Resumo:

As variaveis envolvidas no processo de aquisi¢ao das habilidades terap&uticas
se tornaram objeto de estudo da psicologia, visto sua importancia na formagao
do psicologo. O objetivo do estudo foi realizar uma revisdo bibliografica
para explicitar quais seriam estas habilidades, o papel da supervisdo e outras
variaveis envolvidas neste processo. Concluiu-se que muito ja pode ser
previsto e controlado neste contexto, mas ainda sdo necessarias mais pesquisas
na area.
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Introducao

Distrofia Miotonica (DM) é uma doenca autossomica dominante
neuromuscular progressiva causada por uma expansao anormal da repeticdo
do trinucleotideo CTG no gene DMPK localizado no cromossomo 19q13.3.
Cromossomos normais tem até 50 repeti¢des; o numero de repeticdes CTG esta
correlacionado com o aumento da severidade da doenca ou com a diminuigéo
daidade deinicio dos sintomas (REDMAN etal., 1993). A incidéncia da doenga
varia muito entre diferentes populacdes: a alta taxa de 1: 8000 ¢ encontrada
entre individuos do oeste Europeu e brancos Norte Americanos (HARPER,
1990), 1:18000 em Japoneses (DAVIES et al., 1992) e é extremamente rara
entre os Africanos (DADA, 1993; KRAHE et al., 1995); a performance
reprodutiva de individuos afetados apresenta-se muito diminuida (HARPER,
1990). O nimero de repeti¢des tende a aumentar quando cromossomos com
mais de 50 repeticdes sdo trasnmitidos para os filhos. Com tal instabilidade,
alelos podem alcangar formas expandidas de mil repeticdes em poucas geragdes
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(NAKAGAWA et al., 1994); por outro lado, alelos com nimero de repeticdes
inferior a 50 sdo estaveis e mostram uma taxa de mutagao similar (10-5 - 10-3)
a outras pequenas repeti¢des em tandem no DNA humano (WEBER; WONG,
1993, RUBINSZTEIN et al., 1995, IMBERT et al., 1993).

Ainda ¢ desconhecido o mecanismo pelo qual os alelos com niimero
normal de repeticdes passam para o pool de alelos expandidos (POLANSKI;
CHAKRABORTY, 1998). Ainda ¢ duvidosa a existéncia de desvio meiodtico
na transmissao dos alelos: em familias afetadas por DM, foi observado desvio
meiotico favorecendo a transmissdo dos alelos mutantes em meioses paternas
(GENARELLI et al., 1994), mas também em meioses maternas (MAGGE;
HUGHE, 1998); também os alelos maiores, mas ainda normais, tiveram
transmissao preferencial relatada em meioses paternas (CAREY etal., 1994) ¢
maternas (SHAW et al., 1995, CHACKRABORTY et al., 1996 e POLANSKI;
CHAKRABORTY, 1998). Tal conflito nos levou a verificar a existéncia
de distarbio de segregacdo em trios (mae-filho-suposto pai) selecionados
entre pessoas normais submetidas a exames de rotina para investigagdo de
paternidade; adicionalmente, sdo apresentadas estimativas de parametros de
interesse forense que demonstram a potencialidade de uso deste locus em
investigacdo de paternidade e/ou identificacdo genética.

Material e métodos

Do total de 240 trios que procuram o servi¢o de Investigacao de Paternidade
da Clinica Civil do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto, Universidade de Sao
Paulo, 123 ja foram estudados para outros marcadores (PAGOTTO et al., 1999)
e calculo de freqiiéncia alélica. Rotineiramente cada caso foi submetido a oito
ou mais STRs até obter-se exclusdo em dois loci ou 99,99% de probabilidade
de paternidade; depois da exclusdo de falsa paternidade, 182 trios foram
selecionados apenas para calculo de distarbio de segregacao.

O DNA foi extraido de 300 Ml de sangue total, amplificado por PCR
(primers e condigdes), segundo a metodologia descrita por Ashizawaetal. (1993),
e o produto amplificado foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante seguida de coloragdo por nitrato de prata (BASSAM et al., 1991).

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi determinado pelo teste exato usando
o programa GENEPOP (RAYMOND; ROUSSET, 1995). As proporg¢des dos
alelos segregantes foram estabelecidas por contagem direta e comparadas com
um esperado de 50%.

