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Resumo

A citogenética humana surgiu no século XIX, no entanto foi na segunda metade
do século XX que se deu pela primeira vez a sua associagdo a clinica. A descoberta da
alteracdo cromossémica numérica como causa de patologia na Sindrome de Down,
juntamente com a necessidade de descobrir a origem de outras patologias que ocorrem
durante a gestagdo e/ou ao longo da vida do individuo, motivou o desenvolvimento da
citogenética clinica laboratorial, permitindo que varias outras sindromes de origem
cromossémica fossem identificadas. Estas alteracdes podem ocorrer de novo no
individuo ou serem herdadas. As alteracées cromossdmicas podem ser numéricas, se a
anomalia envolver a perda ou ganho de cromossomas, ou estruturais se alterarem a

organizagdo de um cromossoma em resultado de rearranjos na sua estrutura.

O desenvolvimento de novas tecnologias, juntamente com a necessidade de
melhorar os padrdes de resolugdo da citogenética convencional (3-10 Mb), levou ao
nascimento de novas técnicas moleculares. As metodologias de citogenética molecular
e biologia molecular com grande capacidade de resolugao como a técnica de
Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), o Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) e o array Comparative Genomic Hybridization (aCGH), permitem
uma maior resolucdo na detecdo das alteracbes cromossémicas. Embora muito
vantajosas, as técnicas moleculares também apresentam limitacdes que foram
parcialmente ultrapassadas com o nascimento da gendmica. O desenvolvimento das
técnicas de sequenciagdo massiva, designada Next Generation Sequencing (NGS),
permite hoje detetar alteragdes a larga escala com varias aplicagdes, nao sé ao nivel do

diagnostico de patologias, mas também na oncologia e na medicina de precisao.

O principal objetivo deste trabalho é a avaliagdo retrospetiva dos resultados
das andlises realizadas em 3357 casos clinicos, no Laboratério de Citogenética do Servico
de Genética do Hospital Pediatrico de Coimbra, obtida através do levantamento de
bases de dados internas. Os dados anonimizados foram organizados de acordo com os
achados clinicos em: Individuos com problemas reprodutivos, Individuos com

malformacGes e problemas do crescimento/desenvolvimento e/ou enddcrino e
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Individuos para estudos familiares por portador de cromossomopatia. Posteriormente
fez-se a correlacdo entre o quadro clinico (fendtipo) com os resultados patolégicos
(gendtipo) tendo por base a literatura. No numero total de casos analisados, foram
encontradas 301 amostras com alteragdes, sendo que 161 doentes apresentaram
alteracGes numéricas (53,7%), 67 associadas a mosaicismo, 135 revelaram alteragGes
estruturais (45,3%) e apenas 5 individuos apresentaram alteracdes dos gonossomas

discordantes de fendtipo (<1%).

A citogenética convencional continua a ser essencial na resposta a procura
etioldgica das diversas patologias, desde o periodo Pré ao Pds-natal, embora as técnicas
moleculares sejam cada vez mais requisitadas. E solicitada sobretudo em casos de
portadores de alteragdes equilibradas (associados ou nao a disturbios reprodutivos),
assim como nas perturbagdes do desenvolvimento ligadas aos cromossomas sexuais.
Permanece também como teste de segunda linha para a caracterizacdao de rearranjos
cromossémicos e é fundamental nas situagdes de mosaicismo. Continua a ser uma area
fundamental na interpretagcao dos mecanismos bioldgicos associados aos rearranjos

cromossomicos e ao risco de recorréncia familiar.

Palavras-chave: Citogenética convencional, anomalias cromossémicas numéricas,

anomalias cromossdmicas estruturais, cariotipo, pds-natal
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Abstract

Human cytogenetics appeared in the 19th century, however it was in the
second half of the 20th century that was associated with the clinic. The discovery of
numerical chromosome alteration as a cause of pathology in Down Syndrome, together
with the need to discover the origin of other pathologies that occur during pregnancy
and/or through the individual's life, motivated the development of clinical laboratory
cytogenetics, allowing several other syndromes of chromosome origin to be identified.
Chromosomal abnormalities can be numerical, if the abnormality involves the loss or
gain of chromosomes, or structural if they modify the organization of a chromosome as
a result of rearrangements in its structure.

The development of new technologies, together with the need to improve the
resolution standards of conventional cytogenetics (3-10 Mb), has led to the birth of new
molecular techniques. High resolution molecular cytogenetic and molecular biology
methodologies such as Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) and array Comparative Genomic Hybridization
(aCGH) allow for higher resolution in the detection of chromosomal abnormalities.
Although very advantageous, molecular techniques also have limitations that have been
overcome with the birth of genomics. The development of massive sequencing
techniques, known as Next Generation Sequencing (NGS), now allows the detection of
large-scale changes with various applications, not only in the diagnosis of pathologies,
but also in oncology and precision medicine.

The main objective of this work is the retrospective evaluation of the results of
the analyses performed in 3357 clinical cases in the Cytogenetics Laboratory of the
Genetics Department of Coimbra Children's Hospital, obtained from internal databases.
The anonymized data were organized according to clinical findings into: Individuals with
reproductive problems, Individuals with malformations and growth/developmental
and/or endocrine problems, and Individuals for family studies by chromosomal carrier.
After that, the correlation between the clinical profile (phenotype) and the pathological
results (genotype) was made based on the literature. In the total number of cases

analyzed, 301 samples with alterations were found, 161 patients presented numerical
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alterations (53.7%), 67 associated with mosaicism, 135 revealed structural alterations
(45.3%) and only 5 individuals presented gonosome alterations discordant with the
phenotype (<1%).

Conventional cytogenetics continues to be essential in the answer to the
etiological search for various pathologies, from the prenatal to the postnatal period,
although molecular techniques are increasingly in demand. It is mainly requested in
cases of carriers of balanced alterations (associated or not with reproductive disorders),
as well as in developmental disorders linked to sex chromosomes. It also remains a
second-line test for the characterization of chromosomal rearrangements and is
essential in situations of mosaicism. It remains a fundamental area in the interpretation
of the biological mechanisms associated with chromosomal rearrangements and the risk

of familiar recurrence.

Keywords: conventional cytogenetics, numerical chromosomal abnormalities,

structural chromosomal abnormalities, karyotype, postnatal
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Capitulo | = Introdugao

1.1 A citogenética no diagndstico clinico

No inicio dos anos 60, apesar da sua importancia na biologia, a genética tinha
ainda pouca relevancia para a comunidade médica e portanto a relagdo entre estas duas
disciplinas ndo estava ainda estabelecida. Com o nascimento da citogenética humana e
o diagndstico da primeira sindrome associada a uma aneuploidia, a Sindrome de Down,
esta drea da genética ganha particular relevo no diagndstico clinico.

As alteragdes cromossémicas sao hoje a causa etioldgica conhecida de varias
sindromes, estao na origem de cerca de 50% dos abortos espontaneos e em 20% dos
nascimentos de nados vivos com cariétipos anormais (Gardner, R. J. M. et al., 2004). A
citogenética convencional diz respeito ao estudo do genoma de um organismo, sendo
gue as metafases evidenciam um padrao de bandas diferencial e caracteristico que
permite o estudo das alteracdes presentes no genoma com uma resolucao que pode
atingir as 3-5Mb. A andlise do numero e estrutura cromossémica e a correlagdo das
caracteristicas fenotipicas com o genétipo do individuo, levou a que a area da
citogenética ganha-se particular relevo no diagndstico pré e pds-natal de alteracdes
genéticas. O estudo do cariétipo constitucional continua a ser essencial no diagnodstico
citogenético de individuos com problemas reprodutivos, individuos com disturbios do
crescimento, perturbagdo do desenvolvimento e/ou endécrino e individuos em

contexto de estudos familiares.

1.1.1 O nascimento da citogenética — perspetiva historica

A Citogenética Humana iniciou-se em 1882, com Walther Flemming a publicar
pela primeira vez estudos de uma porgdao do nucleo corado e visivel ao microscépio, a
gue deu o nome de cromatina (Flemming, 1882). Apenas em 1888, Heinrich Von
Waldeyer designou estas estruturas como “cromossomas”. A palavra cromossoma,
deriva do grego chroma que significa cor, e soma que significa corpo, assim nasceu a
denominacdo de corpo corado/colorido (Waldeyer, 1888). O conceito de gene surgiu

anos mais tarde, quando Theodor Boveri e Walter Sutton, os descreveram como sendo
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os fatores responsaveis pela hereditariedade (Boveri, 1902; Sutton, 1903). Deram-se
assim os primeiros passos para que Sutton pudesse combinar as disciplinas de citologia
e genética, nascendo assim a citogenética humana, definida como o estudo da
estrutura, funcdo e evolucao dos cromossomas.

A impossibilidade de estabelecer culturas celulares de mamiferos e a baixa
gualidade do espalhamento das culturas estudadas, constituiu um entrave a evolugao
da citogenética (Trask B.J., 2002). A partir dos estudos citogenéticos publicados em 1923
por Thomas Painter, o complemento cromossémico de células humanas compreendia
equivocadamente um total de 48 cromossomas por célula. O ano de 1956 foi crucial no
desenvolvimento da citogenética. A descoberta acidental do choque hipotdnico,
promovendo a turgescéncia das células e consequentemente a dispersdo dos
cromossomas, permitiu assim a Joe Hin Tjio e Albert Levan provar que o numero exato
do complemento cromossémico humano é de 46 cromossomas por célula (Ford e

Hamerton, 1956).

Figura 1 - Cariograma humano com um padrdo de bandas G. Individuo do sexo feminino com caridtipo
46,XX [ISCN, 2020] (Laboratério de Citogenética do Servico de Genética do Hospital Pediatrico de

Coimbra).

A partir do momento em que o numero correto de cromossomas foi

estabelecido, os estudos citogenéticos permitiram as primeiras associagcdes entre
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patologias e anomalias cromossdmicas. JérOme Lejeune e os seus colaboradores, em
1959, observaram pela primeira vez um cromossoma extra em metafases obtidas na
cultura de fibroblastos de individuos com Sindrome de Down (Lejeune et al., 1959). Apds
esta descoberta, outras patologias cromossdmicas envolvendo os cromossomas sexuais,
como a Sindrome de Turner (45,X) (Ford et al., 1959) e a Sindrome de Klinefelter
(47,XXY) (Jacobs e Strong, 1959) foram identificadas. Mais tarde, Patau e Edwards
descobriram a associagdao de outras sindromes a aneuploidias como a trissomia 13 e a
trissomia 18, respetivamente, passando a integrar o nucleo das patologias
cromossomicas (Patau et al., 1960; Edwards et al., 1960).

A necessidade de desenvolver novas técnicas de bandagem era essencial para
uma melhor classificagao e identificagdo dos cromossomas. Casperson foi o primeiro a
utilizar um corante fluorescente (quinacrine mustard), que conferia aos cromossomas
um padrdao diferencial e especifico com alternancia de bandas claras e escuras
(bandagem-Q) permitindo a sua identificagdo (Casperson et al., 1968). Inicialmente a
detegao de alteragdes estruturais, era realizada apenas em cromossomas de plantas,
mais tarde em 1970, o estudo foi alargado pela primeira vez, aos cromossomas humanos
(Casperson et al., 1970). A necessidade de um microscépio de fluorescéncia e o facto
de a fluorescéncia decair com o passar do tempo, levou a que este tipo de bandagem
fosse substituido pela bandagem-G (Figura 1), a mais aplicada na rotina dos laboratérios
de citogenética. A bandagem GTG consiste na incubacdo das metafases com uma
enzima proteolitica (tripsina) seguida de coloragdo com o corante Giemsa, conferindo
aos cromossomas uma coloracdo permanente (Seabright, 1971). O corante Leishman
permite também obter o mesmo tipo de bandagem para a detecdo de alteracdes
numeéricas e estruturais (Casperson et al., 1970).

Outras metodologias de bandagem foram desenvolvidas como a bandagem R,
C e Nor com diferentes propriedades e aplicagdes. Contudo, a resolugdo das técnicas de
citogenética pode ir até um nivel limite de 400-550 bandas (por genoma hapldide), o
gue se reflete na identificacdo de rearranjos estruturais até 5-10 Mb (Smeets, D. F.,
2004). A cultura de linfécitos sincronizada, veio permitir ultrapassar parcialmente estas
limitagOes impostas pelo caridtipo de baixa resolugao e consequentemente, a analise

dos cromossomas em prometafase possibilitou a identificagdo de rearranjos mais subtis
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(Yunis J. J., 1976). A evolugdo permitiu que vdrias sindromes clinicas, como a Sindrome
de Angelman e Sindrome de Prader Willi, originadas por pequenas alteracdes
cromossémicas (microdelecdes ou microduplicagdes), fossem identificadas (Dutta UR.,
2016).. No entanto, a similaridade e ambiguidade da interpretacdo das bandas
cromossoémicas, constitui por vezes um fator limitante ao nivel da resolucao, sendo que
esta barreira foi ultrapassada com o aparecimento da Citogenética Molecular (Yunis J.
J., 1976).

Todos estes progressos permitiram aumentar a capacidade de diagndstico da
citogenética clinica e tornou-se fundamental o desenvolvimento de uma nomenclatura
universal para a identificagdo dos cromossomas (Paris Conference, 1971). Em 1960 na
Conferéncia de Denver foi estabelecido o primeiro sistema de nomenclatura
citogenética que permitiu organizar os cromossomas em 7 grupos (de A a G) de acordo
com a posicdo do centrémero e o tamanho (Balajee A. S., 2018). Mais tarde, na
Conferéncia de Paris, em 1971, foi introduzido um novo sistema para classificacdo e
identificacdo dos cromossomas e das suas regides, desta vez com base nos padrdes de
bandas obtidos pelos diferentes tipos de bandagem (Q, G e R) (Paris Conference, 1971).
Mais tarde, em Estocolmo (1977), varios dos relatérios principais das conferéncias de
Denver, Londres, Chicago e Paris, foram agrupados constituindo um sé, dando origem a
nomenclatura universal de citogenética humana “An International System for Human
Citogenetic Nomenclature (1978)” (ISCN), que permanece até aos dias de hoje (Dutta
UR., 2016). Periodicamente o sistema de nomenclatura utilizado na rotina dos
laboratérios de citogenética é atualizado, providenciando uma descri¢gao detalhada de
toda a nomenclatura que deve ser seguida para reportar anomalias cromossdémicas
detetadas por citogenética cldssica ou molecular (FISH, MLPA e aCGH), sendo a

atualizacdo mais recente a de 2020 (ISCN 2020; Matoso, E. M. R. D. C., 2015).

1.1.2 A Citogenética Convencional
A andlise citogenética pode ser realizada com recurso a diferentes materiais
bioldgicos, proveniente de diversos tecidos, dependo do contexto clinico e tipo de

diagndstico a realizar (pré ou pds-natal). Em pré-natal, o estudo é efetuado a partir de
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células fetais que consoante a indicagdo e a idade gestacional, pode ser feito em células
do liquido amnidtico, das vilosidades coridnicas ou sangue fetal por cordocentese. Em
pos-natal o tecido mais utilizado sao os linfécitos do sangue periférico. Os leucdcitos sao
as células alvo obtidas a partir do sangue periférico para o estudo citogenético, por se
tratarem de células nucleadas e dentro deste grupo, os linfécitos T sdo os que mais
facilmente se dividem apds estimulacdo (Freshney, 1987; Rooney, 2001). Além disso sdo
de facil obtencdo e um pequeno nimero de linfdcitos é representativo da constituicdo
cromossémica do individuo, na grande maioria das situagdes clinicas.

O ser humano apresenta um complemento cromossémico de quarenta e seis
cromossomas por célula somatica. Esse complemento é geralmente constituido por
vinte e dois pares de autossomas e um par de cromossomas sexuais, que Nno sexo
feminino é constituido por um par de cromossomas X, € no sexo masculino um
cromossoma X e um cromossoma Y (Gardner, R. J. M. et al., 2004). E durante a divisdo
celular que os cromossomas sdo distribuidos pelas células filhas, no entanto, este
processo nao estd isento de erros, originando por vezes, células com uma constituigao
cromossémica alterada. Embora a citogenética convencional permita detetar uma
grande quantidade de alteragdes, devido as limitagdes impostas pela sua resolugdo, por
vezes € necessario recorrer ao uso de técnicas de biologia molecular e de gendmica. A
combinagao da citogenética com a biologia molecular, revelou-se uma mais-valia para
os doentes e familiares no diagndstico pré e pds-natal com o nascimento da citogenética

molecular e da gendmica (Smeets, D. F., 2004).

1.1.3 A Citogenética Molecular e a Gendmica

A citogenética molecular é definida como a drea que combina a citogenética e
as técnicas moleculares de modo a permitir a detecdo de alteracdes ao nivel do DNA
gendmico ou das sequéncias especificas, promovendo a melhoria dos métodos de
diagndstico e progndstico (Dave BJ, 2007).

O nascimento da area molecular possibilitou a observacdao de sequéncias de
nucledtidos complementares que hibridizam entre si, formando complexos mais

estaveis do que as sequéncias ndo complementares (Speicher e Carter, 2005). Entre as
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técnicas moleculares mais importantes e auxiliares da citogenética convencional,
destacam-se a Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), o Array Comparative Genomic
Hybridization (aCGH) e a Multiplex Ligation-dependente Probe Amplification (MLPA). Na
area de sequenciacdo massiva surge a inovadora técnica de Next Generation Sequencing

(NGS).

