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Resumo

O Diagnéstico Pré-Natal (DPN) tem assumido um papel preponderante na detegao
precoce de alteragdes genéticas no feto, com recurso a técnicas imagioldgicas

(nomeadamente ecografia) e técnicas citogenéticas e moleculares.

A ciéncia e as tecnologias foram evoluindo ao longos dos anos e, com isso,
surgiram inimeras técnicas que tém contribuido para o estudo do genoma humano e um
diagnostico mais preciso. Dentro da éarea da citogenética, existem as técnicas de
citogenética convencional e molecular e, dentro das técnicas de biologia molecular e
gendmica, encontram-se as técnicas: QF-PCR, MLPA, MS-MLPA, aCGH e NGS.
Todas estas técnicas sao essenciais para o estudo de alteracdes cromossomicas em

diagnostico pré e pos-natal.

A citogenética fornece uma visdo geral dos cromossomas e permite ver a sua
disposi¢do e organizacdo e¢ a gendmica permite visualizar o genoma de forma mais
detalhada. Ambas as areas tém as suas vantagens e limita¢des, podendo complementar-
se entre elas. A escolha da/s técnica/s a utilizar depende da indicacdo clinica e do
objetivo do estudo, com a finalidade de estabelecer uma relagdo genotipo-fenotipo e

contribuir para um diagnostico correto.

O foco deste trabalho ¢ abordar as técnicas de citogenética e biologia molecular e
aplicar as diferentes metodologias em diversos casos clinicos, no ambito das
malformagdes ecograficas e sinais ecograficos de alerta, de modo a saber definir qual a
melhor estratégia de estudo para cada caso, adquirir ferramentas laboratoriais e ser
capaz de interpretar os resultados obtidos, elaborar relatérios clinicos € compreender os
desafios do diagndstico pré-natal, integrando todos os conceitos adquiridos no decorrer

do mestrado.

Palavras-chave: Diagnostico Pré-Natal; Citogenética; Biologia Molecular; Gendémica,;

Malformagdes ecograficas; Sinais ecograficos de alerta.
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Abstract

Prenatal Diagnosis (PND) has assumed a leading role in the early detection of
genetic alterations in the fetus, using imaging techniques (namely ultrasound) and

cytogenetic and molecular techniques.

Science and technologies have evolved over the years and, as a result, numerous
techniques have emerged which contributes the study of the human genome and to a
more accurate diagnosis. Within the field of cytogenetics, there are conventional and
molecular cytogenetics techniques, and within molecular biology and genomics
techniques, there are the following techniques: QF-PCR, MLPA, MS-MLPA, aCGH
and NGS. All these techniques are essential for the study of chromosomal alterations in

pre and postnatal diagnosis.

Cytogenetics provides an overview of chromosomes and allows to see their
arrangement and organization and genomics allows to visualize the genome in a more
detailed way. Both areas have their advantages and limitations, and they can
complement each other. The choice of technique/s to be used depends on the clinical
indication and the objective of the study, in order to establish a genotype-phenotype

relationship and provide a correct diagnosis.

The focus of this work is to approach the techniques of cytogenetics and
molecular biology and apply the different methodologies in several clinical cases, in the
scope of echographic malformations and echographic warning signs, in order to know
how to define the best study strategy for each case, acquire laboratory tools and be able
to interpret the results obtained, prepare clinical reports and understand the challenges

of prenatal diagnosis, integrating all the concepts acquired during the master's degree.

Keywords: Prenatal Diagnosis; Cytogenetics; Molecular Biology; Genomics;

Echographic malformations; Echographic warning signs.
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Capitulo I — Introducao

1.1. Enquadramento e objetivos do estagio

O estagio curricular, realizado no ambito do Mestrado em Genética Clinica
Laboratorial, tem como principais focos adquirir conhecimentos e competéncias na
area, interagir com varios profissionais competentes, ser parte integrante de uma equipa

multidisciplinar e compreender a dindmica de trabalho.

Dado o seu carater mais profissionalizante, a realizagdo deste estagio ¢ muito
importante para consolidar conhecimentos adquiridos no decorrer do mestrado e aplica-
los no dominio pratico, compreender a aplicabilidade das diferentes técnicas
laboratoriais e definir a melhor estratégia de estudo de acordo com a indicagao clinica
(especialmente no ambito do Diagndstico Pré-Natal) e fomentar a autonomia,
responsabilidade, espirito critico e capacidade de anélise de resultados, de modo a obter

ferramentas essenciais para, no futuro, integrar uma equipa similar, com sucesso.

O estagio decorreu no Laboratorio de Citogenética e Genomica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (LCG-FMUC) e teve a duragdo de cerca de 8
meses. No decorrer do estagio, foram abordadas metodologias de citogenética
convencional e citogenética molecular bem como biologia molecular e genémica, no
contexto de diagndstico pré e pods-natal, e foi possivel acompanhar/compreender as
diferentes fases do processo laboratorial: fase pré-analitica, fase analitica e fase pds-

analitica. Os principais objetivos foram:

e Desenvolver competéncias para aplicacdo no contexto da Genética Clinica
Laboratorial;

e Ter a capacidade de definir a melhor estratégia de estudo para cada caso;

e Adquirir ferramentas para interpretar os resultados obtidos e elaborar relatorios
clinicos;

e Aplicar as normas e boas praticas laboratoriais, compreender a regulamentagao e
os principios éticos associados a comunicagao dos resultados e aplicar as regras
de nomenclatura das alteragdes cromossomicas, de acordo com o International

System for Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN).
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1.2. Caracterizacio do laboratorio

O Laboratério de Citogenética e Genomica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra (LCG-FMUC) iniciou a sua atividade na area do Diagnostico
Genético Pré e Pos-Natal, no inicio da década de 90, e foi reconhecido pela Diregdo
Geral de Saude (DGS) como o Laboratdrio Piblico com maior numero de diagndsticos
estudados. E um laboratério composto por um grupo dindmico, multidisciplinar,
empreendedor e dedicado, dirigido pela Professora Doutora Isabel Marques Carreira, e €
constituido por um grupo de técnicos especializados e reconhecidos pela Administragao
Central do Sistema de Saude (ACSS), sendo que 9 deles sdo, ainda, reconhecidos como
Especialistas Europeus em Genética Clinica Laboratorial, pelo European Board of

Medical Genetics da European Society of Human Genetics (EBMG-ESHG).

Devido ao facto de estar inserido numa Universidade, o Laboratério, para além de
ter a vertente de diagnostico, estd envolvido em diversos projetos de investigagao (que
compreendem diferentes areas) e na formacdo pedagodgica em diversas areas como a

medicina, biologia, bioquimica, psicologia, entre outras.

Os testes genéticos disponibilizados pelo Laboratorio incluem: Citogenética
Convencional, Citogenética Molecular (FISH), Biologia Molecular (Extracao de DNA,
diferentes PCR, Diagnostico da Sindrome de X-fragil, MLPA, MS-MLPA), Genémica
(array-CGH) e NGS (Rastreio Pré-Natal Nao-Invasivo (NIPT)). Estes testes dao
resposta a diversas situacdes clinicas, incluindo: diagnostico pré-natal, diagnostico pos-
natal, infertilidade, atraso de desenvolvimento psicomotor, autismo, diferentes

alteragdes de comportamento, entre outros.

O LCG-FMUC integra um sistema de gestdo de qualidade que combina o controlo
de qualidade interno diadrio e o controlo de qualidade externo (UK NEQAS - United
Kingdom National External Quality Assessment Service) e, estruturalmente, estd
dividido em vérias sec¢des de trabalho, sendo que, primeiramente, existe um local onde
¢ feita a recegdo e registo dos dados da amostra e, posteriormente, as amostras serdo
processadas em diferentes salas (providas de diversos equipamentos, especificos e

necessarios para a realizagao dos varios testes genéticos) consoante o estudo requerido.
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Capitulo II — Citogenética e Genomica (perspetiva historica)

A Citogenética ¢ o ramo da Biologia que estuda o material genético a nivel
celular, analisando tanto o numero e estrutura dos cromossomas bem como as

alteragdes, a hereditariedade e as patologias associadas (Lawce e Brown, 1997).

Historicamente, a Citogenética surgiu em 1879 com a primeira descricdo de
cromossomas humanos, feita por J. Arnold (Arnold, 1879). Em 1882, Walter Flemming
visualizou, pela primeira vez, cromossomas humanos (Flemming, 1882) e, em 1900, foi

elaborada, por Sutton e Boveri, a teoria da hereditariedade cromossomica.

Ja em 1952, Hsu sugeriu que a analise dos cromossomas seria mais facil através
do estudo de culturas celulares em vez de seccdes histologicas e, baseando-se nesse
principio, examinou culturas celulares embrionarias e obteve metafases mitoticas e um
ideograma com 48 cromossomas humanos (Hsu, 1952). No entanto, foi em 1956, que
Tijo e Levan estabeleceram, de forma correta e inequivoca, que o complemento

cromossémico humano normal era composto por 46 cromossomas (Tijo e Levan, 1956).

Mais tarde (em 1959), Lejeune, Gautier e Turpin observaram um pequeno
cromossoma extra (cromossoma supranumerario) em metafases de fibroblastos,
provenientes de individuos com Sindrome de Down, e ficou identificada a primeira
alteracdo cromossomica (trissomia 21) (Gautier e Turpin, 1958). Nesse mesmo ano,
foram identificadas outras alteragdes cromossomicas, nomeadamente a Sindrome de
Turner (45,X) e a Sindrome de Klinefelter (47,XXY) (Jacobs e Strong, 1959) e, em
1960, Patau e Edwards diagnosticaram as trissomia 13 e 18, respetivamente (Patau et
al., 1960; Edwards et al,, 1960). J& em 1964, Lejeune descreveu a primeira alteragao

cromossomica estrutural, denominada Sindrome de Cri-du-Chat (Lejeune ef al., 1964).

