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Resumo

Objetivo: avaliar a prevaléncia de alteragses citogenéticas e polimorfismos cromossémicos em casais com fenétipo de
subfertilidade em uma populagdo brasileira. Métodos: foram avaliados 1.236 cariétipos de casais com fenétipo de
subfertilidade de dois diferentes centros (publico e privado). Esses pacientes foram classificados em dois subgrupos:
um com duas ou mais perdas gestacionais, consecutivas ou néo, e outro com, ao menos, uma perda gesfacional ou
auséncia de concepgdo. Os caridtipos foram obtidos com bandamento convencional G e C. As anomalias cifogenéticas
foram agrupadas e as frequéncias calculadas segundo a classificagdo dos pacientes. Quando aplicavel, os tesfes
estatisticos de Fisher e andlise de Odds Ratio foram empregados. Resultados: aproximadamente 25% de todos os
casos apresentaram cariétipo anormal, incluindo alteragdes numéricas e estruturais e também variantes polimérficas.
Nos dois diferentes centros, a prevaléncia de variantes polimérficas diferiu, sendo de 8,9 e 3,8%, respectivamente.
Concluséio: néo houve diferenca significativa entre a predominancia de variantes polimérficas e outras alteragées nos
individuos com ou sem histéria de perda reprodutiva. Os resuliados do presente estudo reforcam a necessidade da
adequada divulgagdo da informagdo citogenética completa nos resultados de cariétipo, com afengdo especifica em
relagdo as variantes polimérficas.

Abstract

Purpose: fo evaluate the prevalence of cylogenetic dlferations and chromosomic polymorphism in couples with a
subfertility phenotype in a Brazilian population. Methods: karyotype analysis through G and C banding of 1,236
individuals who presented the subfertility phenotype, from two different centers (public and private) were included in
the study. These patients were classified in two sub-groups: one with two or more gestational consecutive losses or not
and the o with, at least, one gestacional loss or absence of conception. Karyotype results were evaluated in different
groups and frequencies were calculated. Stafistical analyses were carried out through Fisher's exact test and Odds
Ratio analysis. Results: approximately 25% of the cases presented abnormal karyotype results, including numerical
and structural alterations and also polymorphic variants. In both centers, the prevalence of polymorphic variants was
8.9 and 3.8%, respectively. Conclusions: there was no significant difference between the prevalence of polymorphic
variants and other abnormalifies in individuals with or without previous history of reproductive loss. The results of the
present study reinforce the need of adequate disclosure of complete cytogenetic information in the karyotype results,
with specific attention in relation to the polymorphic variants.
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Introducao

A presenca do fendtipo de subfertilidade em um
individuo tem sido alvo de grande debate cientifico
nos Gltimos anos, a comegar por sua prépria defini¢io.
Tradicionalmente, nesse grupo eram incluidos casais
com abortamento, desde que recorrentes, possivelmente
devido a influéncia do trabalho pioneiro de Malpas', fre-
quentemente citado por vdrios autores. Assim, o0 termo
“recorrente” fez-se presente ao longo dos anos, em indmeras
publicag¢des. A auséncia do consenso é verificada em uma
série de guidelines internacionais, com discrepincias com
relagdo ao nimero de abortamentos e a sequéncia dos
mesmos. Atualmente, o American College of Obstetrics and
Gynecology (ACOG) define o abortamento recorrente na
presenca de duas ou mais perdas consecutivas®. A European
Society of Human Reproduction and Embriology (ESHRE) o
define na ocorréncia de trés ou mais perdas consecutivas’.
Em contraste, o Royal College of Obstetrics and Gynaecologists
(RCOG) aponta como trés ou mais perdas’ e a Dutch
Society of Obstetrics and Gynaecology INVOG) como duas
ou mais perdas’, sendo que ambas nio incluem a palavra
“recorrente” em suas defini¢des. Diante de tantas opcdes,
torna-se dificil a classifica¢do de um casal como portador
de abortamentos recorrentes, fazendo com que as opgdes
clinicas de diagnéstico e terapéutica sejam tardiamente
oferecidas®.