Fluorescence In Situ Hybridization

Em 1980 surgiu a técnica fluorescence in situ hybridization que consiste na
associagcdo quimica (hibridizagdo) de um fluorocromo a uma sonda de RNA para
identificacdo rapida e direta de loci especificos dos cromossomas (Bauman et al., 1980).
Os elementos essenciais da FISH sdo a sonda de DNA, que pode ser de marcacao direta
no caso de ja conter o fluoréforo, ou de marcacgao indireta se necessitar da ligacdo a um
hapteno com afinidade para o anticorpo que faz a detecao, e a sequéncia alvo. As sondas
utilizadas podem ter diferentes origens: Bacterial Artificial Chromosome (BAC), P1
Artificial Chromosome (PAC), clones do tipo cosmideo ou fosmideo, ou a partir de
produtos de Polymerase Chain Reaction (PCR). Dependendo da regido alvo, os tipos de
sondas utilizadas sdo: sondas centroméricas ou de sequéncias repetitivas (Figura 2C),
utilizadas na detecdo de aneuploidias, identificagdo da origem de cromossomas
marcadores e derivativos de estrutura ambigua; sondas locus-especificas ou de
sequéncia Unica utilizada na suspeita de sindromes de microdelegdo (Figura 2A e 2B) e
sondas da totalidade de um cromossoma/pintura cromossdmica, utilizadas na
identificagdo de cromossomas ou segmentos cromossomicos de origem desconhecida
(Figura 2D).

Com os avangos técnicos dos métodos de detecdo de alteragdes
cromossémicas, foram desenvolvidas aplicagdes mais avangadas como o multicolor FISH
(M- FISH) (Figura 2E) e o Spectral Karyotyping (SKY) em que numa sé experiéncia é
possivel marcar cada par cromossémico com um espectro de cor diferente, utilizando
varias combinacdes e porcdes dos diferentes fluorocromos (Speicher et al., 1996). Estas
técnicas sdo Uteis na caracterizacdo de rearranjos complexos de células tumorais, que

envolvam transloca¢des ou insercbes e na pesquisa da origem de cromossomas
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marcadores. A grande desvantagem é que ndo detetam inversdes, delecdes e
duplicagbes intracromossdémicas, no entanto, esta barreira foi ultrapassada com o
desenvolvimento das “pinturas” parciais para cada brago cromossémico e para regides
especificas de cada cromossoma, surgindo o Multicolor Chromosome Banding (MCB)

(Figura 2E) (Liehr et al., 2004).

Figura 2 - Imagens representativas das diversas aplicagdes da FISH na detecdo de alteragdes: (A) de genes
Unicos (C-Myc-vermelho; IgH-verde); (B) da regido de locus especifica (cromossoma 8-verde; cromossoma
8q24.3 locus-vermelho); (C) de telémeros e centromeros (Centromeros-verde; Telémeros-vermelha); (D)
de cromossomas através de pinturas cromossémicas especificas (Cromossoma 1-vermelho, Cromossoma
2-verde e cromossoma 4-amarelo); (E) de todos os cromossomas humanos usando sondas multicolor FISH
e (F) de alteragGes intra-cromossdmicas usando sondas multicolor BAND especificas dos cromossomas.

(Adaptado de: Balajee A. S., 2018)

A FISH tornou-se rapidamente fundamental na detegao rapida e com elevada
sensibilidade, tanto de anomalias numéricas como estruturais, na identificacdo de
translocagbes, microdele¢des e na oncologia (Montazerinezhad S., 2020). Apesar de
todas as vantagens, ndo é isenta de limitagdes, quer ao nivel das sondas disponiveis, da

resolucdo, do numero de loci que é possivel estudar em simultdaneo ou das sucessivas
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hibridizagdes necessarias para chegar a um diagndstico (Smeets, D. F., 2004 ; Matoso, E.

M. R. D. C., 2015)

Comparative Genomic Hybridization

Na década de 90, Kallioniemi e colaboradores, desenvolveram uma técnica
molecular com base na hibridizagdo gendmica da técnica de FISH, a Comparative
Genomic Hybridization (CGH) que permite analisar em simultaneo todo o genoma. Ao
invés da utilizacdo de sondas, sdo usados o DNA do doente e um DNA de referéncia,
marcados com fluoréforos diferentes, que hibridizam em metafases de um controlo
normal. Com um software adequado, é calculado o nimero de cépias para cada regido
cromossémica do DNA do doente em compara¢do com o DNA de referéncia tendo por
base a proporcao de fluorescéncia refletida ao longo da sequéncia de cada cromossoma
(Kallioniemi et al., 1992). Esta técnica tornou possivel a detecdo de desequilibrios
cromossémicos em amostras tumorais, onde a citogenética convencional por insucesso

da cultura ou falta de qualidade das metafases, nao permitia.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

A biologia molecular continuou a desenvolver-se a larga escala e em 2002,
Shouten e colaboradores desenvolveram um novo método para a quantificacdo rdpida
e precisa de 40 ou mais sequéncias de DNA numa so experiéncia, a Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) (Dutta UR., 2016). Trata-se de uma técnica de
PCR multiplex baseada na hibridizacdo (Figura 3) e ligacdo de duas sondas adjacentes
complementares a sequéncia alvo. A hibridizagdo das duas sondas (por uma ligase
termoestdvel), ocorre apenas na presenga da sequéncia alvo na amostra e por PCR, é
obtida a sequéncia amplificada. Utilizando apenas um par de primers universal, devido
as sequéncias terminais de cada sonda serem comuns, a MLPA permite a amplificacdo

de até 96 amostras em simultaneo.
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Os produtos de PCR obtidos, sdo separados por eletroforese capilar de acordo
com o seu tamanho e quantificados para cada sequéncia, de forma proporcional a
guantidade de DNA alvo presente na amostra (Schouten et al., 2002). A técnica de MLPA
tem como principais vantagens: utilizar uma pequena quantidade de DNA (20 — 80 ng);
dispensa cultura celular; permite o processamento de um maior nimero de amostras
em simultaneo e maior rapidez da sua analise, assim como a pesquisa de um maior
numero de loci para uma mesma regido ou mesmo varias regides/genes em simultaneo.
Por outro lado, ndo é adequada no caso da pesquisa e caracterizacdo de rearranjos
cromossémicos estruturais, uma vez que nao deteta os rearranjos equilibrados, ploidias

e mosaiscimos (Matoso, E. M. R. D. C., 2015).
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Figura 3 — Esquema representativo da técnica de MLPA. 1 - Hibridizagdo das sondas para a sequéncia de
DNA alvo; 2 - Ligagdo das sondas adjacentes; 3 - Amplificagdo por PCR das sequéncias de sondas ligadas
utilizando o conjunto de primers universais; 4 - Eletroforese capilar e andlise de dados. A amostra do
doente (azul) e o controlo (vermelho) sdo comparados através do tamanho do pico, um aumento indica
um ganho no nimero de cépias para esses locais, e uma diminuigdo do tamanho do pico representa uma
diminuigdo do nimero de cépias. As setas marcam os picos onde o sinal da amostra é maior face ao

controlo, indicando um ganho no nimero de cdpias na regido. (Adaptado de: Alecia S. Willis. Et al., 2012)

Gendmica e a sequencia¢ao massiva de nova geragao

A combinacdo das técnicas de citogenética convencional e molecular, tornou
possivel analisar um amplo espectro de anomalias, desde alteragdes cromossdmicas
numéricas e estruturais, polimorfismos de nucleétido uUnico (SNP), alteracdes no
numero de copias do gene, em prol de um melhor diagndstico e progndstico de diversas
patologias (Balajee AS, 2018; Trask BJ., 2002). A citogendmica com a técnica de array-
Comparative Genomic Hybridization (aCGH), foi inicialmente desenvolvida para aplicar
no ambito da oncologia, no entanto, atualmente é utilizada frequentemente no
diagnostico genético. Embora nao permita detetar rearranjos equilibrados, o seu
desenvolvimento e aplicagdes clinicas, tém sido fundamentais no diagndstico e
identificacdo das bases moleculares de varias doencas. As metodologias usadas na
citogendmica sdo o aCGH e o Single Nucleotide Polymorphism (SNP) array (da Silva
Ribeiro, I. P. T. et al., 2018). Os avancos continuos da tecnologia de sequenciacdo do
material genético, juntamente com o desenvolvimento do Projeto do Genoma Humano,

levaram ao nascimento da gendmica.

array Comparative Genomic Hybridization

Em 1997 foi desenvolvida uma variante da CGH, a array Comparative Genomic
Hybridization (array-CGH), na qual o DNA do paciente e o DNA de referéncia hibridizam
num (micro)array de sondas de DNA fixadas numa lamina de vidro (Solinas-Toldo et al.,
1997). A marcacao é feita com recurso a fluoréforos de cores diferentes para o DNA do

doente e o DNA controlo, que apds desnaturagao e a luz de microscopia de
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fluorescéncia, revela a porcdo de fluorescéncia para o locus de cada sonda (Figura 4)

(Montazerinezhad S, 2020).
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Figura 4 — Procedimento da técnica de array-CGH. O DNA teste (do doente) e o DNA de referéncia sdo
marcados com cores diferentes e hibridizados com o DNA da sonda (alvo) presente na lamina; apos
hibridizagdo, uma maior quantidade de DNA do doente (verde) em relagdo ao DNA controlo (vermelho),
pode ser sinénimo de uma trissomia. No caso de os doentes serem portadores de delegGes, a hibridizagdo
vai permitir evidenciar mais DNA controlo em relagdo ao DNA do doente. (Adaptado de: Smeets D. F.,

2004)

O aCGH permite diagnosticar alteragdes submicroscopicas (sem necessidade de
estabelecer culturas) que ndo sdo detetdveis através da andlise do caridtipo
convencional ou pela técnica de FISH (Gersen, S., & Keagle, M., 2013; Chaudhary 2011).
Devido a sua elevada resolucdo, podem ser analisados milhares de loci do genoma numa
Unica lamina/array. Apesar das vantagens, ndo é possivel detetar alteracGes
equilibradas, mosaicismo de baixa expressdo e alteracées de ploidia (Figura 5)

(Montazerinezhad S, 2020; Matoso, E. M. R. D. C., 2015)
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Figura 5 - Resultado de ArrayCGH de um doente com sindrome de Prader Willi por delegdo no
cromossoma 15. A matriz utilizada contém 3500 clones autossémicos humanos diferentes, verificados por
FISH; cada faixa vertical corresponde a um dos 22 autossomas (da esquerda para a direita) e as duas linhas
horizontais delimitam a variagdo normal do sinal do locus. Na faixa 15 (cromossoma 15), quatro clones
situam-se visivelmente fora destes limites, identificando assim a eliminagdo presente no cromossoma 15.

(Adaptado de: Smeets D. F., 2004)

Single Nucleotide Polymorphism

A plataforma de Single Nucleotide Polymorphism (SNP) array é semelhante a de
aCGH, no entanto, neste caso ndo é feita hibridizacdo comparativa e sdo utilizados
oligonucleotideos de um tipo especifico. Esta tecnologia permite a analise simultdnea
do nimero de cépias com a analise da perda de heterozigotia, a realizacao de estudos
de genotipagem e a avaliagao de dissomia uniparental e de consanguinidade (da Silva

Ribeiro, I. P. T. et al., 2018).

Next Generation Sequencing

Nos ultimos anos, a NGS - Next Generation Sequencing - surgiu como uma
técnica inovadora na identificacdo de rearranjos cromossémicos, equilibrados e
desequilibrados, o que a torna uma metodologia Unica em rela¢do as demais (Dutta UR.,
2016). Trata-se de uma sequenciacdo massiva em paralelo de milhées de pequenos
fragmentos de DNA em simultaneo, e devido a sua enorme extensdo, tem vindo a ser
implementada também em dreas como a oncologia e medicina de precisdo (Behjati &

Tarpey, 2013). Esta técnica permite a detecdo de alteracdes da sequéncia de DNA em
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estudo relativamente ao DNA de referéncia, sendo possivel sequenciar todo o genoma
(whole genome sequencing), apenas as regides codificantes dos genes (exome
sequencing) ou um numero limitado de genes (targeted sequencing). A gendmica
permite sequenciar todo ou apenas regides especificas do DNA, de forma rapida, e em
larga escala.

A enorme quantidade de informagao obtida e a avaliagao do seu significado
clinico apds a execucdo da técnica, constitui a maior limitagdo na interpretacdo dos
resultados. O custo elevado e a necessidade de equipamentos especificos para a analise
e tratamento bioinformatico dos dados, sao também grandes obstaculos a utilizagdao
alargada da NGS. No entanto, as metodologias da NGS estdo em franco
desenvolvimento e a sua aplicagao nos laboratdrios de genética clinica é cada vez maior
e mais abrangente. Estes feitos tém permitido a redugao dos custos assim como ao
aumento da precisado e sensibilidade da técnica, permitindo a identificagao de variantes

mesmo em casos de mosaicismo de baixa expressdo (Behjati & Tarpey, 2013).

1.2 Origem e consequéncias das cromossomopatias

A patogénese define-se como o processo pelo qual o defeito genético, muitas
vezes nao expressando caracteristicas particulares da doenga, leva a anomalia
fenotipica (Gardner, R. J. M. et al.,, 2004). Através da citogenética convencional, é
possivel esclarecer a etiologia de determinadas patologias/sindromes cromossdmicas.

“O que aconteceu de errado? Vai acontecer novamente?” Estas sao algumas
das perguntas mais frequentes entre individuos portadores de alteragdes
cromossémicas e os seus familiares. As anomalias cromossémicas podem surgir no
periodo pds-zigdtico, apds segregacdo anormal dos cromossomas durante a fase
mitdtica levando a formagdo de mosaicismo nas células do embrido (Gardner, R. J. M.
et al., 2004). No entanto os erros surgem mais frequentemente durante a formacdo das
células germinativas resultando na segregacao anormal dos cromossomas durante a
meiose na divisdo celular (Gardner, R. J. M. et al., 2004).

As anomalias podem ser classificadas como constitucionais, se estiverem

presentes no individuo desde o seu nascimento, ou adquiridas se surgirem no decorrer
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da vida do individuo. Independentemente de serem adquiridas ou constitucionais, sdao

divididas em dois grupos: alteragdes numéricas e alteragdes estruturais.

1.2.1 Alteragdes numéricas

As alteragdes cromossdémicas numeéricas, caracterizam-se pela alteracdao do
numero normal de cromossomas (2n= 46). A perda ou ganho de cromossomas resulta
da ndo-disjuncao, ou seja, da incapacidade de cromossomas homdlogos se separarem
simetricamente durante a divisdo celular. Este erro pode ocorrer nas diferentes etapas
da divisdo celular: durante a mitose, sendo a principal causa de mosaicos — individuos
constituidos por duas ou mais linhas celulares geneticamente diferentes provenientes
do mesmo zigoto — ou na meiose (I e Il) (Thomas, NS. et al., 2001). Quando a ndo-
disjungdo ocorre na meiose |, a nao separagdao dos homologos leva a formagao de
gametas aneuploides, podendo ser trissomicos ou monossdmicos. Se a divisao meidtica
| ocorrer normalmente, a ndo-disjungdao pode ocorrer na meiose Il, promovendo a nao
separagao dos cromatideos irmaos. Novamente, alguns gametas irdo conter um nimero
incorreto de cromossomas, ao contrdrio da ndo disjun¢cdao na meiose | em que todos os
gametas sdo afetados (Thomas, NS. et al., 2001). A degradacdo progressiva de fatores
gue promovem a adesdo entre os cromossomas homaélogos, contribui para uma maior
instabilidade nos cromossomas e ocorre sobretudo durante a oogénese, aumentando a
medida que a idade materna avanga.

As anomalias numéricas sao cerca de metade das principais causas de aborto e
malformacdGes congénitas em humanos (Hassold et al., 1996), e podem ser divididas em
dois grupos: euploidias e aneuploidias. Quando o erro envolve todo o genoma, o
individuo apresenta células com trés ou mais genomas - euploidia. Estes casos sdo
raramente encontrados em nados-vivos, mas frequentemente detetados em amostras
de produtos de abortamento (Benn and Hsu, 2004). As aneuploidias humanas resultam
da variacdo do numero de cromossomas envolvendo o ganho (trissomia) ou perda

(monossomia) de cromossomas (Gersen, S., & Keagle, M., 2013).
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1.2.1.1 AlteragGes numéricas nos autossomas

A aneuploidia autossdémica com maior prevaléncia em nados vivos, é a
trissomia 21 (Sindrome de Down), muito menos frequentes sdo a trissomia 18
(Sindromde de Edwards) e a trissomia 13 (Sindrome de Patau) com uma prevaléncia de
cerca de 1 em 12000 e 1 em 6000 nascidos vivos, respetivamente (Gardner, R. J. M. et
al., 2004). No que diz respeito as aneuploidias dos cromossomas sexuais as mais comuns
sdo a monossomia do X (Sindrome de Turner), a trissomia XXY (Sindrome de Klinefelter),

a trissomia XXX e a trissomia XYY.

Sindrome de Down (47, +21)

A sindrome de Down é a aneuploidia autossdémica mais frequente em
diagndstico pré e pds-natal. E a causa mais comum para o défice intelectual e tem maior
incidéncia ao nascimento em compara¢dao com qualquer outra alteracdo cromossdémica
(Gardner, R. J. M. et al., 2004). Em cerca de 95% dos casos o cromossoma extra é de
origem materna, e destes, 80% ocorrem devido a erros durante a meiose | (Luthardt and
Keitges, 2001). A prevaléncia desta doenca é de 1-5/10000, tornando-a a anomalia
cromossémica mais comum ao nascimento (1 a cada 750) (ORPHA:870).

Cerca de 4% dos individuos com Sindrome de Down tém como causa uma
translocagao robertsoniana desequilibrada, entre o cromossoma 21 e um cromossoma
acrocéntrico (13 ou 14 ou 15). Cerca de metade das translocacdes tém origem de novo,
enquanto a outra metade é herdada de um progenitor portador de um rearranjo
equilibrado. A sindrome de Down por translocacdo rob(14q21q), é geralmente a causa
mais comum de trissomia em familias com varios casos desta sindrome. Cerca de 2-3%
dos casos de trissomia 21 estdo presentes no individuo sob a forma de mosaico
(Luthardt and Keitges, 2001). Clinicamente os doentes apresentam um fendtipo
caracteristico com dismorfismos faciais, prega palmar unica, hipotonia, malformagdes

cardiacas e défice intelectual (Asim et al., 2015).
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Sindrome de Patau (47, +13) e Sindrome de Edwards (47, +18)

Ao contrdrio da trissomia 21 com uma taxa de sobrevivéncia elevada, as
trissomias 13 e 18 sdo pouco frequentes em pds-natal, com 95% de probabilidade de
morte in Utero. A prevaléncia da trissomia 13 é de 1-9/1000000 e a incidéncia é estimada
entre 1/8000-15000 nascimentos (ORPHA:3378). Apesar da reduzida possibilidade de
sobrevivéncia, quando acontece, a trissomia 13 apresenta manifestagdes fenotipicas
severas sobretudo a nivel neurolégico, com hipotonia, holoprosencefalia e
dismorfismos faciais. Em 20% dos casos, a causa esta associada a uma translocagdo
(ORPHA:3378).