Em 1966, Steele e Breg afirmaram que células de liquido amnidtico cultivadas
podiam ser utilizadas para determinar a constituicdo cromosséomica do feto (Smeets,
2004). Contudo, s6 em 1969 ¢ que se comegou a recorrer a amniocentese para se fazer o
diagnostico fetal e foi assim que se iniciou a Citogenética em Diagnostico Pré-natal

(Trask, 2002; Wieacker ¢ Steinhard, 2010).
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Embora os avancos das técnicas analiticas tenham facilitado o estudo dos
cromossomas, ainda ndo era possivel identifica-los individualmente, pelo que nao
existiam muitas alteracdes cromossoémicas estruturais descritas até ao momento e iSSo
fez com que a citogenética clinica ficasse estagnada. Até que, na década de 70, surgiu a
primeira técnica de bandagem cromossomica, descrita por Caspersson, usando
marcadores fluorescentes, nomeadamente mostarda de quinacrina, recorrendo a
microscopia de fluorescéncia, designada por QFQ (Bandas Q obtidas por Fluorescéncia
usando Quinacrina) pelo International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN). Desta forma, foi possivel obter um padrdo de bandas tnico, caracteristico de

cada par cromossomico (Caspersson et al., 1968).

No entanto, apesar de inovadora, esta técnica era demorada e dispendiosa, pelo
que era importante desenvolver métodos mais acessiveis/simples. Assim, mais tarde,
foram surgindo vdrias técnicas de bandagem, nomeadamente a bandagem G, R, C e

AgNOR (Moore e Best, 2001; Kannan e Zifalil, 2009).

Todas estas descobertas e técnicas desenvolvidas permitiram estudar os
cromossomas por microscopia otica e identificar alteragcdes cromossdémicas numéricas e
estruturais (equilibradas e desequilibradas), com um limite minimo de resolucao de 5-10
Mb, bem como situagdes de mosaicismo, através da Citogenética Convencional (Silva

etal., 2019).

A ciéncia e as tecnologias foram evoluindo ao longos dos anos e, com isso, surgiu
uma nova técnica que combinava a citogenética convencional com técnicas

moleculares, chamada de Citogenética Molecular.

O principio base das técnicas de citogenética molecular consiste no facto das
sequéncias de nucleotidos complementares hibridizarem entre si e formarem complexos
mais estaveis do que as sequéncias ndo complementares (Speicher e Carter, 2005). Teve
inicio em 1969, com a primeira experiéncia de hibridizagdo in situ descrita, cujo
objetivo era identificar e localizar sequéncias especificas recorrendo a isétopos
radioativos (Gall e Pardue, 1969). No entanto, esta técnica foi rapidamente substituida
por técnicas de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), que utilizam sondas ndo

radioativas marcadas com fluorocromos (Speicher e Carter, 2005).
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A citogenética molecular, nomeadamente a Fluorescence in situ Hybridization
(FISH), veio colmatar lacunas existentes em citogénica convencional, tais como a
identificacdo de alteragdes cromossdmicas submicroscopicas. A sua introducao na
pratica clinica aumentou substancialmente o nivel de resolucdo no diagnostico de

rearranjos cromossomicos estruturais (Speicher e Carter, 2005).

A FISH ¢ uma técnica direcionada que se baseia na hibridizagao in situ entre uma
sonda de DNA marcada com um fluorocromo e uma sequéncia de DNA especifica no
cromossoma alvo, permitindo a visualizacdo de um sinal através de um microscopio de
fluorescéncia. As sondas podem hibridizar em cromossomas em metafase, células em

interfase ou em fibras de cromatina (Speicher e Carter, 2005; Kannan e Zifalil, 2009).

Comparando as técnicas, a citogenética convencional tem como vantagem o
estudo simultdneo de todos os cromossomas, permitindo a detecdo de alteragdes
numéricas ou estruturais. No entanto, tem algumas desvantagens como o facto de:
demorar na emissdo de um resultado devido a necessidade de cultura celular para se
obter o maior numero de células em divisdo, ser necessario pessoal altamente treinado e
qualificado e ter uma resolugdo relativamente limitada, ndo sendo possivel detetar
alteracdes de tamanho inferior a 3-5 Mb, que correspondem a cerca de 15% das doencgas

genéticas (ACOG, 2009).

Em contrapartida, a citogenética molecular permite a detecdo de alteragdes
cromossdmicas mais pequenas (ndo detetaveis por citogenética convencional), visto que
tem um maior poder de resolucdo e, ainda, permite a detecdo de alteracdes
cromossomicas em mosaico. A FISH ¢ uma técnica simples e sensivel e pode ser
realizada em varios tipos de tecidos, tanto em células em metafase como interfase, pelo
que consegue oferecer um resultado mais rapidamente quando se trata de nucleos
interfasicos, tendo em conta que ndo ha a necessidade de se estabelecer cultura (Riegel,

2005).

Em relacao as desvantagens, a FISH ¢ bastante dispendiosa e a sua andlise ¢
complexa. Para além disso, ¢ uma técnica direcionada, ou seja, analisa um nimero
limitado de /oci no genoma, recorrendo apenas a sondas especificas para as regides em
estudo, ndo permitindo a avaliacdo de todo o genoma. Como tal, ¢ utilizada apenas

quando existe uma suspeita clinica precisa, para que se possa identificar a presenca ou
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auséncia da zona gendémica associada a patologia suspeita (Binns e Hsu, 2002; Bishop,

2010; Machado et al., 2012; Ribeiro et. al., 2018).

Ainda assim, estas técnicas continuavam a ser demoradas, dificeis de automatizar
e nao davam resposta a todas as situagdes, pelo que era importante desenvolver
tecnologias mais especificas e com maior poder de resolucdo para responder a casos

mais complexos.

Dado o desenvolvimento tecnoldgico e cientifico, nos ultimos anos surgiram
inimeras técnicas que levaram a um diagnostico mais preciso, nomeadamente
Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR), Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA), Methylation-Specific-Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MS-MLPA), Array Comparative Genomic
Hybridization (aCGH) e Next Generation Sequencing (NGS). Estas técnicas tém
contribuido para o estudo do genoma de uma forma mais sensivel e abrangente, sendo
possivel detetar alteragdes cromossomicas que niao eram detetaveis até entdo e

estabelecer novas relagdes genotipo-fenotipo.

O QF-PCR, MLPA e aCGH permitem avaliar variagdes no numero de copias. Ja
as metodologias de NGS sdo mais detalhadas e permitem sequenciar milhdes de
pequenos fragmentos de DNA em simultdneo, sendo possivel detetar alteracdes da

sequéncia de DNA comparando com uma referéncia (Ribeiro et. al., 2018).

Posto isto, as técnicas de citogenética e gendomica complementam-se entre elas.
Ambas podem ser aplicadas em contexto de diagndstico pré e pos-natal. A escolha da

técnica mais adequada depende do tipo de estudo pretendido e da indicagdo clinica.
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Capitulo III — Cromossomas e divisao celular

3.1. Estrutura do cromossoma

Os cromossomas sao constituidos por DNA e proteinas e encontram-se dispersos
no nucleo das células. Cada célula humana ¢ composta por 23 pares de cromossomas

(22 pares de autossomas e 1 par de cromossomas sexuais).

Cada cromossoma ¢ composto por dois cromatideos-irmaos formados por DNA
de dupla hélice compactado e, estruturalmente, tem varias regides especificas: o brago
curto (p), o brago longo (q), o centrémero, os telomeros e, ainda, os stalks dos satélites,
existentes nos bragos curtos dos cromossomas acrocéntricos, que contém as regides

organizadoras do nucléolo (NOR) (Figura 1).

Adicionalmente, os cromossomas podem ser classificados segundo o tamanho,
posi¢ao do centromero (em metacéntricos, submetacéntricos ou acrocéntricos) e padrao
de bandas, formando um cariograma. A indicagdo do niimero de cromossomas e dos
cromossomas sexuais ¢ designada por cariotipo e permite registar as alteracdes

cromossomicas eventualmente encontradas (Keagle, 2013) (Figura 1).

Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico
Teldmern— . p—Satéites
=—Braco curlo (p) Y JS—Slalks
Centrémern—= “
~—Brago longo ()
Cromatideos

Figura 1 — Representagdo esquematica de um cromossoma e a sua classificagdo
consoante a posi¢do do centromero. Adaptado de Keagle (2013).

3.2. Divisao celular

Para realizar estudos cromossoémicos, ¢ necessario obter células em divisdo
(metafase ou prometafase). Do ponto de vista genético, a divisdo celular desempenha
um papel crucial na medida em que promove a transmissdo da informagao genética da

célula-mae para as células-filhas (Pierce, 2002).
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Existem dois tipos de divisdo celular: a mitose e a meiose. A mitose ocorre nas
células somaticas e resulta em células-filhas com o mesmo nimero de cromossomas e
informacao genética da célula-mae. A divisdao mitdtica inclui a profase, prometafase,
metafase, anafase, telofase e citocinese. O processo total da mitose, dessa forma,
assegura a duplicacdo e distribuicdo ordenada do genoma por sucessivas divisdes

celulares (Pierce, 2002) (Figura 2).

A meiose ocorre apenas nas células da linha germinativa, dando origem aos
gametas. Este processo envolve uma duplicagdo do DNA e duas divisdes celulares
(Meiose I e Meiose 1I), que reduzem o niimero de cromossomas do nimero dipldide
(2n=46) para o numero haploide (n=23). Assim, cada gameta produzido contém apenas
uma copia de cada cromossoma. Apos a fecundacao, o nimero diploide € restabelecido

no zigoto (Keagle, 2013) (Figura 2).

Muitas alteracoes cromossomicas advém de erros na divisdao celular
(nomeadamente, erros no crossing-over ¢ ndo-disjun¢ao na meiose). Estes erros podem
levar a formagao de um individuo ou de uma linhagem celular com cromossomas a mais
ou a menos e, consequentemente, a quantidade de material gendmico sera diferente.

Para além disso, a ndo-disjun¢cdo mitdtica também contribui para doencas genéticas

(Pierce, 2002).

MITOSE MEIOSE
Célula
- £ QN MEIOSE |
<« s ——>
PROFASE & ~ Replicagdo /._..- Replicagdo E y PROFASE |
¢ 2n=4 ¢
=
1 A
METAFASE i ™ METAFASE |
i
ANAFASE ¢ ¢ ¢ ¢ ANAFASE |
LET'-SCF;‘LS:SE =2 = _ - TELOFASE |
— e S ~ CITOCINESE |
Célula-filha Célula-filha (2n) (2n)
(2n) (2n) | |

v  VvMEIOSEINlY v

Células-filhas (n)

Figura 2 — Esquemas exemplificativos dos mecanismos da Mitose e Meiose. Adaptado de Keagle (2013).
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3.3. Nomenclatura

Quando Tjio e Levan reportaram o niimero correto de cromossomas, surgiu a
necessidade de desenvolver uma nomenclatura com um conjunto de normas e guidelines
especificas que permitissem descrever os cromossomas humanos e as alteragdes
cromossomicas de uma forma clara e universal, para uma melhor compreensao. Assim,
em 1960, um grupo de investigadores criou uma nomenclatura conhecida como
Internacional System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN). Esta ferramenta ¢
o método de escrita utilizado para descrever alteragdes cromossomicas.