Virios autores tém considerado como abortamento
espontineo recorrente a observagdo de duas perdas fetais,
incluindo as ndo consecutivas®®, contrapondo-se a defini-
¢do tradicional que se dava a observagdo de trés ou mais
eventos consecutivos, antes de se atingir a 20" semana
de gestacao’!'. Em novembro de 2008, publicou-se uma
recomendacdo da Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva que definiu o conceito de infertilidade como
uma falha no sucesso de atingir-se uma gravidez apés 12
meses ou mais de intercurso sexual regular e sem prote¢do
contraceptiva. Também foi definido o conceito de aborta-
mento recorrente como duas ou mais perdas gestacionais,
independentemente da recorréncia'?.

Na auséncia de um consenso acerca do tema, o con-
ceito de subfertilidade passou a ser utilizado por alguns
grupos, de forma generalista e ndo especifica, para definir
toda a falta de concep¢io - nio desejada — em individuos
que ativamente desejam conceber. Nesse sentido, estdo
incluidos individuos com perda reprodutiva, recorrente
ou ndo, e individuos que apresentam falha de concep¢io®.
Tal nomenclatura, por certo, gera certa controvérsia, mas
visa incluir sob a mesma nomenclatura dois fenémenos
que interagem e requerem quase que 0 mesmo tipo de
abordagem epidemioldgica, diagndstica e terapéutica,
reduzindo o tempo requerido para o inicio de uma in-
vestigagdo especifica e, a longo prazo, disponibilizando

op¢oes terapéuticas especificas e realmente necessdrias.
Nesse sentido, tratamentos podem ser disponibilizados
a fim de que uma gestacdo de sucesso possa ser atingida
em um espago menor de tempo'.

As anormalidades cromossdmicas sdo consideradas
responsaveis por cerca de metade dos abortos espontineos
de primeiro trimestre, incluindo altera¢cGes numéricas,
estruturais (translocagdo, inversdo, dele¢dao e duplicagéo)
e mosaicismo. Cerca de 5 a 10% dos casais com fracassos
reprodutivos apresentam, em pelo menos um cdnjuge,
translocacdes equilibradas e/ou inversdes”!'*".

As variantes polimérficas sdo um achado comum na
rotina do laboratério de citogenética'®!'%, Apesar de um
efeito fenotipico especifico ndo ter sido, até o momento,
associado as inversdes, consideradas polimdrficas, a re-
combinagdo da regido invertida durante a meiose pode
resultar na produgdo de gametas desbalanceados com seg-
mentos cromossdmicos deletados ou duplicados, gerando
descendentes cromossomicamente anormais, abortos ou,
ainda, a ocorréncia do efeito intercromossémico, que é
a influéncia dos cromossomos envolvidos em rearranjos
sobre outros pares cromossdmico''92,

Os polimorfismos cromossdémicos sdo alteragdes
citogenéticas estruturais tidas como “silenciosas”, sendo
também assunto controverso quanto a sua expressao fe-
notipica. Os dados na literatura chegam a apontar uma
frequéncia de até 8% de polimorfismos na popula¢do
em geral. Atualmente, uma nova linha de investigagao
sustentada por vdrios autores tem apontado que essas
variantes polimérficas podem estar associadas ao fenétipo
de subfertilidade!*'¢1722,

Em se tratando de um assunto bastante controverso,
tanto na questdo da defini¢do do fendtipo de subfertilidade
quanto com relacio a expressdo fenotipica dos polimorfis-
mos cromossdmicos — e considerando que muitos autores
tém relatado taxas aumentadas de variantes polimdrficas
em casais com perdas reprodutivas — o objetivo deste tra-
balho foi avaliar a prevaléncia de alteragdes citogenéticas
e polimorfismos cromossdmicos em casais com fenétipo
de subfertilidade, em uma populagio brasileira, uma vez
que existem poucos dados na literatura.