A trissomia 18, com uma prevaléncia de 1-9/1000000 e uma incidéncia
europeia de 1 por cada 2700 nascimentos, estd também associada a um quadro
polimalformativo grave, com hipotonia, hipotrofia, microcefalia, microretrognatia,
hipertelorismo, diversos dismorfismos faciais, atraso no desenvolvimento, problemas
cardiacos e renais (ORPHA:3380). O progndstico é muito reservado e a maioria das
criangas ndo sobrevive até completar o primeiro ano de vida. Geralmente a suspeita de
fetos com trissomia 18 surge durante a gravidez a partir de achados ultrassonograficos
(restricdo do crescimento e malformacgdes), que pode ser confirmada pela andlise do

cariotipo fetal (Luthardt and Keitges, 2001).

1.2.1.2 Alterag6es numéricas dos cromossomas sexuais

As aneuploidias dos cromossomas sexuais tém um efeito muito menos
deletério sobre o fenétipo do que a aneuploidia autossémica. O cromossoma X é um
dos maiores cromossomas do genoma humano, enquanto o cromossoma Y tem um
tamanho reduzido, é composto sobretudo por heterocromatina e contém poucos genes.
Quer no homem quer na mulher, é necessdrio apenas um cromossoma X
completamente funcional. Para a inativagdo do cromossoma X, existe nas células um
mecanismo através do qual o desequilibrio é neutralizado, numa tentativa de alcangar
o mesmo efeito que ter apenas um Unico X ativo. Geralmente nestes individuos, o

aparelho reprodutor e o cérebro sdo os 6rgdos predominantemente afetados, no
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entanto o efeito pode ser minimo. Quanto ao cromossoma Y supranumerdrio, como em
casos de 47,XYY, as consequéncias fenotipicas sdao geralmente reduzidas (Gardner, R. J.
M. et al., 2004).

As aneuploidias dos gonossomas, como a Sindrome de Klinefelter (47,XXY), a
Sindrome do triplo X (47,XXX) e a Sindrome de Turner (45,X), séo comuns em pds-natal,

embora muitas vezes diagnosticadas apenas na idade adulta.

Sindrome de Klinefelter (47,XXY)

A sindrome de Klinefelter é a anomalia cromossémica sexual mais comum,
ocorrendo em cerca de 1/500 individuos do sexo masculino (Aksglaede et al., 2013). E
caracterizada pela presenga de um cromossoma X supranumerario, geralmente de
origem materna (Groth et al., 2013).

Geralmente o individuo é fenotipicamente normal, no entanto o quadro clinico
€ varidvel e este pode apresentar estatura elevada de forma desproporcional,
hipogonadismo com testiculos pequenos, azoospermia ou oligospermia e cerca de 30%
dos individuos afetados desenvolvem ginecomastia (Bonomi et al., 2017). O diagnéstico
pode ser tardio, uma vez que a maioria dos individuos apresenta um fendtipo ligeiro que
se manifesta apenas na idade adulta, por baixa producdo da quantidade de
espermatozoides ou infertilidade. Salvo intervengao médica, a infertilidade é quase
inevitavel na Sindrome de Klinefelter, embora existam algumas excecdes (Gardner, R. J.
M. et al.,, 2004). O resultado 47,XXY é detetado em cerca de 11% dos homens

azoospérmicos e 3% dos homens inférteis estudados (Bonomi et al., 2017).

Sindrome do triplo X (47,XXX)

A Sindrome do triplo X trata-se da anomalia cromossdmica mais comum no
sexo feminino, ocorrendo em aproximadamente 1/1000 nascimentos, no entanto, por
apresentar na maioria das vezes um fenétipo ligeiro, é diagnosticada apenas em cerca
de 10% das mulheres portadoras. As caracteristicas fenotipicas mais comuns durante a

infancia sdo atraso do desenvolvimento psicomotor, estatura elevada, epicanto,
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hipotonia, clinodactilia, anomalias genito-urinarias e mais tarde na adolescéncia,
faléncia ovarica prematura. A causa mais comum da trissomia X é a ndo nao-disjuncao
meidtica, embora a ndo-disjungao pods-zigdtica ocorra em aproximadamente 20% dos
€asos, assim como a idade materna avangada é responsavel por aproximadamente 30%
dos casos. A existéncia de linhas celulares em mosaico (46,XX/47,XXX ou
47,XXX/48,XXXX) nomeadamente a presenca de linhas celulares com Sindrome de

Turner (45,X), estdo presentes em aproximadamente 10% dos casos (ORPHA:3375).

Sindrome de Turner (45,X)

A Sindrome de Turner é uma monossomia do cromossoma X com prevaléncia
estimada em 1/5000 nados vivos (afetando 1 em cada 2500 nascimentos do sexo
feminino) (ORPHA:881). Trata-se de uma patologia cromossémica associada a auséncia
completa ou parcial de um cromossoma X, tendo cerca de metade dos casos origem na
monossomia do X, a maioria surge de facto, devido a alteracdes cromossdmicas
estruturais (delegdo, isocromossoma X, cromossoma em anel ou cromossoma
dicéntrico), pela presenca de mosaicismo com linha 45,X e/ou um cromossoma X ou Y
anormal (ORPHAS881). As caracteristicas fenotipicas clinicas associadas a esta sindrome
sdo sobretudo baixa estatura, amenorreia primaria e distirbios dos caracteres sexuais
secunddrios na mulher (Luthardt and Keitges, 2001).

O diagndstico da Sindrome de Turner é realizado em pré-natal quando se
verificam alteragBes ecograficas, durante a infancia e a adolescéncia quando se
verificam caracteristicas como baixa estatura ou alteracbes ligadas a puberdade,
nomeadamente amenorreia primdria, ou menarca precoce. Na idade adulta, a suspeita
desta sindrome pode surgir em mulheres saudaveis por desenvolverem disturbios

reprodutivos e/ou menopausa precoce.

1.2.2 Alterag0es estruturais

As alteragdes na estrutura dos cromossomas sao caracterizadas pela perda,

ganho e/ou troca de segmentos intra e intercromossdémicos que provocam rearranjos
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na organizagdao do cromossoma, alterando a arquitetura gendmica e consequentemente
a expressdao dos genes envolvidos (Nussbaum, R. L., 2016). Este tipo de alteracGes
podem ser equilibradas ou desequilibradas. Quando equilibrados, se nao alterarem a
dose ou expressdo de nenhum gene funcional, os rearranjos ndao tém qualquer
consequéncia para o fendtipo dos portadores. No entanto, se a alteragdao ocorrer de
forma desequilibrada, pode provocar fenétipos patoldgicos devido a presenca de uma
guantidade anémala de material genético (Nussbaum, R. L., 2016). O fendtipo do
individuo depende do tamanho do segmento desequilibrado, da regidao do genoma e
consequentemente do seu conteddo génico em desequilibrio. A perda de material
genético é geralmente menos tolerada do que o ganho, provocando um quadro clinico
mais severo (Gardner, R. J. M. et al., 2004).

Estas anomalias podem ocorrer de novo ou de forma hereditaria, estando a sua
causa associada a quebras cromossdmicas ou ao fendmeno de crossing-over (Moore
and Best, 2001). Existem mecanismos de reparacdo, como o “mismatch repair”, que
durante o ciclo celular evitam a ocorréncia de erros e impedem que estes prossigam
para a divisdo mitdtica/meidtica. A corregdo pode ser efetuada e ndo provocar qualquer
efeito fenotipico, em casos de reunidao dos mesmos pontos de quebra, ou pelo contrario,
se pontos de quebra distintos forem reunidos e ao originarem novas combinagdes
provocam alteragdes cromossOmicas estruturais (Griffiths et al., 2015).

As alteragdes cromossdmicas estruturais estdo divididas em:

- Alteragdes equilibradas (sem perda de material genético): Inversdes, Translocagdes e
Insergdes.
- Alteracdes desequilibradas (com alteracdo do nimero de copias do gene): Duplicagdes,

Delec¢bes, Cromossomas em anel e Isocromossomas.

1.2.2.1 AlteragGes cromossOmicas estruturais equilibradas

As anomalias estruturais equilibradas sdo alteracdes em que a dissomia dos

autossomas € mantida e estes apresentam um complemento cromossémico equilibrado

a nivel génico, no entanto ha reorganizagao da estrutura cromossdmica. Tipos de
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rearranjos cromossémicos que podem provocar alteracdes equilibradas: inversdes,

translocagdes e insergdes.

Inversoes

As inversOes sdo rearranjos estruturais intracromossdmicos, simples ou
complexos, no caso de coexistirem com outro rearranjo no mesmo cromossoma. A
inversdao simples compreende duas quebras envolvendo apenas um cromossoma, na
qual o segmento intercalar gira 180° e reinsere-se no mesmo cromossoma de forma
invertida. A frequéncia deste tipo de alteragao, varia de cerca de 0,12-0,7% (inversdes
pericéntricas) e cerca de 0,1-0,5% (inversGes paracéntricas) dos individuos (Gardner, R.
J. M. et al., 2004). Quando a inversao envolve a regido que contém o centrémero, trata-
se de uma inversao pericéntrica (Figura 6B), na qual os pontos de quebra encontram-se
no brago curto e no brago longo. No caso de o centrdmero nao estar envolvido na
alteracdo, ambas as quebras ocorrerem no braco longo dos cromossomas e a inversao
designa-se paracéntrica (Figura 6A).

O risco para a descendéncia depende da localizacdo do centrémero e do
tamanho do segmento invertido, logo para inversdes paracéntricas ha um risco menor
de gerar patologia na prole contrariamente ao risco associado as inversdes pericéntricas
(Nussbaum, R. L., 2016). Para os portadores de inversdes paracéntricas, a descendéncia
terd cariétipos normais ou a mesma alteracdo equilibrada que os pais e portanto
fenotipicamente semelhantes. Neste tipo de inversdes existe a possibilidade de gerar
gametas recombinantes, no entanto os cromossomas acéntricos e dicéntricos obtidos
geralmente ndo levam a descendéncia viavel (Figura 6A) (Gardner, R. J. M. et al., 2004).
No caso dos portadores de inversdes pericéntricas, ha a possibilidade de gerar gametas
normais, gametas com a mesma inversdao dos progenitores e gametas
cromossomicamente desequilibrados que terminam em aborto. O desequilibrio resulta
do crossing-over que ocorre dentro da al¢ca de inversdo entre, um cromatideo com
inversdo e um cromatideo do cromossoma homodlogo normal, levando a formacado de
dois gametas recombinantes. Os gametas recombinantes obtidos contém, uma

duplicagdo do segmento distal do brago curto e uma deleg¢ao do segmento distal do
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braco longo, e vice-versa no outro recombinante (Figura 6B). Assim, os gametas
resultantes teriam uma trissomia parcial para um segmento e uma monossomia parcial
para o outro. Normalmente, apenas um deles — o menos monossémico — é viavel
(Gardner, R.J. M. et al., 2004).

Aproximadamente 85-90% das inversdes sao herdadas a partir de progenitores
fenotipicamente normais (Gersen, S., & Keagle, M., 2013), no entanto, durante a meiose
| pelo fendmeno de crossing-over, a recombinacdo genética promove a criacdo de
gametas desequilibrados recombinantes com aneusomias terminais. Geralmente, as
inversdes que ocorrem nos cromossomas 1, 9, 16 e Y, aparecem em zonas polimérficas
e portanto ndo apresentam consequéncias patoldgicas graves, uma vez que alteragdes
nestes cromossomas, estdo frequentemente associadas a polimorfismos com uma

frequéncia superior a 1% na populacao.

Paracéntrica Gametas
A A Aq A A D
B | i Cc B C B 8
| | |
| —_—
cl| -9" B c 8 c C
Inverséo
D D
D D A D
A Equilibrado Inviavel

Pericéntrica

Gametas

A f A A A A D
8 S B

H c c B B

Q.
C1|inversao || B c B C o
D i D D D A D
B Equilibrado Desequilibrado

Figura 6 - Algas de inversdo formadas na meiose | por crossing-over. A - Inversdo paracéntrica: os gametas
formados apds a meiose Il geralmente contém uma cépia normal (A-B-C-D) e uma cdpia equilibrada (A-C-
B-D) do cromossoma, sendo os gdmetas acéntricos e dicéntricos invidveis; B - Inversdo pericéntrica: os
gametas formados apds a meiose Il podem ser equilibrados (normais ou invertidos) ou desequilibrados,
sendo que estes uUltimos contém um cromatideo com uma duplicagdo e uma delegdo, simultaneamente

(A-B-C-A ou D-B-C-D). (Adaptado de: Nussbaum, R. L., 2016).
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Translocagao Reciproca

Aproximadamente 1/500 individuos é portador translocagdo reciproca,
representando a anomalia estrutural mais frequentemente observada em cariétipos
humanos (Gardner, R. J. M. et al., 2004). Resulta da troca de segmentos entre dois
cromossomas homodlogos ou ndo homodlogos e ndo provoca quaisquer alteracdes
fenotipicas no individuo, podendo surgir de novo no individuo, ou ser herdada (Gersen,
S., & Keagle, M., 2013). Existem diferentes padrdes de segregacdo para os gametas
formados por um portador de uma translocacdo reciproca (Figura 7): segregacao
alternada (2:2), concebe separadamente gametas normais e gametas equilibrados
(derivativos); segregac¢do adjacente-1, gera apenas gametas desequilibrados com uma
pequena delecdo num cromossoma e uma pequena duplicagdo noutro; segregagao
adjacente-2 origina gametas muito desequilibrados com trissomia para um segmento e
monossomia para o outro e a segregacdo 3:1 em que se formam gametas com 24 e 22
cromossomas, e a descendéncia apresenta um cariétipo de 47 ou 45 cromossomas,
sendo o cariétipo com trissomia o Unico viadvel. Se o mesmo cariétipo (equilibrado)
encontrado no progenitor for detetado em diagndstico pré-natal na descendéncia, ndao

ha risco acrescido de anomalia fenotipica para a crianga (Gardner, R. J. M. et al., 2004).
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Figura 7 - Mecanismos de segregacdo 2:2 e 3:1 na gametogénese de um individuo portador de

translocagdo. (Adaptado de: Gardner, R. J. M. et al., 2004)

Transloca¢ao Robertsoniana

As translocacdes Robertsonianas resultam da fusdo dos dois bracos longos de
cada cromossoma acrocéntrico (13, 14, 15, 21 e 22) e o produto obtido é chamado de
cromossoma derivativo (der). Este tipo de alteracGes esta entre os rearranjos estruturais

equilibrados mais comuns na popula¢cdo em geral, com uma frequéncia de 1 em cada
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1000 recém-nascidos. A translocacao Robertsoniana mais comum, ocorre entre os
cromossomas 13 e 14 (Figura 13), representando cerca de 75% do total destas
alteragdes, seguida da translocagdo entre os cromossomas 14 e 21 com 10% (Gardner
and Amor, 2018).

Existem trés mecanismos possiveis na origem da transloca¢cdo Robertsoniana
(Figura 12): fusdo dos centrdmeros originando um cromossoma monocéntrico (Figura
12a); unido dos bracos longos de dois acrocéntricos apds quebra no braco curto de um
cromossoma e no braco longo de outro, originando um cromossoma monocéntrico
(Figura 12b) e unido dos bracos longos de dois cromossomas apds quebras em ambos
os bracos curtos resultando num cromossoma dicéntrico ou, apds a supressao de um
centrémero, a um monocéntrico (Figura 12c) (Gardner, R. J. M. et al., 2004). O
mecanismo que envolve a formacdo de um cromossoma dicéntrico é mais frequente em

relagcdo aos outros dois que produzem um cromossoma monocéntrico.

(a) @ (b)
— or
(c)

Figura 8 - Possiveis mecanismos de formagdo das Transloca¢Ges Robertsonianas. (a) fusdo céntrica; (b)
guebra num brago curto e num brago longo e (c) quebra em ambos os bragos curtos, dando origem a um
cromossoma dicéntrico ou, apds a supressao de um centrémero, a um monocéntrico. (Adaptado de:

(Gardner, R. J. M. et al., 2004)

Insergdes

Um outro tipo de alteracdo equilibrada, no entanto semelhante as

translocacbes, sdo as insercdes, em que as duas primeiras quebras libertam um
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segmento intersticial do cromossoma, que é entdo inserido no local criado pela terceira
guebra. Na insercdo intercromossdmica, um segmento de um cromossoma é
intercalado noutro ndao homodlogo, ndo havendo troca reciproca. Na insercdo
intracromossémica, um segmento é intercalado noutra parte do mesmo cromossoma,
podendo ser sob a mesma orientagdo ou invertida. As inser¢Oes estao entre os
rearranjos que implicam o maior risco reprodutivo, em que o risco médio de ter um filho
anormal é de 32% para o portador masculino e 36% para o feminino (Gardner, R. J. M.

et al., 2004).

1.2.2.2 Alteragbes cromossOmicas estruturais desequilibradas

As alteragbes desequilibradas envolvem a perda ou ganho de determinado
segmento cromossémico ou cromossoma, provocando um desequilibrio gendmico. O
efeito destas alteragdes € mais deletério na perda do que na duplicagao de material
génico (Moore and Best, 2001, Griffiths et al., 2015). Cerca de 20-30% dos portadores
de alteracdes desequilibradas, tém gestacdes que resultam em abortos espontaneos,

sendo o risco da populagdo em geral de 15% (Gardner, R. J. M. et al., 2004).

