampao salino citratado foram adicionados 17,53 gramas de cloreto de
sodio e 8,82 gramas de citrato de sédio em quantidades suficientes para 1000 ml. O

pH foi ajustado em 7,0 utilizando hidréxido de sodio 1N.
3.2.8 Preparo das Laminas

As laminas foram lavadas com detergente Extran Alcalino, Merck®,

repassadas por duas vezes em agua corrente, finalizando-se o processo em agua
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destilada, para entdo serem acondicionadas imersas em fixador e conservadas a
4°C.

3.3 Métodos
3.3.1 Coleta das Amostras

No Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas do Departamento de
Hematologia e Hemoterapia foram realizadas as coletas de sangue venoso
periférico para o estudo citogenético e bandamento cromossémico. Os
procedimentos de coleta seguiram as recomendag¢des adotadas pelas normas do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Jorde, et al., 2004). No antebrago
foi realizada antissepsia com alcool a 70% e puncionada a veia em um angulo de
45°, com o bisel voltado para cima. Foram coletados 5 ml de sangue venoso em

seringa estéril descartavel com 0,1 ml de heparina sdédica.

As amostras foram encaminhadas ao laboratério e processadas para a cultura

celular no maximo em 1 hora apds a coleta.

3.3.2 Cultura Celular

A cultura celular foi realizada pelo método de cultura in situ, seguindo a
metodologia de Moorhead et al. (1960), modificada.

Antes da semeadura do meio de cultura este foi previamente preparado como
descrito anteriormente e apds o descongelamento foram adicionados 18 gotas de
sangue heparinizado, agitado por inverséo e incubados em estufa a temperatura de
37°C, numa atmosfera de 5% de gas carbdnico durante 72 horas. As culturas
celulares foram realizadas em duplicatas.

Aproximadamente 50 minutos antes de completar 72 horas  foram
adicionados a cada tubo 0,5 ml de colchicina misturados por inversao e retornados

a estufa.
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3.3.3 Colheita

Completando o periodo de 72 horas de cultura, inicia-se a colheita das
culturas. Os frascos foram retirados da estufa e agitados para o desprendimento das

células aderidas ao fundo.

O material foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm, desprezando-se o
sobrenadante. Ao precipitado adicionou-se 10 ml de solugédo hipotonica (KCL) a
0,075M, pré-aquecida a 37°C pela parede do tubo, ressuspendendo-o suavemente
com pipeta de Pasteur e incubados por 16 minutos em estufa a 37°C, numa
atmosfera de 5% de gas carbdnico. Ao término deste periodo as células foram
fixadas com 1 ml de solugdo gelada recentemente preparada de fixador e o
material foi submetido a nova centrifugacédo por 10 minutos a 1500 rpm e em

seguida o sobrenadante desprezado.

O material foi novamente ressuspendido com 5 ml de fixador e centrifugado
por 10 minutos e o sobrenadante desprezado. Esse procedimento é repetido por

mais 2 vezes ou até que o sobrenadante esteja limpo.

Apos a ultima centrifugacgao foi desprezado o sobrenadante até se obter uma

concentracdo inicial de 1,0 a 0,5 ml para o preparo das laminas.

3.3.4 LAminas

Imediatamente foi realizada uma lamina guia corada com Giemsa para
verificagdo da presencga do indice mitético, observando-se a qualidade e o numero

de metafases ao microscoépio.

As laminas imersas em fixador foram retiradas da geladeira, o excesso de
fixador escorrido em gaze e papel de filtro e o material ressuspendido de cada
cultura foi pingado sobre 10 laminas, totalizando 20 laminas por amostra. As |aminas

foram colocadas em estufa a 60°C, por no minimo, 2 horas.
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3.3.5 Bandamento G
O bandamento G foi realizado de acordo com duas técnicas:

e Bandamento G por digestdo enzimatica das proteinas, segundo
Scheres (1.972), com modificagbes: as laminas apos seu preparo e
secagem foram envelhecidas durante o periodo minimo de 24 horas
em estufa bacterioldégica a 37°C. Posteriormente foram mergulhadas
em solugdo para uso de tripsina aquecida a 37°C, durante 3 a 7
segundos. Em seguida, para a interrupgédo da agéo da tripsina, foram
mergulhadas em solugao tampao fosfato pH 6,8 a 37°C, sendo logo em
seguida lavadas com agua destilada. Posteriormente o material foi
corado com o corante Giemsa (Figura 20).

e Bandamento G com solucdo tampéao citratado em alta temperatura,
segundo Seabrigth (1.971), com modificagbes: as laminas apds seu
preparo foram envelhecidas durante o periodo minimo de 2 dias em
estufa bacteriolégica a 37°C ou 1 hora em placa aquecida a 88°C.
ApoOs esse periodo foram mergulhadas durante 90 segundos em
solucdo tampao citratado aquecido a 72°C e posteriormente lavadas
em agua destilada. Em seguida o material foi corado com o corante
Giemsa (Figura 21).