Métodos

Foram incluidos no estudo um total de 1.236 sujei-
tos, que foram investigados com relagdo a seu caridtipo,
atendidos em dois servigos especializados. Destes, 202
cariétipos foram processados em um servigo publico de
referéncia no Sistema Unico de Sadde (CAISM/Unicamp),
provenientes de casais com fendtipo de subfertilidade,
atendidos entre janeiro de 2003 a marco de 2009. A idade
média das mulheres que foram submetidas a investigagdo
foi de 29 anos (19-42 anos). Entre os homens, a idade
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média foi de 31 anos (16-46 anos). A avalia¢do socioeco-
nbémica realizada por informacdo dos prontudrios revelou
uma renda média de até cinco saldrios minimos. Também
foram incluidos os resultados de 1.034 cariétipos de casais
com fenétipo de subfertilidade, atendidos em um servigo
privado, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de
2008. Esses pacientes, em sua maioria, eram oriundos
de convénios médicos ou atendimento particular, com
renda acima de dez saldrios minimos. A idade média das
mulheres que foram submetidas a investigacio foi de 33
anos (25-47 anos). Entre os homens, a idade média foi
de 31 anos (26-55 anos).

Para este estudo, foram selecionados pacientes com
o fenétipo de subfertilidade, tal qual na forma genera-
lista apresentada por Gnoth et al.”’. No entanto, esses
pacientes ainda foram classificados em dois subgrupos,
conforme a classificacio da American Society for Reproductive
Medicine'?: Grupo A = Grupo (G>2 perdas) e Grupo B =
Grupo (G=1 perda).

Para os casais com fendtipo de subfertilidade atendidos
no servigo privado, foi realizada a consulta aos prontudrios
como forma de acesso aos laudos e resultados de carid-
tipo, provenientes de diversos laboratérios externos de
citogenética. Para os casais atendidos no servico pablico,
utilizou-se a técnica de cariétipo convencional com ban-
damento G, para todos os casos, e com bandamento C em
casos selecionados. A técnica consistiu, resumidamente,
na preparag¢io de cultivos de linfGcitos a partir de sangue
periférico, inibi¢do do fuso mitético, choque hipotonico,
fixacdo das células em fixador Carnoy e preparacdo das
laminas para posterior coloragdo cromossdmica em bandas.

Os resultados das andlises de todas as técnicas utilizadas
foram conferidos por um segundo analisador, seguindo
critérios internacionais de assertividade, rastreamento e
controle de qualidade. A andlise citogenética dos dois
grupos deste estudo (servi¢o publico e privado) foi re-
alizada por analisadores e laboratérios independentes
empregando, contudo, técnicas cldssicas, consagradas
para o diagndstico citogenético.

O teste exato de Fisher e o cdlculo de Odds Ratio foram
aplicados quando a andlise estatistica era apropriada. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP).

Resultados

Os resultados foram apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3.
A Tabela 1 apresenta as alteragdes citogenéticas encontradas
nos servigos publico e privado, incluidos os grupos A e B.
A Tabela 2 apresenta uma comparagio entre os resultados
de cari6tipo obtidos para os grupos A e B, atendidos no
servico publico. A Tabela 3 apresenta, de forma geral, a
descri¢do dos cariétipos alterados, em cada um dos servigos,
incluindo altera¢Ges numéricas, estruturais e variantes
polimérficas. A frequéncia de individuos afetados pelas
variantes polimérficas foi de 8,9% no servico publico e de
3,8% no servigo privado. As anomalias numéricas envol-
veram, via de regra, 0s CtOMOSSOMOs sexuais, enquanto as
anomalias estruturais envolveram diversos cromossomos

Tabela 1 - Alteracdes cifogenéticas encontradas no servico publico e no servico privado