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo (processo HCRP nr. 5158/98).
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Resultados

As freqiiéncias fenotipicas estdo em equilibrio (P=0.2653). Encontramos
16 alelos (Figura 1), o menor com 5 € 0 maior com 32 repeti¢des, registrando-
se, pela primeira vez, a ocorréncia dos alelos 23 e 32. Nao encontramos,
portanto, alelos expandidos, nem intermediarios; entretanto, para confirmar
tais achados, seria necessario o uso da técnica de Southern Blotting que nio
foi aplicada devido a pequena quantidade disponivel de sangue.
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Figura 1: Analise da PCR das repeti¢des de trinucleotideos
CTG no l6cus DM. Produtos da reagdo separado em gel
poliacrilamida 12% em condi¢des desnaturantes. O nimero abaixo
de cada linha indica o tamanho da repeti¢ao (CTG)n.

Nao houve desvio significativo da segregacao (Tabela 1) nas meioses
informativas paternas (n=135) e nem maternas (n=134).

Tabela 1. Freqiiéncia da transmissao de grandes e
pequenos alelos no locus DM.

Alelo Transmitido
Meiose | Menor | Maior Nio Informativo Total X* Assumindo
_ ) _ Proporgio 1:1
Materna 62 72 48 182 0,746268
Paterna 70 65 47 182 0,185185
Total 132 137 | 95 | 364 | 0,931453
Discussao

A caracterizacdo dos alelos foi feita apds repetigdo exaustiva da
eletroforese das amostras comparando-as umas as outras lado a lado tornando-
se possivel, ao final, a construcdo de uma escada alélica com todos os alelos
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encontrados neste locus, ficando claro os pontos em que faltam alguns alelos
(6,7,18,19,20,24,25,27,28,29,30,31); a numeragao foi feita apés comparagao
com o perfil de freqiiéncias da literatura.

O estudo da variagdo normal deste locus em diferentes populagdes
restringe-se a poucos levantamentos (GOLDMAN et al., 1994; ZERYLNICK
etal., 1995; CHACKRABORTY etal., 1996; GOLDMAN et al., 1996) para os
quais foi empregada a técnica de PCR com primers marcados radioativamente.
A andlise do produto amplificado por eletroforese em PAGE seguida por
coloragdo por prata (ambientalmente mais segura, ndo mutagénica, nem
carcinogénica) revelou-se suficiente para identifica¢do dos alelos.

Os perfis das freqiiéncias alélicas deste locus em nossa amostra mostra
semelhanca com as médias Européia e Africana e diferengas com a média
Asiatica (Figura 2), embora contraste com elas por apresentar maior freqiiéncia
dos alelos com maior niimero de repetigdes. Os valores das freqiiéncias dos
alelos mais freqiientes (alelos 5 e 14) sao menores nas populagdes Africanas
e Asiaticas, o que confere a estas populagdes uma maior heterozigose. Existe
a ocorréncia de picos ou modas, na distribui¢do da freqii€ncia alélica neste
locus. Em nossa amostra ha duas modas (correspondentes ao alelo 5 e 14) e
até possivelmente trés (alelo 23). Na média Européia e Africana ha trés modas
(alelos 5,11,21 para a primeira e alelos 5,7,12 para a segunda), enquanto as
amostras asiaticas exibem, com certeza, duas modas (alelos 5 e 13).

Freqiiéncias alélicas do locus DM em quatro amostras
populacionais
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Figura 2. Comparagdo de frequencias alélicas no locus
DM em nossas amostras e outros grupos raciais.
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Entre os 123 trios analisados para levantamento de freqiiéncias e
estimativa de parametros forenses, 28 deles tiveram a paternidade excluida
pelos exames de rotina feitos para tal fim; destes, 10 (35,71%) foram excluidos
pelo DM, muito menos que o esperado (65,43%). Outros parametros de
interesse forense demonstram poder elevado deste marcador, heterozigose
observada (0,7970) foi significativamente igual a esperada (0,7988); Poder de
Discriminagdo (0,9383); Conteudo de informagdo do polimorfismo (0,7779),
comparado com outros STRs na mesma amostra (PAGOTTO et al., 1999 e
WIEZEL, 1999). A alta informatividade deste locus, bem como as facilidades
metodoldgicas de deteccdo e classificagdo fenotipica o tornam passivel de
ser usado em estudos populacionais e trabalhos forenses (investigacdo de
paternidade, identificagdo genética, etc.), tanto quanto o locus DRPLA ja
testado com sucesso para tal finalidade (PELOTTI et al., 1998).