A descrigdo deve ter em consideragdo o cromossoma, o brago, a regido e a banda

e deve ser escrita sem qualquer espaco (ISCN, 2020) (Figura 3).

Figura 3 — Ideograma do cromossoma 20, com uma resolugdo de 700 bandas e um padrdo de bandas G. As bandas
escuras representam as bandas G positivas e as bandas claras sdo G negativas. A heterocromatina esta representada
com riscas (circulo vermelho). Exemplo de descricdo da regido 13.2 (circulo azul) do cromossoma 20: 20q13.2
(cromossoma 20, brago longo, regido 1, banda 3, sub-banda 2). Adaptado de McGowan-Jordan ef al. (2016).
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Capitulo IV — Alteracées cromossomicas

O principal objetivo da citogenética clinica ¢ diagnosticar alteragdes
cromossomicas. Estas representam uma grande porcdo das doencgas humanas, afetando
1% dos nados-vivos, 2% das gestagdes de mulheres com mais de 35 anos, 50% de todos
os abortos espontaneos no primeiro trimestre e sdo, ainda, responsaveis por diversas

sindromes (Khandekar et al., 2012).

As alteracdes cromossomicas podem envolver apenas os autossomas, oS
cromossomas sexuais ou ambos. Para além disso, podem ser classificadas como
constitucionais (existem ja no embrido) ou adquiridas (surgem no decorrer da vida do
individuo) e dividem-se em dois tipos: alteragdes numéricas e alteragdes estruturais

(Gardner e Sutherland, 2004).

4.1. Alteracdes cromossémicas numéricas

As alteragdes cromossomicas numeéricas resultam da variacdo do numero de
cromossomas ¢ sdo a principal causa de abortos e malformagdes congénitas (Hassold et

al., 1996). Podem ser divididas em dois grupos: euploidias e aneuploidias.

As euploidias correspondem a alteragdes no genoma que envolvem conjuntos
completos de cromossomas, ou seja, variagdes em que o numero de cromossomas €
multiplo do ntimero hapldide e ocorrem, maioritariamente, sob a forma de triploidia ou
tetraploidia (Wang, 2013; Kaiser-Rogers, 2017). J4 as aneuploidias envolvem a perda
ou ganho de um ou mais cromossomas ¢ dividem-se em: trissomia (3 cdpias de um
cromossoma) ¢ monossomia (apenas 1 copia de um cromossoma). O mecanismo
bioldgico das aneuploidias ¢ a ndo-disjungdo meiodtica ou mitdtica (Wang, 2013; Kaiser-

Rogers, 2017).

Atualmente, as aneuploidias autossomicas com maior prevaléncia em nados-vivos
incluem a trissomia 13 (Sindrome de Patau), trissomia 18 (Sindrome de Edwards) e
trissomia 21 (Sindrome de Down). No que diz respeito as aneuploidias dos
cromossomas sexuais, as mais comuns sao a monossomia do X (Sindrome de Turner),
trissomia XXY (Sindrome de Klinefelter), trissomia XXX e trissomia XYY (Gardner e
Sutherland, 2004).
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A etiologia deste tipo de alteracdes cromossomicas ¢ extremamente variavel e esta

principalmente associada a erros durante a divisao celular (ndo-disjun¢do cromossémica

ou cromatidica na meiose/mitose), resultando na segregacao anormal dos cromossomas

e, consequentemente, num zigoto com uma alteragdo constitucional (Hassold e Hunt,

2001; Benn e Hsu, 2004; Khandekar et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4 — Representagdo esquematica da ndo-disjuncdo meiotica e mitotica. (a) A ndo-disjungdo durante a meiose

1)

Dipldide normial (2n)

I origina gametas dissdmicos ¢ nulissomicos que, apés a fertilizagdo com gametas normais, vdo originar zigotos

trissomicos (2n+1) e monossomicos (2n-1); (b) A ndo disjun¢@o durante a meiose II origina 2 gdmetas normais, um
nulissdmico e um dissdémico que, apés fertilizagdo, podem originar zigotos trissomicos, monossoémicos ou células
diploides normais; (¢) A nédo disjun¢do mitodtica origina 2 linhas celulares (trissomica e monossémica). Adaptado de

Pierce (2009).

4.2. Alteracoes cromossomicas estruturais

As alteragdes cromossdmicas estruturais envolvem quebras cromosséomicas ou

crossing-over desigual que resultam em perdas, ganhos ou mudanca de posi¢cdo de

determinados segmentos cromossoémicos, levando ao aparecimento de um cromossoma

alterado, mas sem variacdo do nimero total de cromossomas. Estas alteracdes podem
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ocorrer de novo ou serem herdadas e dividem-se em: alteragdes estruturais equilibradas
(se o conjunto de cromossomas possuir toda a informagdo genética normal, embora em
posicdo diferente) e alteragdes estruturais desequilibradas (se o conjunto de
cromossomas tiver informagdo genética adicional ou ausente) (Moore e Best, 2001;

Thompson e Thompson, 2015).

Dentro das alteracdes estruturais equilibradas, fazem parte as translocacdes,
inversdes e inser¢oes (Figura 5). Estas ndo estdo, geralmente, associadas a
manifestagdes clinicas no portador. Contudo, podem ter graves consequéncias clinicas
para a descendéncia, dado que existe maior probabilidade de ocorrerem erros de
segregacdo durante a gametogénese que levam a formacgdo de gdmetas com alteragdes

cromossémicas desequilibradas.

Ja as alteragdes estruturais desequilibradas incluem deleg¢des, duplicacdes,
cromossomas marcadores, isocromossomas ou cromossomas em anel e estdo,
frequentemente, associadas a manifestagdes clinicas no portador (Thompson e

Thompson, 2015) (Figura 5).

Figura 5 — Exemplos esquemadticos de alteragdes cromossomicas estruturais. A) Dele¢do; B) Duplicagdo; C)

Insercdo; D) Inversdo paracéntrica; E) Inversdo pericéntrica; F) Translocagdo reciproca; G) Translocagdo
robertsoniana; H) Isocromossoma; I) Cromossomo em anel. Adaptado de Nascimento et al. (2021).
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4.3. Mosaicismo

O termo mosaicismo refere-se a presen¢a de duas ou mais linhagens celulares
num individuo ou amostra tecidual e resulta de erros de ndo-disjungdo durante a mitose.
Quanto mais cedo ocorrer o erro mitdtico, maiores poderdo ser as implicagdes clinicas

(Kaiser-Rogers, 2017).

O mosaicismo tanto pode ser numérico como estrutural (embora seja menos

comum) e ¢ detetavel por citogenética convencional, FISH em interfase e aCGH.

Existem varios tipos de mosaicismo, nomeadamente mosaicismo verdadeiro,

pseudomosaicismo e mosaicismo confinado a placenta.

O mosaicismo verdadeiro diz respeito a presenga de uma alteragdo cromossémica
em varias células e em linhas celulares diferentes. Ja o pseudomosaicismo ¢ quando se
encontra uma alteragdo cromossdmica numa unica linha celular. Pode ser considerado
um fendomeno de cultura. O mosaicismo confinado a placenta consiste na presenca de
uma alteragdo cromossdmica presente apenas no tecido placentar, sendo que o feto nao

apresenta essa alteracdo (Thompson e Thompson, 2015).

A interpretacdo de uma situacao de mosaico ¢ muito complexa, especialmente em
pré-natal, porque o seu impacto tem um espetro muito variavel e depende da altura em
que ocorreu o erro de segregacdo, da alteragdo cromossomica, das propor¢des dos
diferentes complementos cromossomicos e dos tecidos afetados (Thompson e

Thompson, 2015).
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Capitulo V — Diagnostico Pré-Natal

O Diagnostico Pré-Natal (DPN), desde a sua introdugdo, em 1966, por Steele e
Breg, tem vindo a assumir um papel preponderante na dete¢do de alteragdes genéticas
antes do nascimento com a ajuda de técnicas imagioldgicas (sobretudo ecografia) e de

varios testes de genética clinica laboratorial (Gardner e Sutherland, 2004).

O DPN ¢ um “conjunto de procedimentos com o intuito de determinar se um
embrido ou feto € portador ou ndo de uma anomalia congénita” (Despacho n°® 5411/ 97
de 6 de agosto) e tem demonstrado ser essencial na detecdo precoce de diversas
anomalias no feto, nomeadamente malformagdes congénitas e doencas genéticas
resultantes de alteragdes cromossémicas que, de outra forma, s6 seriam detetaveis apos

o nascimento (Diario da Republica, 2007; Gardner ¢ Amor, 2018).

O DPN ¢ muito importante, pois a sua realizacdo contribui para perceber
atempadamente se o feto tem alguma anomalia (defeito congénito/distirbio genético),
para tomar uma decisdo quanto ao decurso da gravidez em tempo util, apos consultas de
aconselhamento genético, e para diminuir a ansiedade de um casal em gravidezes de

alto risco (Binns e Hsu, 2002).

Por um lado, se o casal optar por prosseguir com uma gravidez, ¢ dada a
oportunidade de se antecipar/programar a estratégia de tratamento da mesma e de se
prepararem psico, socio, médica e financeiramente (se possivel) para os cuidados pos-

natais que serdo necessarios (Nussbaum et al., 2004; Gardner e Sutherland, 2004).

Por outro lado, podera ser oferecida a op¢ao da interrup¢ao médica da gravidez
(IMG), ap6s uma avaliacao da situacdo pela comissdo de ética e técnica, e o casal
podera decidir nao prosseguir com a mesma. A interrup¢do médica da gravidez, em
Portugal, pode ser realizada até as 24 semanas de gestacdo em caso de haver seguros
motivos de que o feto possa vir a sofrer de uma doencga grave ou malformagdo congénita
incuraveis, segundo o Artigo n° 142 da Lei n°16/2007. Pode, ainda, ser feita depois das

24 semanas, se for uma situagao incompativel com a vida (Diério da Republica, 2007).