Duplicagao

A duplicagdo é um tipo de alteragdo desequilibrada que compreende a
repeticdo de um determinado segmento cromossdmico com origem: em erros durante
a replicagdo; na troca desigual entre cromatideos irmaos por recombinagao direta se a
orientacdo linear de um cromossoma for mantida, e invertida (Tandem) se os segmentos
original e duplicado forem ordenados em tandem; ou em translocagdes entre
cromossomas homadlogos que apds segregacdo adjacente I, originam gametas com
segmentos duplicados (Behrend et al., 2017; Gardner, R. J. M. et al., 2004). Também
guando o crossing-over ocorre no segmento que abrange a al¢ca da inversdo, pode
resultar em gametas desequilibrados com duplicagdes.

Este tipo de alteracdo é, regra geral, fenotipicamente menos severo em
comparagao com a delegdo e depende sobretudo da regido do conteudo génico

envolvida.
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Delegao

As delec¢des, ao contrario das duplica¢des, sdo anomalias caracterizadas pela
perda de segmentos cromossdmicos, podem ocorrer tanto no brago curto como no
braco longo em todos os cromossomas humanos (Gersen, S., & Keagle, M., 2013).
Quanto maior a delegao, maior € o numero de genes envolvidos, no entanto o impacto
fenotipico da delegao é dependente do conteudo génico da regido cromossémica
envolvida (Gersen, S., & Keagle, M., 2013). As dele¢Ges resultam em monossomias
parciais que geralmente sdo responsaveis por patologias graves, quando a expressao de
apenas metade do produto génico de um ou mais genes envolvidos esta associada a
patologia (Gersen, S., & Keagle, M., 2013). Existem diversas sindromes associadas a
delecdes, nomeadamente a Sindrome de Cri-du-chat. Esta sindrome geralmente resulta
de uma delegao terminal com um ponto de quebra em 5p15.2, sendo em 90% dos casos
de novo, no entanto, pode ser resultante de uma transloca¢do no progenitor (Luthardt
and Keitges, 2001). Existem inumeras dele¢Ges observadas na maioria dos cromossomas
humanos, sendo que as mais comuns se verificam no brago curto dos cromossomas 4,
5,9 e 18 e no brago longo do cromossoma 18 (Rooney, D. E., 2001). As delegdes que se
encontram no limite de resolucdo das técnicas de citogenética cldssica, sdo
denominadas microdele¢des e sao detetadas por técnicas moleculares como a FISH,
MLPA ou aCGH (Rooney, D. E., 2001). A Sindrome de DiGeorge (del22g11.2) e as
Sindromes de Angelman/Prader-Willi (del15g11.2), estando estas ultimas também
associadas a mecanismos de imprinting e dissomia uniparental, sdao exemplos de

algumas das sindromes de microdelegao (Luthardt and Keitges, 2001).

Cromossoma em anel

Quando por quebra das extremidades, um cromossoma perde os teldmeros,
gue sdo as estruturas responsaveis por conferir estabilidade aos cromossomas, as
extremidades unem-se e formam um cromossoma em anel (Behrend et al., 2017). Os
anéis sdo estruturas instaveis e frequentemente, os de menores dimensdes, perdem-se

durante as sucessivas divisdes mitdticas, uma vez que o emparelhamento com o seu

42



O IMPACTO DO DIAGNOSTICO CITOGENETICO NUM HOSPITAL TERCIARIO

FMUC

homalogo é dificil, levando a um mosaicismo de baixa expressdo (Gardner e Sutherland,
2012). Os cromossomas em anel sdo pouco comuns, embora existam e estejam por
vezes relacionados com a infertilidade. O fenétipo caracteristico na maioria dos casos,
compreende dismorfogénese, atraso mental variavel, baixa estatura e dismorfismos, no
entanto pode nao existir qualquer manifestagao fenotipica.

O cromossoma 20 em anel estd intrinsecamente ligado a epilepsia refrataria,
geralmente pessoas com suspeita desta patologia, sdo seguidas em consulta e o exame
de caridtipo é solicitado. Cerca de 99% dos cromossomas em anel surgem
esporadicamente, no entanto ha uma pequena probabilidade de serem transmitidos de
forma parental (Gardner, R. J. M. et al., 2004). Existem dois tipos de cromossomas em
anel que podem estar associados a um fendtipo ligeiro: o cromossoma em anel de
comprimento quase total que substitui um dos homdlogos normais ou o cromossoma
em anel de tamanho muito reduzido e portanto constitui um cromossoma

supranumerdrio 47,+(r) (Gardner, R. J. M. et al., 2004).

Isocromossoma

Os isocromossomas sdo alteracdes originadas por divisdo centromérica
anormal, da qual resulta uma duplicagao do brago longo e auséncia do brago curto do
cromossoma, ou vice-versa. Posteriormente ocorre a unido do centrémero dos dois
bracos duplicados (Rooney, D. E., 2001). Quanto mais pequeno for o isocromossoma,
menor sera o rearranjo e maior serd a probabilidade do feto portador sobreviver. A
grande maioria dos isocromossomas envolvendo autossomas, com exce¢ao dos bracos
curtos dos cromossomas 5, 8, 9, 12 e 18, sao letais. Os cromossomas sexuais sao mais
propensos a formacao deste tipo de alteracao estrutural, geralmente sob a forma de
mosaico, no entanto ocorre frequentemente no brago longo do cromossoma X e é a
anomalia estrutural mais comum em mulheres com Sindrome de Turner (Gersen, S., &
Keagle, M., 2013).

O isocromossoma que contém duas copias do brago duplicado, duas copias do
centromero e uma pequena regido proximal do brago deletado, define-se como

isodicéntrico (Gersen, S., & Keagle, M., 2013).
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Mosaicismo

Todas as alteragdes numéricas e estruturais podem estar presentes nas células
de um individuo em mosaico. O mosaicismo caracteriza-se pela presenca de dois ou mais
tipos de linhas celulares diferentes, presentes no mesmo individuo em quantidades
desiguais. As linhas provenientes do mesmo zigoto, resultam da nao disjuncdo que
ocorreu na mitose no inicio do desenvolvimento embrionario. O mosaicismo de uma
alteragdo pode estar ao nivel da linha germinativa, afetando os gametas e permitir a sua
passagem a descendéncia, no entanto o portador geralmente nao é afetado. Ja o
mosaicismo associado as células somaticas, pode ocorrer em qualquer célula do corpo,
podendo ser fenotipicamente expresso ou ndo. O individuo pode conter a linha celular
com o desequilibrio em menor quantidade, em comparagdao com a linha celular normal,
atenuando o fendtipo ou em determinados casos nem ser expresso (Nussbaum, R. L.,

2016).

1.3 Patologias cromossomicas na reproduc¢ao e no desenvolvimento

As alteragbes cromossémicas provocam desequilibrios devido ao facto de
alguns genes serem sensiveis a dosagem, e portanto uma quantidade incorreta de
material genético em cada célula do individuo acaba por alterar o seu desenvolvimento
em maior ou menor grau (Gardner, R. J. M. et al., 2004). Grandes perdas ou ganhos
complicam o normal desenvolvimento de uma gestagao, resultando maioritariamente
em aborto, no entanto, podem ser compativeis com a sobrevivéncia (Gardner, R. J. M.

et al., 2004).

1.3.1 Os problemas reprodutivos e o portador de um rearranjo

A infertilidade afeta cerca de 1 em cada 7 casais em paises industrializados,
mais ainda em paises nao industrializados e a causa pode ser atribuida igualmente a
qualquer um dos parceiros (More, R. et al., 2016). Um individuo deve ser considerado

estéril se, depois de estudado, concluir que ndo tem possibilidade de produzir uma
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gestagdo, no entanto se a historia reprodutiva incluir um aborto ou feto malformado,
trata-se de infertilidade secundaria (De Braekeleer, M. et al., 1991).

Segundo a Organizagdao Mundial de Saude (OMS), a infertilidade pode ser
dividida em: infertilidade primaria, se o casal nunca concebeu apesar da coabitacdo e
exposicdo a gravidez (sem contracecdo) por um periodo de dois anos (More, R. et al.,
2016), ou secundaria se o casal concebeu pelo menos uma gravidez anterior, embora
ndo envolva necessariamente um nascimento vivo. Estima-se que 60-80 milhdes de
casais sofrem de infertilidade em todo o mundo (More, R. et al., 2016). Individuos
saudaveis, portadores de rearranjos equilibrados (translocagdes), envolvendo
cromossomas sexuais ou autossomas, tém um risco elevado de produzir gametas
recombinantes, geneticamente desequilibrados. Consequentemente estes gametas
podem resultar numa descendéncia desequilibrada ou em aborto, no entanto, também
existe a possibilidade de o portador nao ter dificuldades em ter gestacdes e filhos
normais (Gardner, R. J. M. et al., 2004). Ocasionalmente, alguns individuos masculinos
portadores de translocagdes, sao inférteis por comprometimento da espermatogénese,
jd a incidéncia de infertilidade na mulher é menor, uma vez que a oogénese é um

processo mais robusto (Gardner, R. J. M. et al., 2004).

1.3.1.1 Na infertilidade primaria

Estima-se que metade dos casos de infertilidade sejam relacionados a causa
feminina, a outra metade de origem masculina, no entanto em menor percentagem a
causa também pode ser associada ao casal ou permanecer desconhecida (Joseph, A. et
al., 1982). Ainfertilidade de causa feminina relaciona-se sobretudo com a idade materna
avangada, uma vez que o envelhecimento do sistema reprodutor desempenha um papel
essencial na gestacdo (More, R. et al., 2016). A principal causa da infertilidade feminina
é a amenorreia, no entanto os problemas de ovulacdo sao responsaveis por cerca de 30-
40% de todos os casos (More, R. et al., 2016). Nas consultas de pré-concecional ou de
infertilidade, o estado de saude da mulher vai ser avaliado com a finalidade de perceber
qual a causa para ndo conseguir suportar uma gravidez, nao obstante do estudo ser feito

também ao homem. Viarios problemas como: menopausa precoce, amenorreia
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primaria/secundaria, disturbios na ovulagdo, doencas do aparelho reprodutor e outros
disturbios hormonais, sao atribuidos como causa da infertilidade na mulher, sobretudo
se algum destes fatores coincidir com a idade materna avangada. Geralmente as
mulheres diagnosticadas com esterilidade/infertilidade, portadoras de alteragdo
estrutural no cromossoma X ou de um cariétipo 45,X, apresentam amenorreia primaria
e em alguns casos disgenesia uterina. Pensa-se que uma possivel causa possa estar
relacionada com o facto de uma determinada regidao do brago longo do cromossoma X
permanecer intacta em ambos o0s cromossomas para permitir o normal
desenvolvimento do sexo feminino (Joseph, A, et al., 1982).

Também no sexo masculino, as alteragdes cromossdmicas causam varios
problemas ao nivel da espermatogénese e conduzem a infertilidade masculina
permanente e irreversivel (More, R. et al., 2016). A contribuicdo dos fatores masculinos
para a infertilidade é de 30-50% e estdao envolvidos fatores ambientais e genéticos,
sobretudo alteragdes cromossdmicas e microdelegdes do cromossoma Y na regiao Yqll
(More, R. et al., 2016). Segundo a literatura, estudos mitéticos em homens inférteis
mostrou que 12% dos homens azoospérmicos e oligozoospérmicos graves tinham uma
alteragdo 47,XXY na sua constitui¢do ou uma translocagdo Robertsoniana/reciproca (De
Braekeleer, M. et al.,, 1991). O estudo do cromossoma Y revelou determinados loci
responsdveis pela formacdao, maturacdo e espermatogénese em pontos especificos,
sendo que qualquer alteracdo estrutural pode prejudicar a espermatogénese, a
diferenciacdo gonadal e, em casos mais extremos, provocar ambiguidade sexual
(Joseph, A. et al., 1982).

Ferguson-Smith e colaboradores, em 1957, suspeitaram da existéncia de
alteragdes cromossdmicas na esterilidade masculina quando encontraram um corpo de
Barr em alguns homens com azoospermia ou oligozoospermia grave. Dois anos depois,
Jacobs e Strong, mostraram que a constituicdo cromossdémica desses homens era 47, XXY
(De Braekeleer, M. et al., 1991). Algumas translocagdes reciprocas que ndo envolvam
cromossomas sexuais, podem também estar associadas a falha ou deficiéncia na
producdo de espermatozdides devido ao comprometimento da espermatogénese.

Inversdes pericéntricas e paracéntricas, excluindo as inversdes pericéntricas envolvendo
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o cromossoma 9, raramente sdo encontradas em homens inférteis (De Braekeleer, M.

et al., 1991).

1.3.1.2 Na infertilidade secundaria

A infertilidade secundaria inclui os casais que por alteracdes citogenéticas ou
outras causas, ndo conseguem levar a gravidez a termo. Estima-se que metade das
perdas gestacionais ocorram devido a alteracdes cromossdmicas fetais, sendo a grande
maioria numéricas, no entanto as alteragdes estruturais também existem ainda que em
menor percentagem (Wu, X. et al., 2021). Os abortos ocorrem em cerca de 15% das
gestacOes diagnosticadas, decorre geralmente entre as oito e as doze semanas de
gestacdo e apesar de constituirem eventos comuns, a maioria das mulheres apds sofrer
um aborto, da a luz uma crianca saudavel (Rolnik, D. L. et al., 2010).

As frequéncias e perfis de alteragdes cromossdmicas em amostras de abortos
precoces estdo fortemente associados a fatores clinicos, incluindo idade materna
avangada (Rolnik, D. L. et al., 2010), aborto na gesta¢do anterior, histéria de nascidos
vivos com cromossomopatias e o modo de conce¢do (com intervengdao médica). A
maioria das anomalias genéticas que resultam em aborto espontaneo, sdao esporadicas
e ndo recorrentes, no entanto, algumas anomalias numéricas podem indicar um risco
potencial de recorréncia, especialmente para trissomias autossémicas viaveis -

trissomias 13, 18 e 21 (Wu, X. et al., 2021).

1.3.2 A crianga com problemas do desenvolvimento

O desenvolvimento é resultado do efeito conjunto de uma rede complexa de
varios fatores com capacidade de regular o crescimento e interagdes variadas como a
importancia da heranga genética no crescimento, até as alteragdes hormonais durante
a infancia e a puberdade. O comprimento alcancado antes do nascimento e a exposicdo
a fatores ambientais desde a infancia, afetam o crescimento da crianca. A relacdo entre
a altura do bebé e a dos pais ndo é aparente ao nascimento, torna-se mais evidente a

partir dos 2 anos de idade, e com o passar dos anos, a correlagao torna-se maior
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(Delemarre-van de Waal, H. A., 1993). Os fatores genéticos, ambientais e socioculturais
também tém influéncia no desenvolvimento intelectual do individuo, tornando o défice
cognitivo o transtorno do desenvolvimento mais comum, caracterizado por evidentes
limitacdes no funcionamento intelectual e na conduta adaptativa (Belkady, B. et al.,

2018; Katz G. et al., 2008).

1.3.2.1 Perturbagdes do desenvolvimento e disturbios endécrino

O normal desenvolvimento de uma crianga/jovem resulta do contributo de
varios fatores: hereditarios, sociais e ambientais (Delemarre-van de Waal, H. A., 1993).

No normal desenvolvimento da crianga, podem surgir outras perturbagdes para
além dos disturbios do crescimento, nomeadamente o défice intelectual, as
malformagdes congénitas, doengas hereditarias e alteragdes cromossdmicas que
geralmente exercem uma influéncia supressora. Para que o desenvolvimento da
crianga/jovem ocorra normalmente, diferentes hormonas atuam no corpo humano de
forma a regular drgdos especificos que afetam diferentes sistemas ao nivel do
crescimento, desenvolvimento e disturbios enddcrinos. Desde antes do nascimento que
as hormonas tém um papel fundamental no controlo e regulagao do crescimento, no
entanto, é apds o nascimento que se tornam fundamentais evitando que ocorram
alteragGes (Fowden, A. L.,1995).

As primeiras manifestagoes fenotipicas surgem muitas vezes na infancia ou na
puberdade, sendo necessario excluir as possiveis alteragdes responsaveis pelo quadro
clinico desequilibrado no individuo.

Nas ultimas décadas tem sido referido na literatura uma tendéncia crescente
para o aparecimento precoce de sinais de desenvolvimento pubertario, sobretudo no
sexo feminino (Castro-Correia, C. et al., 2015). As alteragdes em jovens do sexo feminino
mais frequentemente encontradas sdo: baixa estatura, menarca e telarca em idades
precoces. O motivo de estudo do caridtipo destas meninas deve-se sobretudo ao facto
de existir suspeita de Sindrome de Turner (Delemarre-van de Waal, H. A., 1993). As
alteragdes encontradas no sexo masculino ao contrdrio das encontradas no sexo

feminino, incluem a alta estatura nas criangas/jovens e alteragdes dos caracteres sexuais
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secundarios como a ginecomastia que leva muitas vezes a suspeita de Sindrome de
Klinefelter (Delemarre-van de Waal, H. A., 1993). As alteracGes associadas a genitalia
masculina, nomeadamente a criptorquidia e a hipospadias sdao também comuns e
afetam cerca de 2-9 e 0,2-1%, respetivamente, da populagdo do sexo masculino (Castro-

Correia, C. et al., 2015).

1.3.2.2 Défice intelectual e malformagdes congénitas

De acordo com a OMS, o défice intelectual (DI) caracteriza-se por um
transtorno definido pela presengca de desenvolvimento mental incompleto ou
interrompido, caracterizado principalmente pela deterioragdo de fungdes concretas
como fungbes cognitivas, de linguagem, motoras e de socializagao (Katz G. et al., 2008).
Existem categorias, com base no Ql, para caracterizar o estado intelectual do individuo,
variando de um estado ligeiro a profundo. O DI afeta cerca de 3% da populagcdo mundial,
de acordo com a OMS, no entanto as pessoas afetadas apresentam maioritariamente a
forma leve (Belkady, B. et al., 2018). Dada a heterogeneidade da doenca, a incidéncia e
prevaléncia mundial, altamente varidveis, tendem a ser maiores em dreas de menor
nivel socioecondmico e em paises em desenvolvimento devido a uma combinagao de
causas multifatoriais. Considera-se que exista uma maior prevaléncia de mulheres com
DIl em relacdo aos homens, cerca de 25 a 30%, devendo-se esse excesso em parte as

mutacdes em genes do cromossoma X (Belkady, B. et al., 2018).