Dos 240 trios, foram selecionados 182 com probabilidade de paternidade
superior a 99,99%, nos quais foi possivel analisar 219 meioses (54 meioses
maternas e 51 paternas ndo foram informativas); ndo houve diferenga
significativa na transmissdo do alelo maior em relagdo ao menor, o que
contrasta com os estudos anteriores igualmente feitos em pessoas normais, os
quais exibiram resultados conflitantes (efeito paterno na transmissao de alelos
maiores (CAREY etal., 1994) e outros trés concluindo pela existéncia de efeito
materno (SHAW et al, 1995; CHACKRABORTY et al., 1996, POLANSKI
et al., 1998); por outro lado, da apoio a hipotese de HURST et al, 1995 que
conclui que ndo ha evidéncia de desvio meiodtico de grandes alelos dentro da
normalidade no l6cus da DM.
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Resumo:

A Distrofia Miotonica de Steinert (DM) é uma doenga autossémica dominante
neuromuscular progressiva, causada por uma expansao da repeticdo CTG no
locus DMPK do cromossomo humano 19q13.3. O numero de repeti¢des nos
alelos normais varia de 5 a 37, enquanto que nos pacientes com DM, este
numero ¢ sempre superior a 50. O tamanho da expansao esta correlacionado a
gravidade clinica e a idade de apresentagdo dos sintomas da doencga. Pacientes
com 50 a 150 copias da repeti¢do apresentam a forma minima da doenga,
podendo ter apenas catarata como Unico sintoma. Os pacientes com 100 a
1000 repeti¢des apresentam a forma cléssica e pacientes que apresentam mais
de 2000 copias possuem a forma congénita. Baseados em 182 trios (mae-
filho-suposto pai) com probabilidade de paternidade superior a 99,99%, foram
estimadas freqiiéncias génicas e genotipicas, pardmetros de interesse forense
e verificada a possibilidade de ocorrencia de desvio meidtico. Fenotipos estao
em Equilibrio de Hardy-Weinberg (P = 0,2653); o perfil de freqiiéncias alélicas
mostrou-se semelhante ao de populagdes européias e africanas, mas diferentes
da populagdo Asiatica. Nossos achados ndo confirmam a existéncia de desvio
meiotico.
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ORMAS GERAIS PARA PUBLICACAO

A REVISTA UNIARA ¢ uma publicagdo do Centro Universitario de
Araraquara — UNIARA. E interdisciplinar e tem por finalidade divulgar textos
inéditos de diferentes areas do conhecimento. Esta aberta a publicagdo de
trabalhos cientificos produzidos interna e externamente 8 UNIARA.

1. Os trabalhos enviados devem dirigir-se as seguintes se¢des da revista:

a) artigos e ensaios, b) comunicagdes de pesquisa, ¢) resenhas e d) resumos de
teses e dissertacdes. Devem ser enviados sempre em disquete, com arquivos
¢ tabelas digitados em Word for Windows, acompanhados de duas copias
impressas, obedecendo aos requisitos dos itens seguintes.

2. Os artigos e ensaios poderao ser encomendados pela propria revista ou ser
enviados espontaneamente pelos autores, ¢ devem ter um minimo de 10 mil e
um maximo de 40 mil caracteres.

Os relatorios de pesquisa devem apresentar a seguinte ordem: introdugao,
método (sujeitos, material, procedimento), resultados e discussdao. Devem ter
um minimo de 7 mil e um méaximo de 20 mil caracteres.

As resenhas poderdo versar sobre publicacdes nacionais ou estrangeiras,
deverdo conter no maximo 7 mil caracteres e incluir: nome do livro, cidade,
editora, nimero de paginas, nome do autor e nome do tradutor.

3. Os originais deverdo obedecer a seguinte seqiiéncia:

- pagina de rosto contendo: titulo do trabalho (conciso e direto) e os nome(s)
do(s) autor(es), com seus respectivos titulos universitarios, filiagdo académica
e enderego para correspondéncia. Os artigos, ensaios e comunicagdes de
pesquisa deverdo ser acompanhados, também, de resumo, que ndo devem
exceder a 400 caracteres cada um e palavras-chave (palavras ou expressdes
que indiquem o conteudo do artigo). Indicar o nimero de caracteres do texto.

- texto: repetir titulo e nome do autor;
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