Foram analisadas 20 metdfases por caso. Em casos com Servico piblico Servico privado Total
suspeita de mosaicismo, esse nimero foi expandido para n % n % n %
100. Os cariétipos foram classificados de acordo com o Normal 165 81,6 964 93,2 1.129 91,3
International System for Human Cytogenetic Nomenclature Numérica 12 59 17 16 29 23
2009 (ISCN)?. Estrutural 7 34 13 1,2 20 1,6
As imagens foram analisadas e adquiridas por meio Polimorfismo 18 89 40 38 58 46
do sistema BandView Software (Applied Spectral Imaging). Total 207 1034 1.236
Tabela 2 - Anomalias citogenéficas observadas classificadas de acordo com a histéria dlinica
Normal Polimorfismo Estrutural Numérica Qualquer Total
Grupo A
n 110 10 2 10 22 132
% 83,3 7,6 15 7,6 16,7 100,0
Grupo B
n 55 8 5 2 15 70
% 78,6 11,4 7,1 29 214 100,0
0dds Ratio - 1,60 5,00 0,40 1,36
(1€95%) (0,6-4,2) (0,94-26,6) (0,08-1,89) (0,66-2,8)
Total 165 18 7 12 202

Nota: apenas casos atendidos no Servigo Piblico. Grupo A = Grupo (G>2 perdas) e Grupo B = Grupo (G=1 perda). Teste exato de Fisher: 0,08.
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Tabela 3 - Descriciio dos cariotipos alterados nos servicos publico e privado

Tipo Descriciio Piblico  Privado
Anomalias numéricas Ganho ou perda de cromossomos 12 17
Anomalias estruturais Anomalias na esfrutura do 7 13
(1omossomo
Variantes polimérficas Variagdo de famanho de
heterocromatina
Ex.: Tqh+, 9gh+, T6gh+, Ygh+ 6 17
Variagdes envolvendo satélites
Ex.: 21ps+, 22ps+,15pstk+ 5 11
Inversdes
Ex.c inv(9), inv(8), inv(1) 7 12
Total 37 70

gh+: aumento de heterocromatina; ps+: aumento de satélite; pstk+: aumento
do pedinculo do satélite; inv: inversdo.

autossdmicos, sem preferéncia. Com relag¢ido aos poli-
morfismos descritos, foram observadas as variantes mais
frequentes, corroborando dados da literatura, envolvendo
aumento de heterocromatina dos cromossomos 1,9, 16 e
Y, bem como inversio do cromossomo 9 e anomalias de
satélites dos cromossomos acrocéntricos.

Discussao

Os rearranjos cromossdmicos tém importancia par-
ticular no contexto da saide reprodutiva, uma vez que
podem estar envolvidos na expressio de uma série de
fenétipos, incluindo as malformacdes fetais e as perdas
gestacionais®»?,

Com aplica¢do de técnicas de bandamento e, mais
recentemente, com técnicas moleculares, é agora conhe-
cido que os polimorfismos cromossdmicos representam
heterocromatina constitutiva, principalmente da regido
centromérica dos cromossomos, podendo os segmentos
polimérficos variar em tamanho e posi¢ao'’2°.

Uma extensa variagdo nas frequéncias de anomalias
cromossdmicas foi observada tanto no servi¢o publico
quanto no servi¢o privado. Acredita-se que as diferen-
¢as a respeito da frequéncia dos polimorfismos nos dois
diferentes grupos de pacientes, mais elevadas entre os
pacientes do servico publico, sdo devido a padronizacdo
de divulgar todas as varia¢des polimdrficas no laudo
citogenético final.

Em um trabalho de revisio sobre a frequéncia de
anormalidades cromossdmicas em casais com perdas
fetais recorrentes, Kiss et al.'! relatam frequéncias que
variam de 0,6 a 2,8% para anomalias de todos os tipos,
sendo, dentre essas, de 3 a 30% aquelas consideradas
como polimérficas, mais especificamente as inversdes
pericentroméricas.