A deficiéncia intelectual € uma doenca com enormes efeitos sociais, ndo afeta
apenas os portadores da doenga, mas também a familia e a sociedade. As alteragdes
cromossdmicas patogénicas sdao a causa genética mais comum de DI, sejam elas
numéricas ou estruturais, sendo a sindrome de Down a alteracdo cromossdmica mais
comum. As principais alteragdes estruturais responsaveis por DI sdo, por um lado, as
delegbes e, por outro os cromossomas derivativos das translocagdes, gerando na
maioria das vezes uma delegao parcial de um cromossoma, associada a uma trissomia
parcial de outro cromossoma (Belkady, B. et al., 2018). A histdria clinica destes doentes

deve incluir os resultados de todos os estudos anteriores, incluindo uma Aarvore
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genealdgica de pelo menos trés geracdes e informacdo, caso exista, de antecedentes
familiares de atraso mental, doencas psiquiatricas e anomalias congénitas (Katz G. et al.,
2008). O exame fisico deve focar sobretudo avalia¢cdes fenotipicas neuroldgicas e
comportamentais mas também em alteragdes secundarias e malformagdes congénitas
(Katz G. et al., 2008). A especialidade de genética médica é a mais indicada para a

avaliagdo dos doentes com patologias do desenvolvimento psicomotor.

1.4 Diagnastico citogenético na atividade assistencial do hospital terciario

O diagndstico citogenéticotem como objetivo identificar alteragdes
cromossémicas em individuos com histdria clinica ou reprodutiva de possivel associagdao
etioldgica a cromossomopatias. Este tipo de diagndstico pode ser realizado em contexto
pré e pos-natal. Neste projeto realizado no Laboratério de Citogenética do Servico de
Genética Médica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), as analises
sdo realizadas na drea pds-natal. O Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC)
€ um hospital terciario com diversas especialidades médicas, nas quais o diagndstico
citogenético é requisitado em contexto pds-natal para dar resposta a diferentes dreas e

consultas no acompanhamento clinico dos utentes.

O diagndstico pos-natal consiste na analise pela citogenética convencional, que
permite a visualizagdo total do genoma constituido pelo complemento dos
cromossomas de cada célula, a partir de culturas celulares de linfdcitos, obtidos através
do sangue periférico. Este diagndstico é solicitado em consultas de diferentes
especialidades médicas, nomeadamente: genética médica, endocrinologia, ginecologia,
urologia, medicina da reproducdo, desenvolvimento da crianga/adolescente, medicina

e neurologia.

As principais indicagdes clinicas para o estudo do cariétipo convencional
incluem: infertilidade primdria ou secunddria; menopausa precoce; alteracbes do
desenvolvimento e enddcrinas em criancas e jovens; individuos com alteracdes dos
caracteres sexuais secundarios; quadro clinico com dismorfismos e/ou anomalias

congénitas multiplas sugestivas de cromossomopatia; défice intelectual ou atraso de
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desenvolvimento psicomotor; suspeita de sindrome de

delecdo/microdelecdo/duplicacdo; historia de familiar portador de cromossomopatia.

Nestes estudos etioldgicos, as alteracdes cromossdmicas sdo um dos
diagnosticos realizados na avaliagdo de um grande grupo de patologias. Atualmente,
com as diversas ferramentas de diagndstico a disposi¢ao da clinica na area da genética,
desde a citogenética convencional até a sequenciacdo massiva, as tecnologias de
citogenética, gendmica e biologia molecular, permitem uma caracterizagao abrangente
e também direcionada do genoma. E fundamental que a estratégia de diagndstico seja
adequada a situagao clinica, na melhor relagao custo beneficio para o utente e para a

instituicdo tendo em conta os recursos tecnoldgicos disponiveis.

1.5 Objetivos deste estudo

Com o desenvolvimento deste trabalho, pretende-se:

. avaliar a importancia do diagndstico citogenético em pds-natal para as
diferentes areas clinicas no Hospital Terciario CHUC;

. interpretar os mecanismos biolégicos associados as cromossomopatias e
correlacionar com o quadro clinico;

. definir a importancia desta ferramenta de diagndstico, como teste de

primeira ou segunda linha, nos diferentes contextos clinicos.

Estes objetivos serdo alcancados através do levantamento retrospetivo, num
grupo alargado de utentes, das indicacdes clinicas e dos seus cariétipos, concluindo
sobre a importancia da citogenética convencional, na qualidade assistencial da resposta

ao utente.
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Capitulo Il - Materiais e Métodos

2.1 Grupo de estudo — distribuicao pela indicacdo clinica

O levantamento retrospetivo dos utentes enviados pelas diferentes consultas
para o estudo citogenético, foi realizado de forma anonimizada, englobando 3357
amostras. Integrei a equipa do Laboratério de Citogenética do Servico de Genética
Médica do Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra (CHUC) de setembro de 2021 a
junho de 2022.
Os utentes incluidos no estudo, sdo referenciados pelas diversas especialidades
médicas e foram organizados nos grupos etiolégicos:
1 - Individuos com problemas reprodutivos:
-Infertilidade primaria (no casal; de causa masculina; de causa feminina)
-Infertilidade secundaria (casais com abortos de repeticdo; casais com
nado morto/feto anterior malformado)
-Mulheres com POF
2 — Individuos com problemas do desenvolvimento/malformacdes congénitas
e disturbios do crescimento e/ou enddécrino
-Autismo, défice intelectual e atraso de desenvolvimento psicomotor
-Baixa estatura
-Baixa estatura e outras alteragdes fenotipicas
-AlteragGes enddcrinas e dos caracteres sexuais secundarios (femininos e
masculinos)
- Suspeita de Sindrome/alteragdo cromossémica
- Disturbios neurolégicos/ epilepsia

3 — Estudos familiares por portador de cromossomopatia

2.2 Citogenética Convencional

A chegada ao Laboratério de Citogenética, as amostras encontram-se

identificadas com os dados do utente concedidos pelo Centro Hospitalar e Universitario
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de Coimbra (CHUC). E-lhes atribuido um numero interno (CGS) em sequéncia e anual
(ex: CGS 123/21) no laboratério. Na informacdo relevante para o estudo, inclui-se:
idade, sexo, consulta/médico e a informacgédo clinica. As amostras de sangue periférico
sao colhidas em heparina sédica.

O procedimento de citogenética convencional em pds-natal inclui as seguintes
etapas: identificagdo de amostras; estabelecimento e manipulagdo da cultura (meio de
cultura PB-MAX, solugao de MTX, solugao de timidina, meio de cultura pés-MTX, solugdo
hipoténica e fixador 3:1 metanol-acido acético); espalhamento; bandagem e analise

cromossémica ao microscopio.

2.2.1 Cultura sincronizada de linfécitos para obtencdo de prometafases

Preparacao da cultura celular

Sdo estabelecidas duas culturas de sangue periférico heparinizado para cada
utente. Na camara de fluxo laminar, adicionar cerca de 0,5ml de sangue periférico aos
5ml de meio de cultura completo (PB-MAX, Gibco®). Homogeneizar e colocar na
incubadora a 37°C com uma inclinagdo de 45° para um acesso mais uniforme das células
a todo o meio de nutrientes.

As prometafases sdo obtidas a partir de culturas sincronizadas de linfdcitos de
sangue periférico, pelos procedimentos de rotina do laboratdrio (protocolos adaptados

a partir do manual Current Protocols in Human Genetics (Haines et al., 1995).

Sincronizagao do ciclo celular

Apds 48 ou 72 horas de incubagdo, adicionar 0,5ul de solugao stock de
Metotrexato 55umol/ml (5x10° uM final) a cada cultura, homogeneizar a cultura
suavemente, e incubar a 37°C com inclinagdo de 45° durante 17 horas.

Apds a incubagdo, renovar o meio das amostras depois de as centrifugar 10
minutos a 1200 rpm e remover o sobrenadante. O novo meio adicionado é constituido

por: 5ml de RPMI (1640 com Glutamax-Gibco®), suplementado com 1ml de FBS 10%
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(Gibco®) e 1ul de penicilina/estreptomicina 1% (antibidtico Gibco®), para cada cultura.
Adicionar 50ul de timidina (103M) a cada tubo, homogeneizar e incubar durante 5
horas.

O Metotrexato (MTX), é um inibidor utilizado para boquear todas as células do
ciclo celular na fase S, por redugéo dos niveis de timidina disponivel. Mais tarde, o novo
meio adicionado, vai permitir as células avangar para a fase G2 do ciclo celular e
prosseguir. No entanto, devido a toxicidade do MTX, a cultura ndo deve ser bloqueada

por um periodo superior a 18 horas (Haines et al., 1995).

Bloqueio do ciclo celular em metafase

Apods incubacgdo, adicionar 50ul de colcemida 10 pg/m (0,05 pg/ml final)
(KaryoMax colcemida solution, Gibco®) a cada cultura, homogeneizar e incubar durante
10 minutos a 37°C.

Ao ligar-se a tubulina, a colcemida inibe a formagdo do fuso acromadtico,
impossibilitando a separagéo dos cromatideos irméos na anafase. Este tratamento
resulta numa paragem mitdtica, que por sua vez leva a uma acumulagdo de células em

metafase.

Choque hipotonico

Apds centrifugacdo durante 10 minutos a 1200rpm, remover o sobrenadante e
adicionar 5 ml de solucdo hipotdnica de cloreto de potassio (75mM), previamente
aquecido a 37°C e incubar cerca de 25 minutos a 37°C.

Para realizar o choque hipotdnico é usado cloreto de potdssio (KCL) para

promover a turgescéncia celular e ajudar a dispers@o dos cromossomas na célula.

Fixacdo com solugdo de metanol-acido acético (3:1)

Apds centrifugacdo durante 10 minutos a 1200rpm e remogdao do

sobrenadante. A fixagao das células é realizada com uma solugao de metanol-acido
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acético (3:1), denominado fixador. A 12 fixacdo realiza-se sob agita¢do continua no
vortex, de modo a prevenir a formacdo de coagulos e adiciona-se 4ml de fixador
preparado no proéprio dia. A 22 e 32 fixagdo repete o0 passo anterior, ndao sendo
necessaria agitagao continua e entre elas, reservar as amostras no frio para a estrutura
da cromatina repousar a -4°C durante 20 minutos.

A utilizagdo de uma solu¢do de metanol-dcido acético (3:1), provoca a morte
celular por desidratagdo e preservando a estrutura da cromatina. A 19 fixagéo é crucial
na obtengdo de uma boa qualidade no resultado, uma vez que serve para a estabilizagdo
de lipidos e proteinas. Se a fixagdo ndo for efetuada de forma correta, a estrutura do
citoesqueleto néo se desintegrard completamente e vai originar cromossomas enrolados

e sobrepostos resultanto num espalhamento de md qualidade.

Espalhamento

Os sedimentos celulares sao espalhados em laminas de vidro, previamente
limpas, numa camara de espalhamento com as condi¢des de temperatura e humidade
controladas, 22°C e 54% de humidade relativa. Segue-se o envelhecimento das laminas
histoldgicas numa estufa a 80°C, durante 3/4 horas, para realizar apds a desnaturacdo,

a bandagem GTL e a bandagem CBG quando necessario.

2.2.2 Bandagem dos cromossomas

A bandagem é uma técnica de coloragdo que serve para produzir um padrao de
bandas especifico de cada par de cromossomas homologos. O padrdo de bandas obtido
serd idéntico de célula para célula, de tecido para tecido e, exceto em regides
polimérficas, de individuo para individuo dentro da mesma espécie. Existem técnicas de
bandagem especializadas para regides especificas dos cromossomas: bandagem NOR
(Nucleolus Organizing Region) destina-se a coloracdo das regides NOR presentes nos
satélites dos bragos curtos dos cromossomas acrocéntricos (pode ser substituida por
uma sonda FISH de rRNA); para a coloracdo dos centrédmeros e regides

heterocromadticas, a bandagem C (identifica toda a heterocromatina centroméricas e
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distal Y e revela polimorfismos) e para identificar todos os cromossomas do individuo e
as respetivas bandas, a bandagem GTG/GTL (Tripsina-Giemsa; Tripsina-Leishman). A
escolha da técnica varia com a finalidade do estudo e portanto da regidao que se

pretende visualizar.

Bandagem G

O método de coloragdao GTL é dos mais utilizados nos laboratérios de
citogenética visto ser um método simples e as laminas marcadas podem ser mantidas
durante meses sem que haja detioragdo. A bandagem G permite ndo sé a detegdo de
alteragdes cromossdémicas, nomeadamente numéricos, como também de rearranjos

estruturais cruciais para o diagndstico.

Este método inclui o tratamento das laminas com uma protease (tripsina) e
posterior coloragdo com corante Giemsa (GTG’) ou Leishman (GTL), no Laboratério de
Citogenética do CHUC, a bandagem é realizada com o corante Leishman. A bandagem

GTL segue a seguinte sequéncia:

Incubar numa soluc¢do de tripsina [0,02g/mol] (37°C), durante alguns segundos

(ajustar o tempo depois de avaliar o estado de cada caso).

Este é um passo fundamental na aparéncia final dos cromossomas porque a
tripsina é uma enzima proteolitica, logo o tempo que as Idminas se encontram expostas

é determinante.

Lavar numa solucdo salina de NaCl [0,9%] (37°C). Lavar a lamina em seguida em
50 ml de tampao Giirr (pH=6,8 a 37°C) e colocar a incubar durante 6 a 8 minutos em
Corante de Leishman (5%) (16 ml de Corante de Leishman filtrado + 80 ml de tampao
Gurr) (a temperatura ambiente). Terminada a incubagdo no corante, lavar a ldmina em
50 ml de tampdo Girr (37°C), seguidamente em agua e deixar a lamina secar a

temperatura ambiente para a avaliar ao microscopio.
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Bandagem CBG/Banda C

A técnica de bandagem CBG, marca seletivamente a heterocromatina junto aos
centrémeros, as areas polimérficas presentes nos cromossomas 1, 9, 16 e no
cromossoma Y. Regides com marcagdo apos a banda C, contém DNA repetitivo, DNA a-
satélite e algum DNA codificante ndo repetitivo Leishman (Rooney, D. E., 2001). Este
método é ainda utilizado para determinar a presenga de cromossomas dicéntricos e
pseudodicéntricos e também para o estudo de cromossomas marcadores (Gersen, S., &
Keagle, M., 2013).

A bandagem CBG segue a seguinte sequéncia:

Incubar 10 minutos em HCI 1N e lavar em dgua destilada. Incubar numa solugao
de hidroxido de bario (2,5g de hidréxido de bario preparada em 50ml de dgua destilada)
preparada previamente estando durante este tempo em agitagdo continua e aquecida

na placa térmica.

O hidroxido de bdrio tem uma fungdo desnaturante e o tempo de exposi¢éGo

depende da “idade” do sedimento/ldmina histoldgica.

Apds a desnaturacado, lavar as ldaminas duas vezes em dgua para remocdo da

pelicula de bario. Incubar as laminas para a solugdao de 2xSSC a 562C durante uma hora.

Coloracdo durante 15 minutos no corante Giemsa 4% (2,5 ml de corante

Giemsa em 47,5 ml de tampado Guirr).

Lavar as laminas duas vezes em tampdo Glrr e deixar secar a temperatura

ambiente.

2.2.3 Andlise ao microscopio

Apds a bandagem os cromossomas sdo analisados ao microscépio 6tico, sao
analisadas no minimo 15 metafases com cromossomas de boa qualidade e com poucas
sobreposicdes (bom espalhamento e coloracdo). Apds a captura de metafases usando o

software especifico, cytovision®, sdo construidos os cariogramas e analisada a sua

57



O IMPACTO DO DIAGNOSTICO CITOGENETICO NUM HOSPITAL TERCIARIO

FMUC

estrutura. O caridtipo final é estabelecido com base nas regras de nomenclatura
internacionais [ISCN, 2020]. Nos casos de mosaicismo, o nUmero de metafases avaliadas

pode atingir as 30 a 50, em ambas as culturas estabelecidas.
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Capitulo Il - Resultados

A analise retrospetiva dos resultados de 3357 amostras distribuiram-se pelos
seguintes grupos etioldgicos: Individuos com problemas reprodutivos; Individuos com
disturbios do crescimento, perturbacdo do desenvolvimento e/ou enddcrino e
Individuos em contexto de estudos familiares (Grafico 1). A incidéncia global de
cromossomopatias, traduziu-se num total de 301 resultados com diferentes alteragdes.
Para a sistematizacdo dos resultados, organizaram-se 19 Tabelas, seis das quais
presentes no capitulo Il e as restantes 14 no Apéndice 1 e trés Graficos (Capitulo 1l1),

para uma visualizacdo e interpretacdo mais adequada.

Distribuicdo do nimero de casos pelos grupos clinicos

m N2 de casos Caridtipo com alteragdo

2022
2000

1800
1600
1400
1200
1000 945
800
600

400 367

200 134 119
48
0

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Grafico 1 - Distribuicdo dos casos analisados por grupos, de acordo com a informagdo clinica de cada
utente. Grupo 1: Individuos com problemas reprodutivos; Grupo 2: Individuos com disturbios do
crescimento, perturbagdo do desenvolvimento e/ou enddcrino e Grupo 3: Individuos em contexto de

estudos familiares

Nos 3357 utentes estudados por técnicas de citogenética convencional
revelaram em 3056 (91%) amostras um cariétipo normal e 301 (9%) com resultado

patologico. O grupo que abrange maior nimero de utentes € o grupo 1, relacionado com
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problemas reprodutivos. A incidéncia das cromossomopatias detetadas nos grupos
etioldgicos, esta esquematizada na tabela 1. Numa primeira abordagem os resultados
anormais obtidos nos diferentes grupos clinicos, num total de 301, foram distribuidos
de acordo com o tipo de alteracdo (Tabela 1 e 2): aneuploidias dos cromossomas
sexuais; aneuploidias dos autossomas; anomalias estruturais dos autossomas e

anomalias estruturais envolvendo os gonossomas.