A informacao sobre o feto ¢ obtida a partir de estudos pré-natais ndo-invasivos e

invasivos, sendo que os primeiros sdo testes de rastreio (onde se incluem as ecografias,
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0 exame bioquimico e o Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT)) e os segundos sdo de

diagnostico.

Os testes de rastreio permitem calcular o risco de um feto para uma alteragao
cromossémica ou anomalia congénita e estdo disponiveis para todos as gravidas (a
excecdo do NIPT, maioritariamente no primeiro trimestre). Caso o risco seja elevado, ¢
feito DPN com testes invasivos para detetar a presen¢a (ou ndo) de uma anomalia no

feto (Wieacker e Steinhard, 2010; Carlson e Vora, 2017).

5.1. Testes nao-invasivos

5.1.1. Ecografia

As ecografias sdo feitas, sempre que necessario, no decurso da gestagdo e
permitem determinar, com grande precisdo, a idade gestacional, monitorizar o
crescimento do feto ao longo da gravidez e sdo muito importantes para a detecdo de

malformagdes fetais (associadas a causa genética ou nao) (Wieacker e Steinhard, 2010).

Na grande maioria, sdo feitas 3 ecografias (uma em cada trimestre). A 1* ecografia
(realizada entre as 11 e as 13 semanas) ¢ fundamental para a avaliagdo da idade
gestacional, do numero de fetos, da sua vitalidade e desenvolvimento. De entre varios
parametros avaliados, destacam-se a translucéncia da nuca (TN), em que ¢ medida a
espessura da parte posterior do pescoco do feto para avaliar se existe acumulagdo de
liquido nessa regiao (e o valor deve ser inferior a 3 mm) e a presenga/auséncia dos 0ssos
do nariz. No 2° trimestre, faz-se uma ecografia morfologica (entre as 18 e 23 semanas
de gestagdo) para avaliar, de um modo sistematico, todas as estruturas
anatomicas/orgdos do feto e analisar, de forma mais pormenorizada, se existem
anomalias fetais. Por fim, a ecografia do terceiro trimestre ¢ realizada entre as 28 e 32
semanas de gestacao e serve, essencialmente, para avaliar o crescimento e peso fetal e

fazer uma reavaliacdo morfologica (Nussbaum et al., 2004; Callaway et al., 2013).

28



5.1.2. Rastreio bioquimico

O rastreio bioquimico pode ser realizado tanto no primeiro como no segundo
trimestre da gravidez e tem como objetivo quantificar a concentracdo de algumas

proteinas no sangue materno e avaliar os resultados.

No primeiro trimestre, sdo quantificados, entre outros marcadores séricos, a
subunidade B da gonadotrofina coriénica humana (B-hCG) e a proteina plasmatica
associada a gravidez (PAPP-A), presentes no sangue materno e, no segundo trimestre,
para além dos mencionados anteriormente, sdo também quantificados os valores da o-
fetoproteina (AFP), inibina-A e estriol ndo conjugado (uE3). Estes trés ultimos
biomarcadores sdo muito importantes para o calculo de risco de o feto ter alguma das
trissomias mais comuns ou ter defeitos no tubo neural (Binns e Hsu, 2002; Nussbaum et

al., 2004; Pennings et al., 2009).

O rastreio combinado do primeiro trimestre (ecografia e rastreio bioquimico) &,
atualmente, aceite como um método eficaz para o rastreio das aneuploidias mais
comuns, nomeadamente as trissomias 13,18 e 21. No entanto, visto que se trata apenas
de um rastreio, esta avaliacdo ndo permite afirmar que o feto tem (ou ndo) uma
alteracdo cromossomica. Apenas permite avaliar a gravidez e classifica-la num de 2

grupos: gravidez de alto risco ou de baixo risco (Collins e Impey, 2012).

5.1.3. Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT)

O teste pré-natal ndo-invasivo (NIPT) ¢ um teste de rastreio molecular que utiliza
o DNA fetal livre (cfDNA), presente no sangue da mae, para detetar a presenga (ou ndo)
de aneuploidias mais comuns (nos cromossomas 13,18 e 21). Adicionalmente, fornece

informacdes sobre os cromossomas sexuais (Carlson e Vora, 2017).

Esta técnica tem uma elevada sensibilidade e especificidade e ¢ um procedimento
simples. Contudo, ¢ uma técnica de NGS, pelo que requer um equipamento e formagao

especializados.
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Caso os testes ndo-invasivos considerem que a gravidez ¢ de alto risco, deve-se
prosseguir para testes de DPN invasivos. As técnicas invasivas mais utilizadas sdo:
biopsia das vilosidades corionicas, amniocentese e cordocentese. Estas técnicas sao
realizadas sob controlo ecografico e estao associados a risco de perda fetal, embora este
seja cada vez mais baixo face a pratica dos médicos obstetras que as fazem (Gardner e

Sutherland, 2004).

Apesar de diferentes entre si, as técnicas de DPN invasivo t€ém como objetivo
comum obter uma amostra biologica do feto, fazer estudos biolodgicos através de
técnicas de citogenética, genética molecular ou gendmica e avaliar a possibilidade de o

feto ter alguma alteragdo genética, obtendo um diagndstico.

Antes de se executar qualquer exame invasivo, devera ser realizada uma consulta
de aconselhamento genético, onde ¢ dada a informacdo da utilidade e limitagdes do
exame a realizar e a avaliagdo dos riscos inerentes a técnica escolhida para
detetar/excluir a presenca de determinada anomalia fetal. A decisdo de prosseguir, ou

nao, com o teste invasivo ¢ do casal ou da gestante.

5.2. Testes invasivos

5.2.1. Biopsia das Vilosidades Corionicas (BVC)

A biodpsia das vilosidades corionicas (BVC) € realizada entre as 10 e 14 semanas
de gestacdo, quando existe um risco elevado para cromossomopatias/doengas genéticas,

e esta associada a um risco de perda fetal de 2 a 5% (Thompson e Thompson, 2015).

Envolve a colheita e analise de uma amostra de trofoblasto (vilosidades
corionicas), que ¢ efetuada a partir da inser¢do intra-uterina de um cateter por via
transabdominal ou transcervical, orientada ecograficamente (Figura 6), e a separacao do

material materno do material fetal € feita a lupa (Milunsky, 1998).

A grande vantagem da BVC ¢ que esta ¢ feita no 1° trimestre, o que permite obter
resultados numa fase inicial da gravidez e reduzir a ansiedade do casal. Na

eventualidade de se detetar alguma alteracdo, o casal podera optar pela interrupcao
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médica da gravidez ainda no primeiro trimestre (que ¢ um procedimento mais simples

do que no segundo trimestre de gestacao) (Gardner e Sutherland, 2004).

r

Uma das grandes limitagdes desta técnica € a presenca de mosaicos, que

dificultam a andlise e levam a resultados ambiguos (Gardner e Sutherland, 2004).

A probabilidade de encontrar um mosaicismo confinado a placenta numa bidpsia
das vilosidades coridnicas ¢ de 1-2% e esta situacdo pode ndo permitir o diagnostico
correto, visto que uma alteracdo encontrada numa amostra de trofoblasto pode nao
corresponder a constitui¢do cromossémica do feto, mas sim da placenta (Gardner e

Sutherland, 2004).

Quando os resultados sdo ambiguos, ¢ necessario recorrer a uma amniocentese

para avaliar se o feto tem alguma alteragdo cromossémica.
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Liqurds amnicbice ey coridnicas

Figura 6 — Representacdo de uma colheita de vilosidades corionicas (BVC) transabdominal com o
auxilio de uma sonda ecografica e uma agulha. Adaptado de Binns ¢ Hsu (2002).

5.2.2. Amniocentese

A amniocentese € o teste invasivo mais utilizado e deve ser realizada,
preferencialmente, entre as 15 e 17 semanas de gestagdo, por ser um periodo em que
existem células fetais em numero razodvel e em que os riscos de perda fetal e/ou

morbilidade associados a técnica sdo menores (Wieacker e Steinhard, 2010).
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Esta técnica consiste na obtengdo de uma amostra de liquido amnidtico via
transabdominal através da punc¢do da cavidade amnidtica, sob o controlo ecografico, de
forma a evitar o contacto da agulha com o feto, para posterior estudo dos cromossomas,
quantificagdes enzimaticas ou analises de DNA (Figura 7). Visto que se trata de um
método invasivo, existe um risco de perda fetal, embora este seja muito baixo (0,2%)

(Gardner e Sutherland, 2004).

A grande vantagem da amniocentese € que a probabilidade de encontrar um
mosaico ¢ muito baixa (0,01%), o que simplifica tanto a anélise como uma adequada

relacdo genotipo-fenotipo.
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Figura 7 — Representacdo de uma amniocentese transabdominal com o auxilio de uma sonda
ecografica e uma agulha. Adaptado de Binns e Hsu (2002).

5.2.3. Cordocentese

A cordocentese ¢ um tipo de teste realizado numa fase mais avangada da gravidez
(a partir das 20 semanas de gestacdo) e baseia-se na obtencdo de sangue fetal
diretamente do corddo umbilical, com auxilio ecografico minucioso para localizar a
regido de implantacao do corddo na placenta (Wieacker e Steinhard, 2010; Collins et al,

2012) (Figura 8).

E considerada uma técnica com um risco mais elevado que a BVC ou a
amniocentese, visto que o risco de aborto ¢ maior do que as outras técnicas (de 1 a 5%)

(Gardner e Sutherland, 2004).
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Atualmente, apenas se realiza uma cordocentese quando: a amniocentese foi
inconclusiva, ha suspeita de mosaicismo no liquido amnidtico ou quando se encontra
um problema numa fase mais tardia da gravidez e € necessario um resultado rapido (3-4

dias) para estar dentro do prazo legal para a IMG.

Existem varias limitagdes desta técnica como, por exemplo, a pouca visibilidade
da agulha no momento da colheita, visto que ¢ feita no local que une o cordao umbilical
e a placenta, tornando complicada a visualizagdo ecografica da agulha nesta regido, o
que pode levar a perdas de sangue caso nao seja colhida corretamente. Para além disso,
a posi¢do da placenta podera ter influéncia no acesso ao corddo, podera haver uma
rutura precoce das membranas devido a técnica, um hematoma ou trombose do cordado

umbilical ou contaminagao materna.