E interessante notar que indicar a presenca de um
polimorfismo no laudo final é facultativo. Em normatizagdes
europeias indica-se, inclusive, que variantes polimoérficas

ndo devem ser apontadas no laudo final, ficando apenas
registradas nas anotagdes internas do laboratério, para
que ndo haja uma interpretagéo controversa por parte do
profissional ndo citogeneticista’’. Nos Estados Unidos,
o grupo de Citogenética do Colégio Americano de
Patologistas declara que ndo hd um padrio estabelecido
para o registro dos heteromorfismos no laudo citogenéti-
co, ficando a critério do citogeneticista responsdvel pelo
exame a decisdo de reportd-los ou nio?. No Brasil, ndo
existe uma normatiza¢ao com rela¢do a informagio das
variantes polimdrficas, existindo uma sugestao da Sociedade
Brasileira de Genética de que as variantes cromossdémi-
cas como tamanho de heterocromatina e satélite, exceto
aquelas envolvendo quebra e reunido de cromossomos,
ndo necessitam ser incluidas na descrigdo dos resultados.
Aponta-se, entretanto, que se forem mencionadas, o seu
significado deve estar claramente descrito nos comentdrios
dos laudos®.

No servigo ptblico participante do presente estudo,
optou-se desde 2002 pelo registro dos polimorfismos em
laudo, em todos os casos. Assim, é possivel que os dados
apresentados na literatura possam estar subestimados,
devido a falta de normatiza¢do com rela¢do a descri¢do
dos polimorfismos em laudo, viés este ndo encontrado na
prética desse servico puiblico em especial.

E importante ressaltar que muitos autores indicam a
possibilidade de reportar os polimorfismos relacionados as
inversdes, pois estas apresentam duas quebras de DNA na
estrutura do cromossomo, deixando-se, em um segundo
plano, a possibilidade de informag¢do dos aumentos de ta-
manho de heterocromatina®. No presente estudo, no qual
ndo houve selecdo dos polimorfimos a serem reportados,
verificou-se que as frequéncias para o aumento de tamanho
de heterocromatina sdo tdo ou mais prevalentes do que
as inversoes. Dessa forma, € possivel que varios trabalhos
que publicaram que as inversdes sio mais prevalentes do
que os aumentos de tamanho de heterocromatina possam
ter apresentado dados subestimados.

Outro tema a ser considerado é o fato de que nosso
grupo encontrou frequéncias similares para variagdes
polimérficas nos casais classificados nos subgrupos A e
B. Considerando-se as anomalias estruturais e numéricas
conjuntamente, pode-se igualmente observar a auséncia
de uma diferenca significativa entre os dois grupos (9,1%
para o grupo A e 10% para o grupo B). Nossos resultados
corroboram o estudo de van den Boogaard et al.®, que
determinaram ndo haver influéncia na consecutividade
dos abortamentos para o risco de anomalias cromossémi-
cas e reforgaram a possibilidade de utiliza¢do do termo e
da classificacio do fenétipo de subfertilidade, de forma
generalista, a fim de triar pacientes para investiga¢do
precoce de falhas de reproducio e disponibilizagdo de
opgdes terapéuticas especificas.
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Como este trabalho envolveu a maior casuistica
de pacientes brasileiros e, até onde conhecemos, é o
terceiro trabalho internacional a envolver mais do que
mil individuos com cariétipos analisados, os resultados
validam a importincia do registro em laudo das varian-
tes da normalidade, como os polimorfismos, sejam eles
constituidos por inversdes ou aumento de tamanho de
regides heterocromdticas, com o subsequente comentério
interpretativo do achado em questdo, para que ndo haja
um entendimento controverso por parte do profissional
ndo citogeneticista.

Apesar de ainda n@o haver consenso cientifico acerca
de sua repercussio fenotipica, os polimorfismos sio um
achado frequente em um servico de Citogenética. Sua visu-
alizagdo, por citogenética convencional, pode constituir-se
em um marcador para a triagem de casos para investigagao
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