Tabela 1 - Distribuicdo do total dos 301 casos pelos diferentes tipos de cromossomopatias no total dos

3357 caridtipos realizados

Incidéncia no n2 de

N2 de casos com casos com
cromossomopatias| cromossomopatias

(%)
[Atteradesmumericas | 11 | 535 |
Autossomas 27 9,0
Mosaico dos autossomas 5 1,7
Cromossomas sexuais 67 22,3
Mosaico dos cromossomas sexuais 62 20,6

Equilibradas 80 26,6
Translocag¢Oes Reciprocas 50 16,6
Translocag¢Ges Robertsonianas 14 4,7
Inversoes 16 5,3
Desequilibradas 55 18,3
Delecoes 12 4,0
Duplicagbes 7 2,3
Cromossomas em anel 2 0,7
Isocromossomas 6 2,0
Isodicéntrico 6 2,0
Cromossoma marcador 6 2,0
Derivativos 14 4,7
Regides frageis 2 0,7

Total 301 100

A incidéncia no numero de casos refere-se a percentagem de cada alteragdo dentro do grupo com

cromossomopatias, composto por 301 cariétipos alterados.
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As 161 aneuploidias encontradas, representam o grupo de alteracdes mais
numeroso, sendo que cerca de 67 dessas alteracdes foram encontradas na forma de
mosaico. Embora representem 53,5% das alteracdes, apresentam uma incidéncia global
de 4,8%. As alteracOes estruturais, com uma incidéncia global de 4%, caracterizam-se
por alteracdes equilibradas e desequilibradas, encontradas em cerca de 80 e 55 casos,

respetivamente, e portanto revela uma incidéncia inferior a das alteragées numéricas.

Tabela 2 - Frequéncia dos diferentes tipos de cromossomopatias detetadas nos 3 grupos etiolégicos
estudados, com divisdo do grupo dos individuos com problemas reprodutivos em infertilidade primdria e

infertilidade secundaria

Problemas reprodutivos | Distiirbios do crescimento,

N Contexto de
o . perturbacdo do
Grupo Infertilidade | Infertilidade . estudos
L . desenvolvimento e/ou o
primaria | secundaria .. familiares
enddcrino

Autossomas 0 0 27 0
Mosaico dos Autossomas 0 2 3
Cromossomas sexuais 36 1 30
Mosaico dos Cromossomas sexuais 14 30 14 4

Equilibradas 34

w
©

Translocagbes Reciprocas 6 13

Translocagdes Robertsonianas 3 4
Inversdes 2 6

RIN SN
N
~

w
(o]

Desequilibradas 14
Delegbes

Duplicagbes
Cromossomas em anel

Isocromossomas
Isodicéntrico
Cromossoma marcador
Derivativos

Regides frageis

wijun s N w N

olwlr ]| ]OoIN]~
ojojojofr|Oo|o|r
[« LN SN [=} [« (o} | SH [aN [0, ENN [0]

Total 76 58 119 48

Numero de casos com cromossomopatias referentes a cada tipo de alteragdo dentro dos grupos definidos.

A anadlise da tabela 2, revela detalhadamente a incidéncia de cada tipo de
cromossomopatia encontrada em cada um dos grupos. O grupo dos individuos com

problemas reprodutivos apresenta maioritariamente aneuploidias dos cromossomas
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sexuais, sendo que mais de metade estdo associadas a mosaico. Também o grupo que
engloba os disturbios do crescimento, perturbacées do desenvolvimento e/ou
enddcrino, é constituido em grande parte por alteracdes cromossdmicas numeéricas, no
entanto distribui-se por 30 alteragdes nos autossomas e 44 nos cromossomas sexuais.
Neste grupo as alteragdes encontradas ndo s3ao maioritariamente em mosaico,
portanto, como se verifica pela analise da informagao clinica, existe na maioria das
vezes, manifestagdo de quadro clinico sindromico. No grupo de individuos em contexto
de estudo familiar, ao contrdrio do que acontece nos dois primeiros grupos, as
alteragdes estruturais sdo encontradas na maioria dos casos, com maior prevaléncia das

alteragdes equilibradas.

Alteragdes em individuos com problemas reprodutivos

Incidéncia das alteragdes encontradas nos individuos com
problemas reprodutivos

2,2

Alteragdo da diferenciagdo sexual I 10

15,7
Alteragdo Estrutural Desequilibrada !
.

20,1
Alteragdo Estrutural Equilibradas !
. o

Alteragdes numéricas

0 10 20 30 40 50 60 70
Incidéncia non2total de casos dentro do grupo de individuos com problemas re produtivos (%)

H |ncidéncia dentro do grupo de cromossomopatias (%)

Grafico 2 - Incidéncia das alteragdes encontradas em individuos com problemas reprodutivos dentro do

grupo e dentro do grupo destes individuos com cromossomopatias
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Distribui¢cdo dos utentes com prolemas reprodutivos pelos tipos de infertilidade

7%
4%
B Infertilidade 12 casais

B Infertilidade 12 masculina

B Infertilidade 12 feminina

Infertilidade 22 AE casal

Infertilidade 22 nado morto/feto

malformado
45%
Infertilidade 22 feminina

Grafico 3 - Frequéncia das causas de infertilidade em individuos com prolemas reprodutivos

O grupo de individuos com problemas reprodutivos engloba todas as causas de
infertilidade primaria e secundaria. Dentro da infertilidade primaria, a infertilidade de
causa masculina é a que apresenta maior incidéncia (30%), foram estudados 613
individuos e 58 apresentaram caridtipos com cromossomopatias. Este resultado ja era
expectavel, uma vez que a grande maioria destes utentes sdo encaminhados das
consultas de infertilidade/urologia por apresentarem alteracdo no espermograma ou
dos caracteres sexuais secundarios masculinos. Na infertilidade secundaria, a causa de
infertilidade com maior incidéncia sdo os abortos de repeticdo com mais de 45%,
reunindo cerca de 419 casais, 60 mulheres e 14 homens (sem cOnjuge) nas consultas de
Pré-concecional, Reprodugao Humana ou Aconselhamento Genético a partir das quais
foram encaminhados.

A prevaléncia de alteragdes numéricas verificadas nos individuos com
infertilidade primaria com suspeita de causa masculina (6,5%) e/ou feminina (6,7%) é

bastante superior a verificada nos casais (2,2%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Incidéncia de cada tipo de cromossomopatia em casais/utentes do sexo masculino e feminino
com infertilidade primaria

Infertilidade primaria
Grupo
Casal Masculina Feminina
Incidéncianon? | Incidéncia | Incidéncianon? | Incidéncia |Incidéncianon?de| Incidéncia
. decasoscom | non2total | decasoscom | non? total casos com no n? total
Alteragdes . i .

cromossomopatias| de casos do |cromossomopatias| de casos do | cromossomopatias| de casos do
dogrupo (%) | grupo(%) | dogrupo(%) | grupo(%) | dogrupo(%) | grupo (%)

Numéricas 50 2,2 69,0 6,5 60 6,7

Estruturais Equilibradas 38 1,6 12,1 1,1 0 0,0

Estruturais Desequilibradas 12,5 05 13,8 13 40 45

Gonossomas discordantes de fenétipo 0 0 52 0,5 0 0

Total 100 43 100 9,5 100 11,2

Nos 40 individuos com infertilidade de causa masculina com cromossomopatia
identificada, cerca de 30 apresentam Sindrome de Klinefelter (47,XXY) (Figura 9) e
guatro apresentam um cariotipo 47,XYY (Tabela 10). As indicag¢des clinicas englobam
geralmente: azoospermia, oligospermia, oligoastenoteratospermia severa (OAT severa)

e suspeita de Sindrome de Klinefelter.
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Figura 9 - Cariograma humano de um individuo com Sindrome de Klinefelter com um padrdo de bandas
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G. Individuo do sexo masculino com carioétipo 47,XXY [ISCN, 2020] (Laboratério de Citogenética do Servico

de Genética do Hospital Pediatrico de Coimbra).
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Na infertilidade de causa feminina, a monossomia 45,X (Figura 10) é observada
apenas uma vez nestas mulheres, no entanto em mosaico estd presente em sete casos
(Tabela 11). Embora os casos encontrados em mosaico ndo estejam associados a um
fendtipo da Sindrome de Turner, os individuos apresentam infertilidade, amenorreia

primaria e/ou insuficiéncia ovarica primaria.
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Figura 10 - Cariograma humano de um individuo com Sindrome de Turner com um padrdo de bandas G.
Individuo do sexo feminino com cariétipo 45,X [ISCN, 2020] (Laboratério de Citogenética do Servigo de

Genética do Hospital Pediatrico de Coimbra).

Tabela 4 - Incidéncia de cada tipo de alteragdo encontrada nos casais com abortos, casais com nado/feto

anterior com malformado e infertilidade secundaria em mulheres (POF)

Infertilidade secundaria
Grupo
Abortos no casal Nado/feto anterior malformado Feminina (POF)
Incidéncianon? de| Incidéncia | Incidéncianon? | Incidéncia |Incidéncianon?de| Incidéncia
. casos com non?total | decasoscom | non? total €asos com no n? total
Alteragdes . . .

cromossomopatias| de casos do | cromossomopatias| de casos do | cromossomopatias| de casos do
dogrupo (%) | grupo(%) | dogrupo(%) | grupo(%) | dogrupo(%) | grupo(%)

Numéricas 53,5 01 50 13 69,2 6,3

Estruturais Equilibradas 46,5 0,1 50 13 154 14

Estruturais Desequilibradas 0 0 0 0 154 14

Total 100 0,2 100 2,5 100 9,2
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Na infertilidade secunddria, o grupo de utentes com abortos de repeti¢do é o
grupo que engloba o maior numero de individuos estudados com 419 casais, 60
individuos do sexo feminino e 14 do sexo masculino que vieram das consultas de Pré-
Concecional, Medicina da Reproducdo e Aconselhamento Genético, representando 45%
dos casos de individuos com problemas reprodutivos (Grafico 3). Das 43
cromossomopatias encontradas nos casais com abortos de repeticdo (0,2%), 22 estdo
associadas as alteracdes numéricas dos cromossomas sexuais em mosaico, apenas uma
mulher de 31 anos com indicacdo clinica por abortos de repeticio e sem filhos,
apresentou um cariétipo 47,XXX (Figura 11). As alteracBes estruturais equilibradas
representam 46,5% neste grupo: seis inversdes, trés transloca¢cdes Robertsonianas e
doze translocacbes reciprocas. l|dentificou-se uma mulher portadora de uma
translocagao reciproca e simultaneamente de uma aneuploidia em mosaico,
mos45,X,t(2;6)(q24.2;p21.1)/47,XXX,t(2;6)(924.2;p21.1)/46,XX,t(2;6)(024.2;p21.1)
(Tabela 12).

Figura 11 - Cariograma humano de um individuo com Sindrome de triplo X com um padrdo de bandas G.
Individuo do sexo feminino com caridtipo 47,XXX [ISCN, 2020] (Laboratdrio de Citogenética do Servigo de

Genética do Hospital Pediatrico de Coimbra).

Os individuos deste grupo nao desenvolveram altera¢des fenotipicas severas,

no entanto apresentam indica¢Bes de alteragbes reprodutivas como azoospermia e
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oligospermia e no caso feminino, amenorreia primaria e em alguns casos alteragdes dos
caracteres sexuais secundarios.

Os casais estudados por nado/feto malformado/com cromossomopatias
apresentam apenas dois caridtipos alterados. Detetou-se uma alteragao estrutural num
homem com 27 anos com um cariétipo 46,XY,inv(11)(p11.2921) e uma alteracdo de
ploidia do cromossoma X em mosaico encontrada numa mulher de 35 anos com um
cariotipo mos 47,XXX/45,X/46,XX, descritos na tabela 12.

As mulheres com infertilidade secunddria (POF), tém alteragdes numéricas que
representam 69,2% enquanto as estruturais quer equilibradas quer desequilibradas,
tém uma frequéncia de 15,4% (Tabela 4), no total das 13 cromossomopatias
encontradas (Tabela 13). Como se encontram sempre em forma de mosaico, estas
utentes ndo apresentam fenédtipos severos de Sindrome de Turner, apenas manifestam

faléncia ovarica precoce (FOP) e amenorreia secundaria, sem outras alteragdes.

Alteragdes em individuos com disturbios do crescimento, perturbagdes do

desenvolvimento e/ou enddcrino

Tabela 5 - Incidéncia de cada tipo de alteragdo nos individuos com distdrbios do crescimento,
perturbacdo do desenvolvimento e/ou enddcrino

Incidéncia no n? de casos Incidéncia no n?
AlteragOes com cromossomopatias do | total de casos do
grupo (%) grupo (%)

Numeéricas 61,2 7,6
Estruturais Equilibradas 5,8 0,7
Estruturais Desequilibradas 314 39
Cromossomas discordantes de fenétipo 1,7 0,2
Total 100 12,5

Dentro dos 968 individuos com problemas do crescimento/desenvolvimento
e/ou enddcrino, as alteragdes numéricas sdo responsdveis por cerca de 2/3 das

alteragdes no grupo, seguidas das alteragdes desequilibradas (1/3), depois as alteragdes
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equilibradas com apenas 5,8% e em menor percentagem e apenas com dois casos, os
cromossomas discordantes de fendtipo, com uma incidéncia de 1,7. Dentro deste
grande grupo que abrange um vasto quadro clinico com 118 alteracdes, existem
subgrupos para melhor caracterizacdo destas altera¢des fenotipicas (Tabelas 7 e 8).
Dentro deste grupo, 285 individuos foram diagnosticados com problemas do
desenvolvimento e malformagdes congénitas, mais de metade das 27 alterac¢des
encontradas (Tabela 14) sdo alteracGes numéricas (55,6%) e as restantes estruturais
desequilibradas (44,4%). Ao contrdrio do descrito na literatura, o Sindrome de Down
(Figura 12) ndo foi a alteracdo mais vezes observada neste grupo, contando apenas com
seis casos sendo um deles em mosaico. Esta incompatibilidade deve-se ao facto do
desenvolvimento do diagndstico pré-natal e a sua recorrente aplicagao permitirem a

detecdo precoce destas aneuploidias.
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Figura 12 - Cariograma humano de um individuo com Sindrome de Down com um padrdo de bandas G.
Individuo do sexo masculino com cariétipo 47,XY,+21 [ISCN, 2020] (Laboratério de Citogenética do Servigo

de Genética do Hospital Pediatrico de Coimbra).

As restantes alteracGes numeéricas encontradas foram: dois casos de trissomia
18, um bebé de um dia com cardiopatia congénita, retrognatismo e sindactilia e outro
bebé de 22 dias com um quadro clinico mais severo; um caso de trissomia 16 (mosaico)

num individuo com nove anos encaminhado com microssomia, manchas cutaneas,
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atraso de desenvolvimento psicomotor (ADPM) e possivel mosaicismo. As
manifestagdes fenotipicas da maioria destes individuos sao de um quadro clinico grave,
sobretudo em individuos com malformagdes podendo em casos de défice intelectual e
ADPM, variar de ligeiro a severo.

No grupo de 322 individuos com disturbios do crescimento, foram encontradas
12 alterac¢Oes (Tabela 15), sendo a maioria das alteracGes encontradas numéricas em
mosaico e estruturais desequilibradas ligadas ao cromossoma X. O fendtipo destes
individuos geralmente estd de acordo com a alteragdo obtida e as meninas/jovens
estudadas apresentam sempre e apenas baixa estatura.

No grupo dos disturbios enddécrinos em individuos do sexo feminino e
masculino, é de esperar que estes jovens desenvolvam telarca e menarca precoces e
tenham caracteristicas, como ginecomastia, do Sindrome de Turner. Neste estudo, as
alteragdes numéricas tiveram uma incidéncia 74% dos casos, e como previsto, o
mosaicismo 45,X associado a Sindrome de Turner e o cariétipo 47,XXY de Sindrome de
Klinefelter, foram as anomalias mais frequentemente encontradas nestes individuos.

Este grupo de individuos engloba ainda os casos em que se estudou o individuo
por suspeita de sindrome uma vez que apresentavam um quadro clinico muito
semelhante ao da patologia. Dos 109 casos, 57 confirmaram ter na sua constituigdo,
cromossomopatias (Tabela 8). Dentro das alteracbes numéricas (69%), 21 sao
associadas aos autossomas (trissomia 21) e 19 aos cromossomas sexuais embora quatro
fossem situacdes mosaico. Por ultimo e representando apenas um pequeno grupo de
20 individuos com disturbios neuroldgicos e epilepsia, as trés alteracdes estruturais
desequilibradas encontradas foram um cromossoma 20 em anel, 46,XX,r(20)(::p13-
>q13.3::)[11]/46,XX.ish, numa mulher de 23 anos com indicacdo clinica: atraso
desenvolvimento psicomotor; epilepsia refrataria com suspeita de cromossoma 20 em
anel, um derivativo de origem conhecida (translocagdo) e uma delegao, ao nivel dos

autossomas (Tabela 18).