A cordocentese ¢, varias vezes, utilizada dado que serve para diagnosticar doengas
infeto-contagiosas/hematologicas através da medicdo das variagdes de determinados
fatores sanguineos fetais (Binns e Hsu, 2002). E importante analisar a quantidade de
hemoglobina fetal para dar ao laboratorio uma maior seguranca de que esta a processar

uma amostra de sangue fetal.
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Figura 8 — Representacdo de uma cordocentese com o auxilio de uma sonda ecografica e uma agulha.
Adaptado de Binns e Hsu (2002).
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O Diagnostico pré-natal ndo € acessivel a todas as gravidas, contrariamente aos
testes de rastreio, visto que tém risco de perda fetal. E necessario haver uma razao para

se fazer DPN invasivo (Rooney, 2001; Nussbaum et al., 2004; Valayatham et al., 2013).

As indicagdes clinicas mais comuns para procedimentos invasivos em diagnostico
pré-natal estdo descritas nas guidelines internacionais e incluem:
e Risco elevado para trissomias;
e Anomalias ecograficas ou sinais ecograficos de alerta;
e Teste de rastreio pré-natal (bioquimico e/ou ecografico) positivo;
e (asal com filho/feto anterior com uma alteracao cromossomica/doenca genética;
e Progenitores portadores de uma alteracdo cromossémica estrutural, mosaicismo
ou aneuploidia dos cromossomas sexuais;
e Histéria familiar de uma determinada doenga genética;

e Infecdo materna por agentes patogénicos.
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Capitulo VI — Metodologias das técnicas citogenéticas e
moleculares

A pratica laboratorial pode ser dividida em trés fases: pré-analitica, analitica e
pos-analitica. A fase pré-analitica inclui a requisi¢ao, identificagdo, colheita, transporte,
rececdo e preparacdo da amostra no laboratério para o estudo a realizar. Ja a fase
analitica corresponde & analise da amostra, onde sdo feitos procedimentos laboratoriais.
Por fim, a fase pés-analitica diz respeito a validacdo e interpretacdo dos resultados,

claboracao de relatorios, emissao de resultados e armazenamento das amostras.

6.1. Fase Pré-Analitica

A fase pré-analitica corresponde a um conjunto de procedimentos, nomeadamente
o pedido do teste, colheita e transporte da amostra e a sua rececdo e preparagao para as
etapas seguintes no laboratorio. Esta ¢ a fase mais sujeita a ocorréncia de erros, sendo os
mais comuns a requisicdo ou transporte inadequado, ma colheita e identificacdo
incorreta da amostra (Carraro e Plebani, 2007; Lippi ef al., 2015). De modo a minimizar

os erros, ¢ crucial monitorizar cada etapa e confirmar toda a informacao recebida.

6.1.1. Colheita e identificacdo das amostras

A forma como uma amostra ¢ colhida e manuseada pode influenciar
drasticamente o sucesso do estudo cromossomico e/ou molecular. Visto que estudos
cromossoémicos sdo apenas realizados em células com divisao ativa, ¢ essencial que o
laboratorio receba amostras com “células vivas” e com capacidade proliferativa. Se os
parametros para a colheita e manuseamento da amostra ndo forem respeitados, o
crescimento celular em cultura e a qualidade das metafases resultantes podem ser

comprometidos (Clouston, 2001).

O LCG-FMUC recebe, essencialmente, amostras de liquido amniodtico,
vilosidades corionicas, sangue fetal do cordao umbilical, sangue periférico e amostras

de pele.

As amostras de sangue periférico sao o tecido de eleicdo para realizar estudos

citogenéticos pos-natais, visto serem muito faceis de obter e manusear. A colheita das
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amostras difere consoante o tipo de estudo. Para realizagdo de estudos citogenéticos, as
amostras devem ser colhidas em tubos contendo heparina de sédio ou litio. As amostras
com indicacao para estudos moleculares devem ser colhidas em tubos com EDTA

(Clouston, 2001).

Para as amostras de liquido amnidtico, ¢ colhido 1ml de amostra por semana de
gestacdo, distribuida por duas caixas de cultura estéreis, e devem ser transportadas o

mais rapidamente possivel a temperatura ambiente para o laboratério (Griffin, 2001).

Em amostras de vilosidades coridnicas e de tecidos, € necessario serem

corretamente colhidas em tubos de cultura estéreis e com meio proprio.

Adicionalmente, as amostras de vilosidades coridnicas e de sangue do cordio
umbilical devem vir acompanhadas de sangue materno em EDTA para se fazer o

despiste de contaminagdo materna em fetos do sexo feminino (Keagle e Gersen, 2013).

Todas as amostras devem obedecer a critérios muito rigorosos de assepsia para
que a cultura ndo seja comprometida e devem ser preservadas a temperatura ambiente
durante o transporte e armazenamento, até serem processadas. Os sangues, se ndo forem
processados no dia da colheita, devem ser mantidos, no maximo até¢ 4°C (Keagle e

Gersen, 2013).

Ap0s as amostras serem colhidas e recebidas no laboratério, ¢ necessario fazer o
registo independente de cada amostra, atribuir um cédigo, ver a requisicdo e colocar
toda a informacdo administrativa e clinica relevante no sistema informatico do

laboratorio.

A identificacdo das amostras ¢ muito importante e deve ser verificada para
confirmar se esta tudo correto de modo a evitar erros e troca de amostras. O LCG-
FMUC estabeleceu uma série de requisitos de colheita e envio de amostras e, por ser um
laboratério certificado, tem instrugdes de trabalho para o registo das mesmas, com o

objetivo de minimizar os erros inerentes (anexo 1).
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6.2. Fase Analitica
A — Citogenética Convencional

A1l — Cultura Celular

A cultura celular ¢ uma técnica laboratorial crucial para a obtencao de resultados
por citogenética convencional, bem como para obtencdo de DNA para a realizagdo de
outros testes (como, por exemplo, array-CGH). O principal objetivo de se estabelecer
cultura ¢ fornecer condi¢des para que as células crescam e se multipliquem. Pode-se
estabelecer cultura 1 a 3 dias apos a colheita. No entanto, os melhores resultados sao

obtidos quando estabelecidas até 24h apds a colheita.

A obtencdo de uma boa cultura celular depende de varios fatores, nomeadamente
a escolha do meio de cultura, o pH, a temperatura e humidade, confluéncia celular e

auséncia de contaminacdes.

A escolha do meio de cultura ¢ um fator muito importante ¢ tem de ser adequado
ao tipo de células para que forneca os componentes necessarios para o crescimento

celular.

A base dos meios de cultura ¢ uma solucao salina equilibrada, constituida por
aminoacidos, vitaminas, L-glutamina, soro bovino fetal, antibidticos/fungicidas e
fatores de crescimento, essencial para controlar o pH, pressao osmdtica e para promover

o crescimento celular (Boyle e Griffin, 2001; Keagle e Gersen, 2013).

O soro bovino fetal (FBS) ¢ o suplemento sérico mais utilizado nos laboratorios
de citogenética e ¢ essencial para um bom crescimento celular, visto que fornece fatores
de crescimento e hormonas as células (Boyle e Griffin, 2001). A concentracdo final
deve variar entre os 10-30% no meio de cultura e deve ser extremamente controlada,
visto que concentragdes muito baixas ndo vao ter qualquer efeito, enquanto
concentragcdes muito elevadas vao ser prejudiciais ao crescimento celular (Keagle e

Gersen, 2013).

A L-Glutamina ¢ um aminoacido essencial para o crescimento celular. E
extremamente instavel e transforma-se em D-Glutamina (forma nao usada pelas células)

quando armazenada a temperatura ambiente. A degradacdo da L-glutamina ¢
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dependente da temperatura e do pH. Assim, a L-Glutamina deve ser distribuida em
aliquotas e congelada de modo a manter a sua estabilidade e ¢ aconselhavel o seu
descongelamento momentos antes de a adicionar a cultura (Boyle e Griffin, 2001;

Keagle e Gersen, 2013).

O facto de os meios de cultura serem enriquecidos com nutrientes € outros
componentes essenciais ao crescimento celular faz com que, consequentemente, seja
potenciado o crescimento de fungos e bactérias, que podem levar a inviabilidade da
cultura devido ao facto de poderem ser nocivos e de competirem com as células pelos
nutrientes presentes no meio para conseguirem proliferar (Boyle e Griffin, 2001). Por
esta razdo, embora seja raro haver contaminagdo microbiana devido aos cuidados de
assepsia, sdo adicionados antibioticos e/ou fungicidas ao meio de cultura para

atrasar/impedir o crescimento de microrganismos (Boyle e Griffin, 2001).

Para além disso, para minimizar o risco de contaminagdes ou perda de culturas
devido a uma falha da incubadora, cada amostra deve ser cultivada, se possivel, em,
pelo menos, duas culturas distintas, com meios de cultura diferentes e,
preferencialmente, manipuladas e monitorizadas por pessoas distintas € mantidas em
estufas diferentes, se possivel, para minimizar riscos caso haja alguma falha (Hastings

et al., 2007).

A escolha do tipo de cultura depende do tipo de amostra em causa e da
preferéncia do laboratorio. As amostras de sangue periférico consistem em células
individualizadas em suspensdo. Para este tipo de amostras sdo utilizados tubos de
centrifugacdo estéreis e sdo realizadas culturas em suspensdo. Para as amostras de
tecidos e liquidos amnidticos sdo realizadas culturas em monocamada devido a
necessidade de as células aderirem a uma superficie para crescer. Este tipo de amostras

deve ser cultivado em caixas de cultura (Keagle e Gersen, 2013).

Depois de estabelecida a cultura, ¢ imperativo que as amostras sejam colocadas
numa estufa para manter condi¢des o6timas de temperatura, humidade e pH e dar tempo
para as cé€lulas se dividirem. O tempo de cultura varia consoante o tipo celular (Keagle e

Gersen, 2013).
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As culturas de sangue periférico requerem pouca manuten¢do assim que as
condi¢des de cultura sdo estabelecidas. Ja os liquidos amnioticos e as vilosidades
coridnicas requerem periodos de cultura mais longos. A taxa de crescimento destas
amostras nao ¢ regular sendo necessario monitorizar o crescimento periodicamente num
microscopio invertido até que a cultura atinja a confluéncia necessdria para iniciar a
manipulacdo. Adicionalmente, este tipo de culturas requer a troca de meio de cultura
assim que este fica desprovido de nutrientes e aditivos essenciais para o crescimento

celular (Keagle e Gersen, 2013).