3.3.6 Analise de Preparacgdes Citolégicas

A coloragao dos cromossomos com bandas G foram efetuadas segundo os
métodos standard, Giemsa e analisadas ao microscopio Optico utilizando as
objetivas de 10X e 100X (este ultimo com o auxilio de 6éleo de imersao), para

localizagao e analise respectivamente das metafases.

A captura e andlise das imagens foram efetuadas com uma camera
fotografica acoplada ao microscopio Olympus BX 40® e um sistema de analise
completo para cariotipo possibilitando um relatério em PDF contendo a imagem

original, o cariétipo, o histérico do paciente e o laudo.



Figura 20 — Bandeamento pela tripsina

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 21 — Bandeamento pelo Tampéao Citratado
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4.0 RESULTADOS

Em todas as amostras foram obtidas metafases com indice mitético
satisfatério e adequados para analise. O bandeamento cromossdmico pela técnica
utilizando a solucéo de tripsina foi realizado a 37°C, sendo que para o seu preparo
sdo0 necessario 3 etapas e a estabilidade do reagente € apenas de 1 dia, foram
necessarias varias tentativas de tempo de exposicdo da lamina a solugdo e o
mesmo ocorreu entre a 32 e 5% lamina, sendo utilizada de 01 a 10 laminas para se
alcangar um protocolo ideal na verificagdo do bandeamento cromossémico sendo
que em uma amostra nao foi possivel a obtengdo do bandeamento por ter se
esgotado todas as laminas. Através da técnica com solugao tampéao salino citratado
a temperatura ideal é de 72°C, a solucdo é preparada em uma unica etapa e sua
estabilidade é de 3 meses e o bandeamento ocorreu em niumero menor de tentativas
devido ao tempo fixo de exposicdo da lamina para se conseguir o bandeamento

cromossOmico que ocorreu entre a 12 e a 3% lamina (Tabela 3,4, 5 e 6).

Os custos referentes aos reagentes utilizados em ambas as técnicas

demostrou uma diferenga significativa (Tabela 7).

Tabela 3: Sequéncia de laminas para o bandeamento cromossdémico

Sequencia de laminas Quantidade de Quantidade de
amostras/tripsina amostras/tampao citratado
12 01 06
22 01 07
32 03 04
42 05 02
52 07 01
62 01 00
10° 01 00
112 Insucesso 00

20 20
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Tabela 4: Bandeamento Cromossdmico pela Tripsina

L* L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10
ANM<
AM1 - - + + + + + + + +
AM2 - - - + + + + + + +
AM3 + + + + + + + + + +
AM4 - - - + + + + + + +
AM5 - - - - + + + + + +
AM6 - + + + + + + + + +
AM7 - - - - + + + + + +
AMS8 - - + + + + + + + +
AM9 - - - - + + + + + +
AM10 - - + + + + + + + +
AM11 - - - - - - - - - +
AM12 - - - - + + + + + +
AM13 - - - - + + + + + +
AM14 - - - + + + + + + +
AM15 = = = = = = = = = =
AM16 - - - + + + + + + +
AM17 - - - - + + + + + +
AM18 - - - - + + + + + +
AM19 - - - + + + + + + +
AM20 - - - - - + + + + +
Notas:

*

*%

+

Quantidade de laminas submetidas ao bandeamento G pela tripsina.

Numero de amostras
Ocorréncia do Bandeamento G pela tripsina

Auséncia do Bandeamento G pela Tripsina
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Tabela 5: Bandeamento Cromossémico pelo Tampéao Citratado

L L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10
AM
AM1 + + + + + + + + + +
AM2 - + + + + + + + + +
AM3 - - + + + + + + + +
AM4 + + + + + + + + + +
AM5 - - - - + + + + + +
AMG6 + + + + + + + + + +
AM7 + + + + + + + + + +
AMS + + + + + + + + + +
AM9 - - + + + + + + + +
AM10 + + + + + + + + + +
AM11 - - - + + + + + + +
AM12 - + + + + + + + + +
AM13 - - - + + + + + + +
AM14 - - + + + + + + + +
AM15 - - - + + + + + + +
AM16 - + + + + + + + + +
AM17 - - - + + + + + + +
AM18 - - + + + + + + + +
AM19 - + + + + + + + + +
AM20 - + + + + + + + + +
Notas:

*

*%

+

Quantidade de laminas submetidas ao bandeamento G pela tripsina.