Alteragdes em individuos para estudo familiar por portador de

cromossomopatia
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Tabela 6 - Incidéncia de cada tipo de alteragdo encontrada nos individuos para estudo familiar por

portador de cromossomopatia

Incidéncia no n2de| Incidéncia no n®

Alteragoes casos com total de casos do
cromossomopatias grupo (%)
Numéricas 8,3 1,1
Estruturais Equilibradas 81,3 10,6
Estruturais Desequilibradas 10,4 1,4
100 13,1

Total

Na analise da tabela 6, foram incluidos 367 individuos estudados por familiar
portador de cromossomopatia, 51 gravidas. Das 48 alteracdes detetadas, 81,3% foram
estruturais equilibradas distribuidas por 27 translocagdes reciproca, cinco translocacdes

Robertsonianas (Figura 13) e sete inversdes (Tabela 19), todas ao nivel dos autossomas.
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Figura 13 - Cariograma humano com uma translocagdo Robertsoniana com um padrdo de bandas GTL.
Individuo do sexo masculino com caridtipo 45,XY,der(13;14)(q10q10) [ISCN, 2020] (Laboratério de

Citogenética do Servigo de Genética do Hospital Pediatrico de Coimbra).
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Capitulo IV - Discussao

A avaliagao retrospetiva dos resultados da analise citogenética de 3357
utentes, comprovou o que esta descrito na literatura, em que as alteragdes numéricas
dos cromossomas sexuais sao as mais comuns de entre todas as alteragdes citogenéticas
(Gersen, S., & Keagle, M., 2013), com 129 resultados no total de 301 altera¢des. A
incidéncia de anomalias estruturais e de aneuploidias nos cromossomas sexuais é mais
representativa quando comparada a incidéncia nos autossomas. Estdo descritas
aneuploidias dos cromossomas sexuais, com 47, 48 ou 49 cromossomas, muitas vezes
em mosaico com uma linha celular normal, mais frequente do que nos autossomas,
facto que se comprova pela analise da tabela 1. Assim, a perda de um cromossoma
sexual por ndo-disjuncdo durante a gametogénese é um acontecimento relativamente
comum que leva a formagao de zigotos monossdomicos ou supranumerarios para cada

um dos cromossomas sexuais (Bondy e Cheng, 2009).

O grupo de individuos com problemas reprodutivos, abrange a infertilidade
primaria e secundaria, e os resultados encontram-se descritos nos graficos 2 e 3 e nas
tabelas 3 e 4. A infertilidade é um dos crescentes problemas em saude publica, devido
ndo sb as suas causas genéticas mas também as causas ambientais. A infertilidade em
casais (15%) varia geralmente entre 50% a 60% de causa masculina, afetando cerca de
20 milhdes de homens em todo o mundo e a restante é atribuida a causa feminina
(Barros, B. M., 2020). O estudo revelou uma incidéncia inferior a descrita na literatura,
com uma infertilidade de 4,3% nos casais, no entanto a distribuicao da causa etioldgica
é semelhante a relatada, atribuindo 50% das alteracdes encontradas ao sexo feminino
e 50% ao sexo masculino. A distribuicao das alteragdes encontradas nos casais com
infertilidade primaria (Tabela 9), foram trés aneuploidias do cromossoma X em mosaico,
um individuo com Sindrome de Klinefelter e as restantes, quatro altera¢des estruturais
desequilibradas. Depois de estudados, a maioria destes individuos sao acompanhados
em consultas de Pré-Concecional/Reproducdo Humana e Esterilidade, para

eventualmente se submeterem aos métodos de reprodugao medicamente assistida.
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A distribuicdo dos casos com alteracdes no grupo de individuos com
infertilidade primaria de causa masculina (Tabela 10), revelou em mais de 50% das 58
alteragdes encontradas nestes individuos, uma superioridade de casos com Sindrome
de Klinefelter e Sindrome XYY, como era expectavel. No entanto, muitos destes
individuos nao sdo identificados precocemente, uma vez que podem apresentar poucas
ou nenhumas manifestagdes fenotipicas, nomeadamente: OAT severa; espermograma
a revelar azoospermia e/ou oligospermia e/ou criptzoospermia; astenoterazoospermia;
criptorquida (por vezes corrigida na infancia); Suspeita de Sindrome de Klinefelter e

Insucesso em PMA ou ainda outras manifestagdes de infertilidade no homem.

Das alteragdes encontradas nestes individuos, 30 apresentavam Sindrome de
Klinefelter e quatro um cariétipo 47,XYY. As alteracdes estruturais equilibradas (12,1%),
como era de esperar que fossem também de grande prevaléncia, nomeadamente as
translocagbes reciprocas, foram encontradas em cinco destes homens (duas entre
autossomas e cromossomas sexuais e trés ao nivel dos autossomas), uma Translocagdo
Robertsoniana e uma inversao. Um dos individuos com cariétipo alterado apresentava
uma delecdo ao nivel do cromossoma Y, no entanto, sem fendtipo alterado e
encaminhado da consulta apenas com a informacado de azoospermia e infertilidade, foi
confirmada por FISH, a presenga do gene SRY. Foi ainda identificado um individuo de 47
anos, portador de um caridtipo 46,XX ish Xp22.3(SRY-), com a indicagdo clinica de
infertilidade primdria, azoospermia/esterilidade | e testiculos atréficos bilateralmente
sem massas palpaveis, no entanto a FISH revelou a auséncia do gene SRY. Foram
identificados quatro homens portadores de derivativos catalogados, sendo que trés

deles envolvem ambos os gonossomas 46,XX,der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.31).

No caso da infertiidade de causa feminina, esperava-se detetar
maioritariamente alteraces ao nivel do cromossoma X, uma vez que estas mulheres
apresentam desde amenorreia primaria, baixa reserva ovarica, falhas de implantagao
e/ou insucesso em PMA, Sindrome de Rokitansky e Sindrome de Turner. A literatura
indica que estas mulheres sdo portadoras, grande parte das vezes, de uma monossomia
do X, e embora neste estudo fossem detetadas quase sempre em situagdo de

mosaicismo, a linha celular 45,X, estava presente em quase todos cariétipos com
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cromossomopatia. As alteragdes encontradas (Tabela 11), envolvem sobretudo
alterag6es numéricas do cromossoma X (60%), quatro em mosaico e um caso de
Sindrome de Turner. As altera¢Oes estruturais desequilibradas encontradas (40%),
foram: um cariétipo com um isocromossoma e simultaneamente uma linha
monossémica do X [mos 45,X/46,X,i(X)(q10)]; uma duplicagdo do brago curto de um
autossoma, 46,XX,dup(4)(p12) e trés delecées do cromossoma X duas em mosaico

simultaneamente com mossomia do X.

A infertilidade pode também ser secundaria e portanto nestes casos ndao ha
inicialmente dificuldade em engravidar mas sim em manter a gravidez, e este tipo de
problema pode ser verificado em casais com abortos e/ou fetos malformados e em
mulheres com faléncia ovarica precoce (POF). O aborto recorrente define-se como trés
ou mais abortos consecutivos, embora alguns autores considerem o limite de dois
abortos, afetando cerca de 1% dos casais que tentam procriar (Knight SJ et al., 2006).
Para um casal com histéria de abortos, o risco de recorréncia na gravidez seguinte é de
cerca de 25%, aumentando para cerca de 33% num casal com histéria de trés abortos
espontaneos. As causas dos abortos recorrentes permanecem por explicar em cerca de
80% dos casos, sugerindo a possibilidade de causas genéticas. Também nestes casos a
idade materna é um fator de enorme relevancia. Para as mulheres com trés ou mais
abortos espontaneos, o risco de um préoximo aumenta de 40% aos 35 — 39 anos para
60% aos 40 — 44 anos (Andersen, A. M. N. et al., 2000). Neste grupo de mulheres, a
média de idades é de 36 anos, variando dos 17 aos 51 anos, comprovando que a idade

é um fator de risco associada a gravidez.

Sabendo que em aproximadamente 3-4% dos casais com abortos de repetigao,
um dos membros é portador de um rearranjo estrutural equilibrado (De Braekeleer, M.
et al.,1991; Knight SJ et al., 2006), a andlise da tabela 4 permite concluir que embora
neste estudo representem 0,1% dos casos, foram encontradas 12 translocacdes
reciprocas, cinco inversGes e trés translocacGes Robertsonianas (Tabela 12). Os
portadores destas translocagdes equilibradas sdao fenotipicamente normais, no entanto,
pode ter ocorrido formagao de gametas anormais devido a ja referida segregacao

desequilibrada dos cromossomas na meiose e estes promoverem os abortos ou
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nascimentos de fetos malformados. Existem diferentes padrdes de segregacao para os
gametas formados por um portador de uma translocagao reciproca (Fig.10): segregacao
alternada (2:2); segregac¢do adjacente-1; segregacdo adjacente-2 e segregac¢do 3:1 em
gue se formam normais, equilibrados e desequilibrados (Gardner, R. J. M. et al., 2004).
Por esta razao, individuos portadores de translocacdes, tém filhos normais e filhos com
alteragdes, podendo também estes serem portadores e ndo desenvolverem fenétipo

como os progenitores.

Ainda dentro do grupo de individuos com problemas reprodutivos, as mulheres
com infertilidade secundaria (POF), apresentam sobretudo altera¢des envolvendo o
cromossoma X (Tabela 13). Este tipo de alteracdo é considerada a causa genética mais
comuns de POF, representando cerca de 9% dos casos do grupo com infertilidade
secunddria feminina. O cromossoma X apresenta um papel essencial na manutengao do
desenvolvimento e fungao ovarica. As 13 alteragdes verificadas sdo maioritariamente
numeéricas em mosaico, aproximadamente 61,5%, existindo ainda casos de translocacao
reciproca entre gonossoma e autossoma, translocagdao Robertsoniana e delegdo. A POF
€ uma das causas mais comuns de amenorreia em mulheres com menos de 40 anos de
idade, a idade média das mulheres com este diagndstico no estudo é de 38 anos. O
caridtipo 47,XXX é frequentemente observado em mulheres com infertilidade
secundaria, que podem por vez manifestar alteracdes fenotipicas como hipogonadismo
e amenorreia secunddria que pode levar a disturbios meidticos. A descoberta da causa
permite o tratamento dirigido, mais precocemente, por exemplo através da reposicao
hormonal com estrogénios, permitindo atrasar o desenvolvimento de complicagdes
associadas a FOP, nomeadamente a infertilidade, cujo Unico tratamento é a doacdo de

ovocitos.

No grupo dos individuos com disturbios do crescimento, perturbagao do
desenvolvimento e/ou enddcrino, geralmente sdo apresentadas variadas formas de
atraso desenvolvimento psicomotor, défice cognitivo e perturbacdo do
desenvolvimento intelectual, portanto ja existe um diagndstico anterior. A principal
causa de patologia em individuos com défice intelectual e/ou o atraso de

desenvolvimento psicomotor é atribuida em cerca de 28% as anomalias cromossdmicas
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(Curry et al., 1997). A trissomia 21 (Sindrome de Down) é a causa mais frequente de
atraso mental e afeta 1 em 1500 nados vivos, estando este tipo de alteracdo relacionado
com o aumento da idade materna. Como descrito anteriormente, a trissomia 13 e a
trissomia 18, sdo reportadas em nados vivos, no entanto na sua maioria, os bebés nao
ultrapassam as primeiras semanas apds o nascimento. O facto dos cromossomas 13, 18
e 21 estarem entre os trés cromossomas do genoma Humano mais carentes de genes,
ajuda a explicar a viabilidade destas trissomias. As aneuploidias autossomicas podem
representar desequilibrios de tal forma graves, que resultam em morte fetal, uma vez

gue sdo incompativeis com a vida.

Neste grupo também foram estudados individuos com malformagdes
congénitas, dismorfismos e cardiopatias congénitas, e como tal, as alteragdes ao nivel
dos autossomas, estruturais e numeéricas, sdo mais abundantes provocando um fenétipo
mais severo. As alteragGes deste grupo (tabela 7) foram maioritariamente numéricas
(55,6%), cerca 2/3 ocorreram ao nivel dos autossomas e as restantes ao nivel dos
gonossomas, que era expectavel segundo a literatura. Cerca de 44,6% dos individuos
apresentam alteragdes estruturais desequilibradas, nomeadamente delegdes e
derivativos de origem ndo identificada, o que explica os fendtipos mais severos

encontrados nos individuos deste grupo.

Ao contrario dos individuos do grupo anterior, os individuos com baixa estatura
e disturbios endécrinos, apresentam também alteracdes numéricas, maioritariamente
ao nivel do cromossoma X (Tabela 15). A desaceleracdo progressiva do crescimento na
infancia é a caracteristica clinica que se encontra sistematicamente presente nas
mulheres com um caridtipo 45,X, além de um padrdo de crescimento caracterizado por
atraso do crescimento intra-uterino e auséncia de desenvolvimento pubertario
(Schinzel, A., 2020 ; Multidisciplinar, U. A., 2010). A auséncia de desenvolvimento
pubertario devido a insuficiéncia ou auséncia de producdo de estrogénio é também uma
das manifestagdes desta condigdo, uma vez que na maioria dos doentes ocorre uma
diminui¢ao da quantidade de odcitos produzidos ainda durante o desenvolvimento

embrionario (Bondy e Cheng, 2009).
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Segundo a literatura, nas meninas e mulheres com informacao clinica de baixa
estatura e disturbios do crescimento e/ou enddcrino, seria identificado um cariétipo
45,X. Foram detetados apenas cinco casos de Sindrome de Turner (quatro em mosaico)
no grupo das baixas estaturas onde o numero esperado era consideravelmente maior,
no entanto, a excegao de trés alteragdes estruturais desequilibradas dos autossomas, as
restantes oito envolvem o gonossoma X. Também as alteragdes identificadas nos
individuos com problemas do desenvolvimento e/ou enddcrinas e/ou dos caracteres
sexuais secundarios, foram cariétipos com uma linha celular 45,X em mosaico (Tabela
16). O estabelecimento de um diagndstico precoce desta patologia é extremamente
importante uma vez que, quanto mais cedo se iniciar a terapia de suplementagao

hormonal, melhores serdo os resultados obtidos (Multidisciplinar, U. A., 2010).

A monossomia do X ndo é a unica sindrome predominantemente encontrada
em mulheres abrangidas nos grupos de infertilidade, distirbios do crescimento e
suspeita de sindrome. O cariétipo 47,XXX, anomalia cromossémica descrita como a mais
frequente em mulheres ao nascimento (Lalatta et al, 2010), foi detetada em 33 casos
(30 em mosaico) deste estudo. Apesar dos cariétipos 47,XXX ndo mosaicos serem 0s
mais frequentes na literatura, ao contrario dos resultados obtidos neste estudo, o
mosaicismo ocorre em aproximadamente em 10% dos casos e pode surgir em
variadissimas combinagdes incluindo linhas celulares tipicas de Sindrome de Turner
(Tartaglia et al, 2010).

A alta incidéncia dos isocromossomas envolvendo o cromossoma X, descrita na
literatura, nomeadamente: i(Xq), delecdes em Xp e Xg e os cromossomas X em anel,
originam uma monossomia parcial do cromossoma X, e resultam em variantes do
Sindrome de Turner em mosaico (Robinson et al., 2004). No conjunto dos casos
analisados nos trés grupos, existem oito isocromossomas, onde se pode verificar o
caridtipo 46,X,i(X)(q10) como o mais frequente, a semelhanca do que esta descrito na
bibliografia (Jacobs et al, 1997). As mulheres com cariétipo 46,X,i(Xq) tém um fendtipo
semelhante ao das mulheres 45,X, referindo-se em todas baixas estaturas, disgenesia

gonadal e outras alteragGes (Schinzel, A., 2020).

76



O IMPACTO DO DIAGNOSTICO CITOGENETICO NUM HOSPITAL TERCIARIO

FMUC

Neste estudo detetaram-se ainda 5 cromossomas isodicéntricos, quatro deles
sob a forma de mosaico: mos 45,X[12]/46,X,idic(Y)(q11.2) A presenca da anomalia
cromossémica idic(X)(p11.2) esta associada a um fendtipo pouco severo (Lebo et al,
1999), facto de acordo com o verificado nos individuos envolvidos neste estudo. A
maioria dos cromossomas isodicéntricos foram detetados no grupo de individuos
estudados por suspeita de sindrome ou alteragdo cromossémica (Tabela 17). Dos 109
individuos estudados, 58 apresentam um cariétipo alterado, sendo que a maioria
confirma a suspeita feita pela parte clinica. A alteragdes numéricas apresentam a maior
incidéncia de alteragdes detetadas neste grupo, nomeadamente dos autossomas com
20 casos de trissomia 21 e dos gonossomas com a confirmagao de 12 individuos com
Sindrome de Klinefelter.

No grupo de individuos estudados em contexto familiar, foram detetadas
sobretudo alteragdes estruturais, de acordo com o descrito na literatura, representando
mais de 81,3% do total das 48 alteracGes encontradas. As translocacdes reciprocas de
autossomas foram identificadas em 27 individuos, o que justifica o facto de muitos
individuos serem estudados apenas pela existéncia de um familiar portador de
cromossomopatia e em varios casos ser encontrada a mesma alteragdo. Foram ainda
identificadas cinco translocacdes Robertsonianas, das quais quatro individuos familiares
partiihavam a mesma alteragdo e sete inversdes. Dois homens
45,XY,der(13;14(q10;q10) e duas mulheres 45,XX,der(13;14(q10;q10). O derivativo
46,XY,der(18)dup(18)(pl1lpter)del(18)(g23qter), presente apenas num elemento deste
grupo, trata-se de um recombinante com origem numa inversao pericéntrica que por
crossing-over na meiose, deu origem a um gameta com um segmento duplicado e outro
deletado. Este individuo com 19 anos, foi estudado devido a mae ser portadora da

mesma alteragao.
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Capitulo V — Conclusao

No grupo de individuos com problemas reprodutivos, de acordo com a
literatura, as alteracdes numéricas dos cromossomas sexuais, sdo as mais frequentes,
verificando-se apenas dois casos envolvendo autossomas. As aneuploidias representam
uma causa frequente de anomalias e morte fetal, pelo que, a analise citogenética se
apresenta como uma ferramenta de enorme importancia na pesquisa das causas de
insucesso reprodutivo. A analise citogenética convencional, continua a atuar como
diagnodstico de primeira linha nos estudos de individuos com problemas reprodutivos,
uma vez que geralmente sao saudaveis, sem manifestagdes clinicas de alteragdes, no
entanto possiveis portadores de alteragdes. A partir do diagndstico, os individuos ou o
casal, tém ndo sé o conhecimento da sua condi¢do, mas também |lhes é permitido iniciar
um planeamento que pode passar por procriagdo medicamente assistida, tratamentos
hormonais ou até mesmo a adocdo. Também as alteracdes estruturais equilibradas,
detetadas em 27 individuos com infertilidade primdria e secundaria, e embora nao
provoquem patologia nos progenitores, por ndo disjungdo na meiose, podem originar
gametas desequilibrados resultando em abortos ou nados/fetos mortos/malformados.
Embora estas alteragdes englobem a maioria dos casos de individuos com
cromossomopatias, as alteragcdes desequilibradas também foram detetadas num

nlimero consideravel de 21 individuos, uma vez que nao era esperado.