As culturas crescem melhor com uma temperatura entre os 36-37°C, 97% de
humidade, 5% de CO; e um pH entre 7,2-7,4 e podem ser mantidas em sistema aberto

ou fechado (Lawce e Brown, 2017).

Geralmente, as culturas de sangue periférico sao mantidas em sistemas fechados
(caracterizados pela auséncia de trocas gasosas, ndo sendo necessario o uso de estufas
de CO») enquanto amostras de bidpsias de vilosidades corionicas e liquidos amnidticos
sao mantidas em sistemas abertos (em que ha trocas gasosas entre o interior da caixa de
cultura e o ambiente dentro da estufa, sendo necessario o uso de estufas de CO> de
modo a manter um nivel constante de 5% de CO; para equilibrar o pH do meio). Para
facilitar as trocas gasosas, deixa-se uma pequena folga no aperto das tampas das caixas

de cultura (Keagle e Gersen, 2013).

A principal vantagem dos sistemas fechados ¢ o risco reduzido de contaminagao
microbiana. Uma desvantagem dos sistemas abertos ¢ o facto de tornarem as culturas
mais suscetiveis a contaminagdes, devido a humidade das superficies da estufa.
Contudo, tém a vantagem de permitir que a cultura liberte produtos do metabolismo que

podem ser toxicos para as c€lulas (Boyle e Griffin, 2001; Keagle e Gersen, 2013).

Al.1 — Cultura de Amniocitos

As amostras de liquido amnidtico sdo enviadas para o laboratodrio ja separadas em
2 caixas com as células em suspensdo, o que torna o processo mais simples. Apos a
chegada ao laboratorio, ¢ realizada uma avaliagdo macroscopica da amostra: cor e

quantidade. Caso a requisi¢ao seja para testes citogenéticos, adiciona-se meio as caixas,
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estabelece-se a cultura e colocam-se a incubar a 37°C numa estufa com 5% de CO2 e o
crescimento celular ¢ avaliado passados cerca de 7 dias usando um microscopio
invertido. Caso a requisicao indique que ¢ necessario realizar testes moleculares, na
altura do estabelecimento da cultura, ¢ necessario retirar cerca de 2ml de amostra para

um microtubo antes de se estabelecer a cultura.

Quando ¢ necessario fazer cultura de células para extracdo de DNA (para estudos
moleculares), ¢ importante que a cultura apresente uma confluéncia celular elevada.
Quando isto se verifica, descarta-se o meio das caixas, ¢ adicionado PBS (Phosphate-
buffered saline) para lavar e retirar o meio que ainda restou e, posteriormente, volta-se a
adicionar PBS (2ml) e, com um raspador, faz-se com que as células aderentes a caixa
fiquem em suspensdo e, por fim, retira-se o conteido todo para um microtubo,

previamente identificado, e coloca-se meio novo nas caixas, que sao mantidas na estufa.

A1l.2 — Cultura de Vilosidades Coridnicas

As amostras de vilosidades corionicas chegam ao laboratério num tubo com meio
adequado e necessitam ser processadas antes de se estabelecer a cultura celular. O

procedimento ¢ realizado a lupa, onde se faz a separacdo do material materno do

material fetal usando duas pingas estéreis.

A amostra ¢ colocada numa placa de petri, fazem-se lavagens com PBS e, de
seguida, separa-se o material materno (com uma aparéncia mais avermelhada e opaca)
do material fetal (com uma aparéncia mais rosada, transliicida e ramificada) (Figura 9).
Esta etapa ¢ particularmente importante visto que, uma correta separagdo, minimiza os
riscos de contaminacdo da amostra com células maternas, que podem inviabilizar a
obtengdo de um resultado do feto. Ainda assim, no caso de amostras fetais do sexo
feminino, ¢ separado um microtubo com 2ml de suspensdo celular para se fazer o
despiste de contaminagdo materna, por técnicas de genética molecular, para garantir que

a analise citogenética ¢ apenas referente ao feto.

Ap0s a separacgdo a lupa, coloca-se o material fetal num tubo e faz-se a digestao
enzimatica, inicialmente com tripsina para quebrar as ligagdes e, posteriormente, com

colagenase para desagregar as células, com o objetivo de se obter uma suspensdo de
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células (Keagle e Gersen, 2013). De seguida, divide-se a suspensao celular por 2 caixas
de cultura (linha A e linha B) com meio adequado para se estabelecer a cultura e coloca-
se a incubar a 37°C numa atmosfera com 5% de CO: e as caixas sdo avaliadas num
microscopio invertido passados 3 a 4 dias para ver o crescimento celular e renovar o

meio de cultura.

Figura 9 — Separag@o a lupa do material fetal de uma amostra de vilosidades coridnicas.

A1.3. — Subcultura

Quando as culturas atingem uma confluéncia elevada, podemos fazer uma
subcultura para eliminar as células mortas e potenciar o crescimento celular. O primeiro
passo ¢ descartar o meio das caixas, utilizar uma solugdo salina de lavagem, retirar o
sobrenadante e colocar tripsina para dissociar as celulas aderentes da caixa de cultura. A
caixa ¢ colocada cerca de 2 minutos na estufa a 37°C e, de seguida, a suspensao celular
¢ avaliada ao microscopio. Simultaneamente, identifica-se uma nova caixa de cultura e
coloca-se meio novo que contém soro fetal (que inibe a agdo da tripsina). Depois,
divide-se a suspensdo de células entre as duas caixas e coloca-se meio novo na caixa
inicial. Colocam-se as caixas na estufa ligeiramente abertas para contactarem com o

CO» (Keagle e Gersen, 2013).
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Al.4. — Tripsinizacao in situ

A tripsinizagdo in situ tem como objetivo desagregar as células que estdo em
cluster e distribui-las uniformemente pela caixa para: se continuarem a dividir até se
obter uma cultura com células suficientes para iniciar o estudo; se fazer subcultura;
transferir as células para tubos de centrifugacdo (para iniciar o processo de

manipulagdo).

O procedimento laboratorial tem por base descartar o meio de cultura das caixas,
adicionar uma solugdo salina de lavagem para lavar e tirar o excesso de meio que ainda
possa existir (pois contém soro fetal, que inibe a a¢do da tripsina), retirar o conteudo,
adicionar a tripsina, que degrada a ligagdo que existe entre as membranas celulares e a
base da caixa fazendo com que as células se soltem e se distribuam na cultura para se
estabelecerem outra vez, € colocar as caixas a incubar durante 2-4 minutos na estufa a
37°C. Posteriormente, as caixas sdo observadas ao microscopio invertido e, se estiverem
desagregadas, ¢ adicionado meio de cultura novo. Caso nao estejam, aumenta-se o

tempo de exposi¢do a tripsina.

Apos a tripsinizagdo in situ, acompanha-se o crescimento celular e, quando as
células estiverem uniformemente distribuidas pela caixa e a cultura confluente, pode-se

iniciar o processo de manipulagdo ou criopreservar as células em azoto liquido.

A1.5. — Cultura de linfocitos

As amostras de sangue periférico chegam ao laboratério em tubos com heparina
de sddio. A partir de cada amostra de sangue para andlise citogenética, devem-se
estabelecer, pelo menos, duas culturas utilizando meio de cultura apropriado e
adicionando PHA (fitohemaglutinina), para estimular a divisao celular dos linfécitos T.
O procedimento consiste em preparar 2 tubos com meio apropriado e colocar 12 a 14
gotas da amostra em cada tubo. Os tubos devem estar devidamente identificados e

devem ser homogeneizados e colocados na estufa a 37°C durante 48 a 72 horas.

Tendo em conta que os linfécitos sdo culturas em suspensdo, ndo conseguimos
acompanhar o seu desenvolvimento, como acontece nos amnidcitos e vilosidades

corionicas. Para se obter um maior nimero de metafases na manipulagdo, faz-se uma
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sincronizag¢do do ciclo celular de modo a que as células, em divisdo aleatdria, fiquem

estabilizadas num certo ponto do ciclo celular e reiniciem o ciclo de modo sincronizado.

O procedimento laboratorial consiste em adicionar metotrexato (MTX) nas
amostras para parar o ciclo celular na fase S. Este composto compete com a enzima
dihidrofolato redutase, impedindo a sua conversdo para tetrahidrofolato (essencial para
a sintese de substratos importantes na sintese de DNA), e inibe a sintese da timidina,
que ¢ necessaria para a replicacdo do DNA. Em seguida, troca-se o meio e coloca-se um
novo (sem MTX) e adiciona-se timidina para retomar o ciclo celular e as células se
comecarem a dividir a partir do mesmo ponto, de modo a ter um maior nimero de
células na mesma etapa. Depois da timidina retomar o ciclo, pode-se iniciar a

manipulagdo (Skubisz e Tong, 2012).

A1.6. — Criopreservacao de culturas de células

A criopreservagao € um processo que consiste em preservar/armazenar células e
tecidos a baixas temperaturas, de modo a garantir linhas celulares, reduzir o risco de
contaminagdes e evitar o envelhecimento das células para poderem ser utilizadas em

estudos futuros, caso seja necessario (Whaley et al., 2021).

Uma grande parte da massa celular ¢ constituida por agua, pelo que congelar
células a temperaturas muito baixas sem agentes criopreservadores (que mantém a
integridade celular) ¢ letal, uma vez que, na sua auséncia, ocorrem alteragdes
bioquimicas e estruturais prejudiciais, a nivel intra e extracelular, como por exemplo a
formagdo de cristais. Uma forma de reduzir o risco de formagdo de cristais e danos
celulares ¢ adicionar um agente criopreservador (com capacidade de atravessar as
membranas celulares e com baixa toxicidade) e fazer um congelamento lento e gradual

(Whaley et al., 2021).

Atualmente, existem véarios agentes criopreservadores, nomeadamente o glicerol
(que foi o primeiro agente a ser descoberto), o dimetilsulfoxido (DMSO), o etilenoglicol
(EG) e o propanodiol (propilenoglicol). No entanto, o DMSO ¢ o mais utilizado, devido
a sua baixa toxicidade e prego reduzido, comparativamente a todos os outros (Whaley et

al., 2021).
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Para que o processo de criopreservagdo seja bem-sucedido, € necessario que as
células tenham um bom indice mitotico, escolher um bom agente criopreservador e
seguir criteriosamente os protocolos adequados para cada tipo de célula, respeitando os

tempos de criopreservagao e descongelamento (Whaley et al., 2021).