Numero de amostras
Ocorréncia do Bandeamento G pelo Tampéao Citratado

Auséncia do Bandeamento G pelo Tampao Citratado
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Tabela 6: Comparacgao das técnicas para o bandeamento cromossémico

Solucao Tripsina

Tampao Citratado

Temperatura

Preparo da solugao

Estabilidade

Tempo de Exposicao

da lamina

Bandeamento

37°C

03 etapas

01 dia

Variavel

3 — 7 segundos

Entre a 3% e 52
sequéncia de

[Aminas

72°C

01 etapa

3 meses

Fixo

90 segundos

Entre a 12 e a 32
sequéncia de

[aminas

Tabela 7: Custo das solugdes utilizadas para o bandeamento cromossémico

Solugao Precollitro
Tripsina
Tripsinall R$ 178,10
Tampéao fosfatol/l R$ 34,63

Tampao Citratado

Citrato de soédio/l

Cloreto de sodiol/l

Total R$ 212,73

R$ 0,20
R$ 0,20
Total R$ 0,40
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5.0 DISCUSSAO

A Citogenética convencional com bandeamento G pela acédo da tripsina é
considerada padrao-ouro, segundo Regateiro, 2007 permitindo a avaliagdo de uma
linhagem celular que tem como objetivo tornar visivel as bandas de cada
cromossomo, permitindo assim identifica-los e avaliar possiveis aberracbes e por
fazer parte do processo de classificagao, fornecer informacdes que contribua para
definicdo do prognéstico. E considerado um teste diferencial a ser obrigatoriamente
utilizado para o diagnostico de certas doengas, principalmente as doencgas

hematoldgicas.

Guerra e Souza, 2002 descrevem, na metodologia empregada, infindaveis
detalhes, como numerosas lavagens, fracdes de tempo e temperatura muito
precisas, produtos de marca e estoques especificos, etc, parecendo assim
extremamente meticulosos. Essas variantes técnicas muito minuciosas raramente
foram definidas com base em experimentos adequadamente controlados e
repetidos, e s6 muito raramente tém alguma importancia para a repeticao da técnica
por outro pesquisador.

A analise do bandamento G, embora mais demorada e dependente da
obtencdo de metafases em boas condicdes, tem uma importancia fundamental na
deteccdo de alteragbes cromossdmicas, segundo Cortez, 2003.

Assim, fatores como custo-beneficio, material disponivel, agilidade no
diagndstico e a necessidade de busca do tratamento mais eficaz sdo essenciais na
escolha do melhor método a ser aplicado.

Sao inumeras as vantagens da padronizacao do protocolo de bandamento G:
confiabilidade, agilidade, maior seguranca na relagao laboratério, médico e cliente,
aumento da qualidade técnica e, principalmente, aumento da qualidade no
atendimento aos clientes. Em geral também a redugao de custos se inclui devido o
fato de ndo serem necessarios repeticdes da técnica e gastos com reagentes. Entre
outros beneficios a dedicacdo para entender melhor a tecnologia possa contribuir

muito para a evolugao e até para o crescimento do laboratoério.

Quando se trata de testes genéticos, é fundamental que o médico possa
contar com o laboratério na propria unidade de atendimento criando um elo, a

padronizacao da técnica de bandeamento G pela solugao de tampao salino citratado
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demonstrou agilidade no diagnéstico completo e conclusivo da afecgao

hematologica que acomete determinados pacientes.

A presenga de um servi¢go de genética em hospitais melhora a qualidade de
vida dos pacientes e permite que eles recebam informag¢ao sobre o risco da doenca,
de recorréncia, acessando assim maior confiabilidade na equipe médica e
laboratorial além de evitar desperdicios decorrentes da realizacdo inadequada de
exames e demora nos resultados. Tais beneficios justificam a implantagdo desta

técnica para que este tipo de servigo funcione.
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6.0 CONCLUSAO

O bandeamento cromossémico foi observado em todas as amostras
submetidas ao tampé&o citratado, ja nas amostras com a solugéo de tripsina o

mesmo nao foi possivel.

Apos diversas comparacoes e testes entre as técnicas analisadas foi possivel
estabelecer um protocolo para citogenética convencional pela técnica de

bandeamento G, utilizando tampé&o citratado apresentando maior beneficio.

Assim, a analise comparativa entre as técnicas mencionadas foi uma
alternativa de protocolo simples, produtivo, agil e de menor custo. Tais beneficios
justificam a implantagdo da técnica de bandeamento cromossdmico pelo tampao

citratado.
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