No grupo de individuos com disturbios do crescimento, perturbagdes do
desenvolvimento e/ou enddcrino era expectavel a detecdo a larga escala de alteragdes
numéricas (Tabela 19), maioritariamente dos autossomas. Sabe-se que as alteracdes
numeéricas dos autossomas sdao mais prejudicais em relacdo as dos cromossomas
sexuais, por essa razdo, os quadros clinicos encontrados nestes individuos sdo
geralmente graves. No entanto, este estudo revelou 30 individuos com aneuploidias dos
autossomas contra 44 nos gonossomas, o que vai contra o definido na bibliografia. Este
facto deve-se ao recurso frequente ao diagndstico pré-natal, aplicado em situacdes de
suspeita de alteragdo durante a gestagao, permitindo a identificagdo precoce da
patologia, possibilitando ao casal prosseguir ou interromper a gravidez. Além disso e por

ndo serem alteracOes tdo severas ao nivel do fenédtipo, os individuos portadores de
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aneuploidias dos cromossomas sexuais sdo detetados mais tardiamente, estimando-se
gue muitos permanegam por identificar. O cariétipo funciona como teste de segunda
linha em casos de individuos com indicacdo clinica de DI, ADPM, ou qualquer
perturbacdo do desenvolvimento, sdo estudados através das técnicas moleculares como
o array-CGH, no entanto o auxilio da citogenética convencional é fundamental na
correta caracterizacdo da alteracdo. Por expressarem fenétipos graves, a dete¢do destas
condicdes é efetuada cedo na infancia, o que permite estudar os progenitores
averiguando se a alteragao foi herdada ou de novo, e permite ainda calcular os riscos
associadas em futuras gestagdes. E importante estudar os pais e irm3os, no caso de
existirem, e serem acompanhados mesmo que portadores de alteragdes equilibradas,
uma vez que podem originar descendéncia afetada. A descendéncia portadora de
cromossomopatia pode por vezes apresentar fendtipos semelhantes ao dos

progenitores ou mais severos.

Um individuo saudavel e fenotipicamente normal, pode recorrer a consultas de
aconselhamento genético para efetuar o seu estudo por familiares portadores de
cromossomopatias. Existem casais que para esclarecimento de duvidas ainda na fase
pré-concecional, por familiar direto ou afastado portador de cromossomopatia,
procuram a consulta de aconselhamento genético para estudar a situagao . Também em
casos de um familiar portador de uma alteragdo, é necessario estudar os familiares
diretos, pais, filhos, irmaos para se detetar a origem hereditaria ou de novo da mutagao
e deste modo fazer o aconselhamento direcionado conforme o resultado obtido. Neste
grupo, o caridtipo é um teste de primeira linha uma vez que atua em situacdes de
portadores de alteracdes equilibradas podem originar uma descendéncia
desequilibrada afetada, e por este método sdo facilmente detetadas e permitem o
rapido progndstico da situacao e aconselhamento dos individuos e respetivos familiares.
Verificou-se nestes individuos, uma maior prevaléncia de alteragdes estruturais
equilibradas, verificando-se a sua presenca em 34 casos, sendo 27 translocacdes
reciprocas, sete inversdes e 5 translocagdes reciprocas, explicando assim a maioria dos

367 individuos apresentarem fenétipos normais.
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A andlise do caridtipo continua a ser uma ferramenta essencial para a genética
clinica, uma vez que permite o estudo transversal de todo o genoma, a detegdo de
alteragbes estruturais e alteragdes de ploidia. A combinagdo da citogenética
convencional com as demais técnicas moleculares, € uma mais-valia para a obtencdo de
melhores resultados, mais rapidos e eficazes no aconselhamento genético do utente e

dos seus familiares, complementando o progndstico e diagndstico.
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Apéndice 1
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Tabela 7 -

O IMPACTO DO DIAGNOSTICO CITOGENETICO NUM HOSPITAL TERCIARIO

crescimento, perturbagdo do desenvolvimento e/ou enddcrino

FMUC

Incidéncia das alteragdes encontradas separadamente em individuos com disturbios do

Gru o bl il Distdrbios do crescimento Disturbios endécrinos
po malformagdes
Incidéncianon? de | Incidéncia | Incidéncianon2de | Incidéncia | Incidéncianon2de | Incidéncia
Alteracses casos com no n2 total casos com no n? total casos com no n2 total
a; cromossomopatias | de casos do | cromossomopatias | de casos do | cromossomopatias | de casos do
do grupo (%) grupo (%) do grupo (%) grupo (%) do grupo (%) grupo (%)
Numéricas 55,6 49 42 1,6 74 6,7
Estruturais Equilibradas 0 0 0 0 5 0,5
Estruturais Desequilibradas 44,4 3,9 58 2 21 19
Total 100 8,8 100 3,7 100 9
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Tabela 8 - Incidéncia das alteragdes encontradas em individuos por suspeita de sindrome

Incidéncia no n2 de casos com| Incidéncia no n2
Alteragoes cromossomopatias do grupo | total de casos do
(%) grupo (%)

Numéricas 69 36,7
Estruturais Equilibradas 10,3 5,5
Estruturais Desequilibradas 17,2 9,2
Diferenciagao sexual 3,4 1,8
Total 100 53,2
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Tabela 9 - Tipos de alteragbes encontradas nos cariétipos alterados de individuos com infertilidade

primaria - casal

Resultado

Sexo

N2 de casos

47 XXX

mos 45,X/46,XX

mos 45,X/47,XXX/46,XX
mos 47,XXY/46,XY
46,XY,t(4;11)(p14;921)
46,XX,dup(15)(q11.2913)
45,XY,der(13;14)(q10;q10) *

<" < < T

N R R R R R R

Total

*Derivativo catalogado com origem familiar numa transloca¢do Robertsoniana
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Tabela 10 - Tipos de altera¢gdes encontradas nos cariétipos alterados de individuos com infertilidade

primaria de causa masculina

Resultado N2 de casos
47,XXY 30
47,XYY 4
mos 47,XXY/48,XXXY 1
mos 47,XXY/46,XY 2
mos 47,XYY/46,XY 1
mos 45,X/46,XY 1
mos 45,X/46,XX 1
46,X,inv(Y)(p11.1912) 1
47,XXY,inv(2)(p16.2~21q21.1)/46,XX,inv(2)(p16.2~21021.1)/46,XY,inv(2)(p16.2~21g21.1) 1
46,Y,1(X;2)(q28;q14.2) 1
46,Y,t(X;1)(p11.23;p32) 1
46,XY,1(1;3)(931;926) 1
46,XY,(2;18)(p11.2;q11.2) 1
46,XY,1(6;21)(p11.2;p11.2) 1
46,X,del(Y)(q11.23~q12) 1
47,XY,i(X)(q10) 1
46,XX ish Xp22.3 (SRY-) 1
mos 45,X/46,X,idic(Y)(g11.2) 1
47,XY,+mar 1
46,XX,der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.31)** 3
45,XY,der(13;14)(q10;q10)* 1
46,XX 2
Total 58

*Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagdo Robertsoniana

**Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagado reciproca
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Tabela 11 - Tipos de altera¢gdes encontradas nos cariétipos alterados de individuos com infertilidade

primaria de causa feminina

Resultado

N2 de casos

45,X

mos 45,X/46,X,i(X)(q10)

mos 45,X/46,XX

mos 45,X/47,XXX/46,XX

mos 45,X/46,X,del(X)(p11.2)
mos 45,X/46,X,del(X)(q13q24)
46,X,del(X)(p22.3)
46,XX,dup(4)(p12)

R R R R WR R R

Total

=
o
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Tabela 12 - Tipos de alteragdes encontradas nos caridtipos alterados de individuos com infertilidade

secundaria - abortos e fetos malformados

Resultado Sexo N2 de casos

mos 47,XX,+21/46,XX

47 XXX

mos 45,X/47,XXX/46,XX

mos 45,X/46,XX

mos 48,XXXX/46,XX

mos 45,X/47,XXX/49,XXXXX/46,XX

mos 47,XXX/46,XX

mos 45,X/48 XXXX/46,XX

mos 45,X/49,XXXXX/46,XX

mos 47,XXY/46,XY

46,XX,t(4;8)(g35;p21.1)

46,XX,t(2;16)(p12;923)

46,XX,t(8;16)(p11.21;912.1)

46,XY,1(7;12)(q32;p13.1)
mos45,X,t(2;6)(024.2;p21.1)/47,XXX,t(2;6)(024.2;p21.1)/46,XX,t(2;6)(q24.2;p21.1)
46,XY,t(1;6)(p36.1;927)

46,XY,1(2;9)(g23;p22)

46,XX,1(3;12)(p21.1;913)

46,XY,t(11;22)(g23.3;911.2)

46,XY,1(6;8)(921;911)

46,XX,t(7;13)(q11.2;912)

46,XY,t(3;9)(p25;912)

46,X,inv(Y)(pl1gll.2)var
46,XY,inv(2)(q13~q14.1933.1)t(2;10)(g14.1::933.2;q24)
mos45,X,inv(2)(p11.2q13)/47,XXX,inv(2)(p11.2q13)/46,XX,inv(2)(p11.2913)
46,XX,inv(2)(p11.2q13)

46,XX,inv(12)(q15q24.1)

45,XX,der(13;14)(q10;q10)*
45,XX,der(15;22)(q10;10)*

Total

PN PR RPRPRRPRRRPRPRRPRPRRPRPEPRRLRREPRRREDDNREREDDOWLERER

F =Y
w

*Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagdo Robertsoniana
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Tabela 13 - Tipos de altera¢gdes encontradas nos cariétipos alterados de individuos com infertilidade

secundaria — mulher POF

Resultado N2 de casos

[uny

mos 47,XX,+21/46,XX

mos 45,X/46,XX

mos 46,XY/46,XX

mos 47,XXX/46,XX

mos 45,X/47,XXX/46,XX
46,X,t(X;8)(g24;924.22)
46,X,del(X)(g22.1)

mos 46,X,i(X)(q10q10)/45,X
45,XX,der(13;14)(1q10;q10) *
Total

R R R R U R R, R

=
w

*Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagdo Robertsoniana
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Tabela 14 - Tipos de alteragdes encontradas nos caridtipos alterados de individuos com problemas do

desenvolvimento e malformagdes

Resultado

Sexo

N¢2 de casos

47 ,XY,+21 e 47,XX,+21
47,XY,+18 e 47,XX,+18

45,X

47,XXY

48,XXXX

mos 47,XY,+21/46,XY

mos 47,XY,+16/45,XY,-16/46,XY
mos 45,X/46,XX

mos 47,XXX/45,X

mos 45,X/47,XXX/48,XXXX/46,XX
46,XY,del(5)(p15.1)
46,XY,del(8)(p22-> pter)
46,XX,del(9)(p22)
46,XX,dup(8)(g23.1)

mos 46,X,i(X)(q10q10)/46,XX
46,X,idic(Y)(q11.2)

47,XX, + mar idic(22)
46,X,add(X)(p22.3).ish ***
46,XX,add(17)(p13) ***
46,Y,add(X)(p22.3) ***

mos 46,XX,fra(11)(q13)/46,XX

46,XY,add(5)(p15.2),inv(7)(p21g11.2)(g11.2g34) ****

M/F

<
S~
-

S TG« W & B o T o e » M & s » B & M o B » Bl 3

P P PP RPRPRPRPRPRPRPRRPRLRRPRRPRRLRERERRPRERRENW

Total

N
~N

***Derivativo ndo catalogado sem origem familiar identificada

****Derivativo catalogado com origem familiar numa inversdo
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Tabela 15 - Tipos de alteragdes encontradas nos caridtipos alterados de individuos com disturbios do

crescimento

Resultado N2 de casos

45,X 3
mos 45,X/46,XX 2
46,X,del(X)(922.1) 1
46,XX,del(18)(p11.1) 1
mos 45,X/46,X,r(X)(::p22->022~q24::) 1
46,X,i(X)(q10) 1
mos 47,XX,+mar[15]/46,XX[15] 1
mos 45,X/46,X,der(X)(q28).ish 1
der(X)(pter-q28::p22.3>pter) ***

46,XX,fra(16)(q22) *** 1
Total 12

***Derivativo ndo catalogado sem origem familiar identificada
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Tabela 16 — Tipos de alterages encontradas nos caridtipos alterados de individuos com disturbios

enddcrinos

Resultado N2 de casos
mos 45,X/47,XXX 1
mos 45,X/46,XX 2
mos 45,X/48,XXXX/46,XX 1
48,XXYY 1
47 ,XXY 6
47 XYY 1
46,X,inv(Y)(p11.2q11.22) 1
46,XX,dup(8)(p23.1p23.1) 1
46,XX,dup(15)(q11.2q11.2) 1
mos 46,X,i(X)(q10)/45,X 1
46,XX,der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.31) ** 1
46,XY 1
mos 46,XY/46,XX 1
Total 19

**Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagado reciproca
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Tabela 17 - Tipos de alteragdes encontradas nos caridtipos alterados de individuos por suspeita de

sindrome

Resultado

Sexo

N2 de casos

47,XY,+21 e 47,XX,+21
mos 47,XY,+21/46,XY
mos 46,XX/46,XY

mos 45,X/46,XX

mos 45,X/47,XXX

mos 45,X/47,XXX/46,XX
45,X

47,XXY

47 XXX

46,X,t(X;4)(922.3;q12)

46,XY,t(11;18)(p15.1;923)
46,XY,t(1;12)(q23.1;924.1)

47 XY,1(4;13)(q21.1;921.2),+21
46,XX,del(5)(p14.1)

mos 45,X/46,X,i(X)(q10)

mos 45,X/46,X,idic(Y)(q11.2).ish idic(Y)(q11.2)(SRY++,DXZ3++)
mos 46,X,psu
dic(X)(qter->p11.3::p11.3->qter)/45,X.ish(DXZ1++)
46,XX,der(5)t(3;5)(q29;p13.3) **
45,XY,der(13;15)(g10;q10) *

46,XY,der(14;21),+21 *

46,X,add(X)(p22.3)***

46,XX,add(8)(p23.3) ***

47 XX,+mar e 47,XY,+mar

46,XY

M/F

M/F

m mnm < m < mom

-

m n < M

F/M

N N e e e )

RN R R R R R

Total

*Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagdo Robertsoniana

**Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagado reciproca

***Derivativo ndo catalogado sem origem familiar identificada
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Tabela 18 - Tipos de alteragdes encontradas nos caridtipos alterados de individuos com disturbios

neurolégicos e epilepsia

Resultado N2 de casos
mos 46,XX,r(20)(::p13->913.3::)[11]/46,XX.ish 1
46,XX,var8p23.1 1
46,XX,der(4)t(4;8)(p16.3;p21.1) 1
Total 3
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Tabela 19 - Tipos de alteragdes encontradas nos cariétipos alterados de individuos para estudo familiar

por portador de cromossomopatia

Resultado Sexo N2 de casos
mos 45,X/46,XX F 2
mos 47,XXX/45,X/46,XX F 1
mos 47,XYY/46,XY M 1
46,XY,inv(1)(p13q21) M 1
46,XX,inv(2)(q13~q14.133.1)t(2;10)(q14.1::933.2;G24) F 2
46,XX,inv(2)(p16.3q14.3) F 1
46,XX,inv(4)(g11qg21.1) F 1
46,XY,inv(4)(p14q23) M 1
46,XY,inv(4)(p15qg31) M 1
46,XX,t(1;13)(p22.3~31.2;g32.3~33) F 1
46,XX,t(1;4)(q42.1;935.1) F 1
46,XY,t(1;4)(q24.1;935.1) M 1
46,XY,t(1;5)(q44;035).ish t(1;5)(q44-,035.3+;q35.3-,q44+) M 1
46,XY,t(1;5)(q32.1;923.2) M 1
46,XX,t(1;6)(q23.2;p12.3) F 1
46,XX,t(1;12)(g23.1;g24.1) F 1
46,XX,t(2;18)(p11.2;q11.2) F 1
46,XY,1(3;5)(q29;p13.3) M 1
46,XX,1(3;5)(p24;922) F 3
46,XY,1(4;8)(p16.3;p21.1) M 1
46,XY,t(4;9)(q26;q933) M 1
46,XX,t(5;7)(q15;q11.2) F 1
46,XX,t(5;15)(935.1;q15) F 1
46,XY,t(7;18)(g22.3;p11.2) M 1
46,XX,1(8;18)(g13;g22.2) F 1
46,XY,t(9;22)(g31.2;q11.23) M 1
46,XX,t(10;12)(p13;913.1) F 1
46,XX,t(10;19)(p13;p13.3) F 2
46,XX,t(11;18)(¢24.2;q11.2) F 2
46,XX,t(12;15)(g21;926) F 1
46,XY,t(18;21)(q12.2;621.1) M 1
46,XY,(11;18)(24.2;q11.2) M 1
46,XX,dup(8)(p23.1p23.1) F 1
46,XX,dup(22)(g11.2q11.2) F 1
45,XY,der(13;14(q10;q10) * M 2
45,XX,der(13;14)(q10;910) * F 2
45,XX,der(14;21)(q10;q10) * F 1
46,XY,der(18)dup(18)(plipter)del(18)(g23qgter) **** M 1
48,XY,+2mar M 2
Total 48

*Derivativo catalogado com origem familiar numa translocagdo Robertsoniana

****Derivativo catalogado com origem familiar numa inversdo pericéntrica
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