O procedimento laboratorial da criopreservagdo de cultura celulares compreende

varias etapas, descritas na Figura 10.
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L e .
Retirar células da cultura . i . ,
Centrifugar a Remover Ressuspender Transferir conteiudo Colocar as aliquotas Armazenar/ criopreservar
suspensio de células  sobrenadante as células com para frascos de em gelo e, em aliquotas em azoto liquido
meio de criopreservacio (fazer seguida, em gelo seco (-196°C)
criopreservacio aliquotas) (-80°C)

Figura 10 — Esquema exemplificativo do procedimento da criopreservacdo de culturas celulares. Adaptado de
Cryopreservation Basics: Protocols and Best Practices for Freezing Cells (2022).

As aliquotas devem ser devidamente identificadas e, para rapidamente rastrear as
amostras, deve ser feito um registo da sua localizacdo no azoto liquido. As células

podem ser criopreservadas/armazenadas por muito tempo.

Para o descongelamento das células, ¢ recomendavel que seja um procedimento
rapido para ajudar a reduzir o tempo de exposicdo aos solutos presentes no meio de
criopreservagao, evitar a recristalizacdo do gelo e diluir o agente criopreservador. Como
tal, retiram-se as aliquotas do azoto liquido e colocam-se a uma temperatura de 37°C.
De seguida, as células sdo lavadas numa solugdo de lavagem para se remover todo o
agente criopreservador e, por fim, sdo transferidas para um novo meio de cultura

(especifico para o tipo de amostra) (Whaley et al.,2021).
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A2 — Manipulagao

Existem solugdes comerciais, nomeadamente o CRA (Chromosome Resolution
Additive), que podem ser adicionadas as culturas celulares, antes de se iniciar o processo
de manipulacdo, e cujo objetivo ¢ melhorar a resolu¢do dos cromossomas e,
consequentemente, facilitar a andlise ao microscopio. Podem ser tuteis em culturas que,

tendencialmente, originam cromossomas com pouca qualidade (baixa resolucao).

A manipulagdo celular inicia-se quando existem células suficientes em divisao e
envolve 3 etapas: i) Adi¢do da Colcemida, ii) Tratamento Hipotdnico e iii) Fixagdes.

Estas etapas apresentam algumas variagdes entre os varios tipos celulares.

A2.1. Adicao da Colcemida

A manipulagdo comeg¢a com a adi¢do de um inibidor mitético as culturas
celulares. A colcemida € o inibidor mais utilizado nos laboratdrios de citogenética e tem
como funcdo inibir a polimeriza¢dao da o e B-tubulina, impedindo, portanto, a formagao
dos microtabulos do fuso acromatico e a separacao dos cromatideos-irmaos na anafase,
com o objetivo de bloquear a mitose (em prometafase ou metafase), de modo a obter
cromossomas com uma boa resolu¢do para ser feita a analise citogenética (Keagle e

Gersen, 2013).

E importante haver um equilibrio entre obter um bom indice mitético e uma boa
resolucao dos cromossomas. O tempo de exposi¢ao a colcemida ¢ critico. Quanto mais
tempo as células estiverem expostas a este inibidor, maior serd o nimero de células em
metafase, mas 0s cromossomas serdo mais curtos, visto que estes condensam a medida
que avangam na metafase. Por outro lado, pouco tempo de exposicao a colcemida fara
com que os cromossomas fiquem muito compridos e que haja uma maior probabilidade

de sobreposicdes, que dificultam a analise microscopica (Keagle e Gersen, 2013).

Assim, ¢ importante estabelecer o tempo adequado para se obter um bom indice
mitdtico, uma boa resolucdo e, consequentemente, bons resultados. No caso das
amostras de liquidos amnioticos e vilosidades coridnicas, a colcemida ¢ adicionada as

caixas de cultura, que permanecem em incubagdo por 3 horas. Nas amostras de sangue,
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como ¢ feita a sincronizagao celular, o tempo de exposi¢ao a colcemida ¢ de 15 minutos

(Clouston, 2001; Keagle e Gersen, 2013).

\

ApoOs o tempo de exposicdo a colcemida, transfere-se o conteido da caixa de
cultura para um tubo devidamente identificado e adiciona-se meio novo ao restante das
células na caixa de cultura, para que esta seja mantida até se garantir que existem
células fixadas em quantidade e qualidade suficientes para a realizagdo do estudo
requerido e para o caso de ser necessario fazer-se extragdo de DNA, mais tarde. Apos a
adicao do meio novo, as caixas vao a incubar e os tubos vao centrifugar para se iniciar o

tratamento hipotonico.

A2.2. Tratamento Hipotonico

Nesta etapa, a solugcdo hipotdnica mais utilizada ¢ a de cloreto de potéssio (KCI),
visto ser a que provoca menos danos na estrutura cromossoémica. Esta solugdo tem uma
concentragdo salina inferior ao citoplasma celular, permitindo a entrada da 4gua, via
osmose, nas células. A entrada da dgua vai turgir as células e € essencial para o correto
espalhamento dos cromossomas na lamina, pois aumenta o volume e as estruturas

celulares e promove a dispersao dos cromossomas na célula (Keagle e Gersen, 2013).

Tal como na adi¢cdo da colcemida, o tempo de exposi¢do ao KCI ¢ critico, visto
que, se for muito tempo, ird provocar a lise das células, comprometendo a qualidade do
espalhamento e, caso seja tempo insuficiente, resultara num espalhamento de baixa
qualidade, uma vez que os cromossomas nao se dispersam na célula, originando muitas

sobreposigoes (Keagle e Gersen, 2013).

Nos liquidos amnioticos e nas vilosidades coridnicas, o procedimento laboratorial
consiste em, apos a centrifugagdo, remover o sobrenadante até ao pellet, agitar as
células mecanicamente, adicionar 1ml de FBS (Fetal bovine serum) ou FCS (fetal calf
serum) para inibir a acdo da tripsina (presente devido a tripsinizacgdo in situ) e colocar a
solugdo de KCl até perfazer 10ml. Os tubos sdo homogeneizados para que a solucio

tenha contacto com todas as células e, posteriormente, sdo colocados na estufa a 37°C.
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Nos sangues periféricos, o procedimento ¢ muito semelhante. Difere na adigdo de
FBS/FCS, na concentragdo da soluc¢ao hipoténica e no tempo de incubagdo. Como ndo
se faz tripsinizagdo in situ neste tipo de amostras, ndo ¢ necessario adicionar FBS/FCS

antes da solugdo hipotonica.

Ap6s o periodo de incubagdo, os tubos vao centrifugar novamente para se fazerem

as fixagoes.

A2.3. Fixacoes

Finalizado o tratamento hipotonico, seguem-se as fixagdes com uma solucao de
metanol absoluto e acido acético glacial. Esta solu¢do ¢ usada para parar a acdo da
solugdo hipotoénica, fixar as células e provocar, no caso das amostras de sangue
periférico, a lise de quaisquer hemacias presentes na amostra. O objetivo € remover a
agua e preservar/enrijecer tanto a estrutura como a morfologia dos cromossomas para

que fiquem resistentes aos processos de coloracdo (bandagem) (Keagle e Gersen, 2013).

Nos amnidcitos e vilosidades coridnicas, sdo feitas trés fixacdes com diferentes
propor¢des de metanol e acido acético, nomeadamente 6ml de metanol para 1ml de
acido acético (6:1), 3:1 e 1:1. Ja nos linfocitos, a propor¢ao ¢ sempre de 3:1 em todas as
fixacdes. A primeira fixa¢do ¢ a mais importante sendo que vai fixar as estruturas. Nos
sangues, ¢ ainda mais importante, porque a adi¢do repentina de fixador pode levar a
formacao de coagulos, inviabilizando a obtengdo de cromossomas em metafase. A
correta adicdo do primeiro fixador ¢ essencial para a obtencdo de preparacdes
cromossomicas com qualidade. As outras duas fixagdes servem para limpar e reforcar a

fixacdo (Keagle e Gersen, 2013).

Em termos praticos, nos amniocitos e vilosidades corionicas, a primeira fixagao
consiste em descartar o sobrenadante até¢ ao cone do tubo, aspirar o conteudo que restou

com uma pipeta e deixar dentro da pipeta enquanto se adiciona 4 ml de fixador (6:1).

Apo6s se adicionar o fixador, pode-se colocar o conteido da pipeta no tubo

lentamente, homogeneizar e colocar a centrifugar. Seguem-se a segunda (3:1) e terceira
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(1:1) fixacdes que sdo bastante mais simples e consistem em retirar o sobrenadante e

adicionar o respetivo fixador (com uma nova centrifugacao entre elas).

Nos linfécitos, a primeira fixagao ¢ ligeiramente diferente. O fixador ¢ adicionado
gota a gota com agitacdo continua das células no vorfex para que nao haja coagulacao e
para o fixador promover a lise dos eritrocitos. As outras duas fixagdes sdo iguais as

outras amostras, sendo que o fixador ¢ de 3:1 em ambas (Keagle e Gersen, 2013).

Apos a etapa da fixacao estar concluida, os tubos sdo colocados no frigorifico até
serem espalhados. As células fixadas podem ser armazenadas durante longos periodos a

4°C.

A3 — Espalhamento

O espalhamento ¢ um passo importante para o estudo citogenético. O objetivo €
obter laminas com células individualizadas e cromossomas bem espalhados, de modo a
permitir fazer uma boa analise cromossdémica, com quantidade suficiente de metafases,

pouca sobreposi¢cdo cromossomica e desprovidas de citoplasma.

A qualidade do espalhamento ¢ dependente de muitas varidveis, nomeadamente a
temperatura ¢ humidade relativas, o operador e o sucesso da manipulagdao (Keagle e

Gersen, 2013).

Quando as células entram em contacto com a lamina, o fixador comeca a
espalhar-se e a evaporar. Assim, o tempo de evaporagao ¢ critico para um espalhamento
de qualidade, visto que, quanto mais tempo durar a evaporacao, mais dispersdo existe.
Por este motivo, o espalhamento deve ser realizado numa camara de espalhamento
especifica ou num lugar onde a temperatura ¢ humidade possam ser controladas para

obter boas laminas (Keagle e Gersen, 2013, Lawce e Brown, 2017).

Na pratica, para se fazer um espalhamento, € necessario centrifugar as amostras,
descartar o sobrenadante para as concentrar € colocar as gotas da suspensao celular em
cada lamina devidamente identificada com o tipo de amostra que ¢, o nimero da
amostra ¢ os dias em que foi feita a manipulagdo e espalhamento. Deixa-se secar e

avalia-se a qualidade do espalhamento ao microscopio de contraste de fase.
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Pode ser necessario ajustar a concentragdo da suspensao celular. Se estiver muito

concentrada, deve-se adicionar fixador 1:3 para diluir. Se estiver pouco concentrada,

deve-se centrifugar novamente a amostra e concentra-la.

Quando terminado o espalhamento, as laminas sdo colocadas na estufa para

envelhecimento (desnaturagdo/desidratacdo) a 60°C, durante a noite, com o intuito de

desidratar e conferir rigidez aos cromossomas e favorecer a bandagem cromossdmica
(Keagle e Gersen, 2013, Lawce e Brown, 2017).
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Figura 11 — Representag@o esquematica das varias etapas do estudo citogenético. Adaptado de Lawce ¢ Brown (2017)

A4 — Bandagem

A bandagem ¢ a etapa que permite obter um padrao de bandas especifico de cada

cromossoma ¢ identificar cada um deles para se fazer o estudo citogenético.

Para se conseguir uma bandagem com boa resolugdo, ¢ necessario fazer um bom
espalhamento, com poucas sobreposicdes € com cromossomas distendidos.

Adicionalmente, a resolugdo e o nimero de bandas observadas dependem do estado de
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condensagdo dos cromossomas, podendo este nimero variar entre as 400-550 bandas

em cromossomas metafasicos, e as 800-850 bandas nos cromossomas prometafésicos.

Atualmente, existem varios métodos de coloracao/bandagem. Estes podem ser
divididos em 2 grupos: métodos de rotina (que resultam na coloragdao de todo o
cromossoma) e métodos diferenciais (que marcam estruturas cromossomicas
especificas). Do primeiro grupo, fazem parte a bandagem QFQ, GTG/GTL e RHG e o
segundo grupo inclui as bandagens CBG e AgNOR.

O método de rotina comumente utilizado ¢ o GTL, sendo que as bandagens CBG
e AgNOR sdo igualmente utilizadas em casos especificos, como complemento a

bandagem GTL.

A4.1. Bandagem QFQ (bandas Q, por fluorescéncia e coloracio Quinacrina)

A bandagem QFQ foi a primeira técnica a ser utilizada nos laboratorios de
citogenética e baseia-se na coloracdo dos cromossomas com mostarda de quinacrina e
observagao da fluorescéncia emitida, usando luz ultravioleta. Os cromossomas sao
corados sem qualquer tipo de pré-tratamento, preservando, assim, a sua morfologia.
Apresentam um padrao especifico de bandas brilhantes ou turvas, especifico para cada

cromossoma (Keagle e Gersen, 2013).

Esta técnica foi substituida por técnicas de bandagem nao fluorescentes, visto que
a fluorescéncia se desvanece rapidamente. Ainda assim, pode ser util na dete¢dao de
heteromorfismos, para esclarecimento de situagdes relacionadas com o braco longo do
cromossoma Y (Vvisto que a regido polimorfica distal do brago longo do cromossoma Y
¢ extremamente fluorescente) e em situacdes de existéncia de cromossomas marcadores,

que possam ser derivados do cromossoma 15q proximal (Keagle e Gersen, 2013).

A4.2. Bandagem GTL (usando Tripsina e corante Leishman)

Este tipo de bandagem permite identificar cada um dos cromossomas, visto que
cada cromossoma apresenta uma colora¢dao permanente e caracteristica devido a ac¢ao da

tripsina, seguida de coloracdo com o corante Leishman (GTL) (Ribeiro ef al., 2018).
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Este tratamento vai permitir a obtengdo de um padrdo de bandas claras e escuras,
distinto para cada cromossoma. As bandas escuras (heterocromatina) sdo regides nao

codificantes. Ja as bandas claras (eucromatina) sdo regioes codificantes.

Este tipo de bandagem permite detetar alteracdes cromossOmicas numéricas €

estruturais na andlise citogenética.

Em termos laboratoriais, a técnica de coloracdo de rotina de bandagem GTL
consiste na introdu¢do de laminas espalhadas, previamente envelhecidas, num coplin
com tripsina durante breves segundos, passando, em seguida, para a sequéncia de
coplins descrita na Figura 12. A solu¢do de tripsina permite a diferencia¢ao das bandas
claras e das bandas escuras. Ja as solu¢des tampdo NaCl e Gurr sdo solucdes de
lavagem. Por fim, a solugdo de coloragdo Leishman permite corar os cromossomas
havendo umas regides ricas em G e C que incorporam menos Leishman, ficando com
uma tonalidade mais clara, correspondendo as bandas claras e regides ricas em genes.
Outras regides ficam mais coradas porque incorporam mais Leishman por serem ricas

em A e T, correspondendo as bandas escuras.

Apos este procedimento, deixam-se secar as laminas e faz-se uma avaliacao da
qualidade da bandagem num microscopio 6tico de campo claro. Pode ser necessario
fazer ajustes de tempos de exposi¢do a tripsina ou da coloragdo com Leishman. Quando
se verificar que as laminas estdo com uma boa qualidade, podem prosseguir para a

analise citogenética.

Legenda:

I-  Solugdo de Tripsina;
2-  Solucdo de NaCl,

3- Tampao Gurr;

4-  Solu¢do de Leishman;
5- Tampao Gurr;

6- HO.

Figura 12 — Procedimento da bandagem GTL.
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A4.3. Bandagem RHG (Bandas R usando calor e corante Giemsa)

A bandagem RHG (reversa) ¢ uma técnica que produz uma coloragao reversa a
bandagem G, aparecendo as regides ricas em C e G como bandas escuras e as regides
ricas em A e T como bandas claras. O padrao de bandas ¢ obtido por desnaturagcdo dos
cromossomas a temperaturas elevadas, em tampao fosfato, seguida de coloragdo com

Giemsa (Keagle e Gersen, 2013).

A4.4. Bandagem CBG (bandas C usando hidroxido de bario e corante
Giemsa)

A bandagem CBG marca seletivamente regides dos cromossomas com DNA
altamente repetitivo, como a heterocromatina constitutiva presente nos centromeros € as

regides polimoérficas dos cromossomas 1, 9, 16 e Y (Wang, 2002; Ribeiro et al., 2018).

Este tipo de bandagem ¢ util para determinar a presenca de cromossomas
dicéntricos e pseudodicéntricos e para o estudo de cromossomas marcadores (Keagle e

Gersen, 2013).

O procedimento laboratorial consiste em degradar o DNA com dacido cloridrico
(HCl) e, em seguida, desnatura-lo com uma solucdo alcalina de hidroxido de bario
[Ba(OH):]. Por fim, utiliza-se uma solu¢do salina de citrato de so6dio (2xSSC) a 60°C
para remover toda a eucromatina, ficando apenas as regides de DNA altamente

repetitivo para serem coradas com Giemsa (Rooney, 2001) (Figura 13).

Legenda:
1-  Solugdo de HCI;
2- H0;

3-  Solu¢édo de [Ba(OH)2] a 1%;
4- HyO (60°C);

5-  Solugdo de 2xSCC (60°C);
6- H20;

7-  Solucao de Giemsa;

8- Tampao Gurr.

Figura 13 — Procedimento da bandagem CBG.
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A4.5. Bandagem AgNOR (Coloraciao com nitrato de prata das regioes
organizadoras dos nucléolos)

A bandagem AgNOR (Nucleolar Organizing Region) ¢ uma técnica que usa
nitrato de prata (AgNOs3) para marcar as regides organizadoras dos nucléolos,
localizadas nos bragos curtos dos cromossomas acrocéntricos 13, 14, 15, 21 ¢ 22, sendo
util para a identificagdo de alteracdes cromossdmicas envolvendo estes cromossomas

(Ribeiro et al., 2018).

As regides NOR contém genes que codificam para RNA ribossémico (rRNA) e s6

podem ser marcadas quando a sintese do rRNA est4 ativa (Gardner e Sutherland, 2004).

Em termos praticos, as laminas sao espalhadas e colocadas numa camara escura e
humida e, a cada lamina, s3o adicionadas 2 gotas de nitrato de prata e uma lamela. Apds
a adi¢dao do nitrato de prata, as laminas permanecem na camara escura 18-24 horas a
37°C e, no dia seguinte, sao colocadas em agua corrente para se retirar o excesso de
nitrato de prata e as lamelas. Para finalizar a bandagem, colocam-se as laminas numa

solugdo de Giemsa alguns segundos e passa-se por tampao Gurr.

Figura 14 — Exemplos de metafases com algumas técnicas de bandagem utilizadas em citogenética convencional.
(a) Bandagem GTL, (b) Bandagem CBG, (c) Bandagem AgNOR. Imagens cedidas pelo LCG-FMUC.
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AS — Analise microscopica

Depois do espalhamento e bandagem, os cromossomas sdo analisados ao
microscopio otico de campo claro para se fazer o estudo citogenético e detetar (ou ndo)

alteragdes numéricas e/ou estruturais.

A visualizagdo das laminas ao microscopio Otico deve comecar na objetiva de
10x, de modo a encontrar células em metafase individualizadas com uma boa resolugao
(idealmente, com uma resolugcdo de 550 bandas), com cromossomas espalhados, sem
sobreposigoes e distendidos (Figura 15). Quando se encontra uma metafase com estas
caracteristicas, muda-se para a objetiva de imersdo, com uma ampliacdo de 100x, e
determina-se se a metafase tem qualidade suficiente para ser contada e analisada. Caso
seja uma boa metafase para o estudo citogenético, ¢ importante registar, na respetiva
folha de andlise do caso index, a 1amina analisada, as coordenadas do microscopio e

referir se sera usada para analise, contagem ou fotografia.

Quando a metafase ¢ usada para analise, faz-se uma representacao esquematica da
metafase na folha do caso, identificando-se cada um dos cromossomas. Nas metafases
em que 0os cromossomas s3o pequenos ou a resolucio ndo € suficientemente boa, pode-
se fazer contagem dos cromossomas, indicando o complemento cromossémico (por

exemplo, 46,XX/46,XY).

As metafases com boa resolucdo sao fotografadas/capturadas em maior
ampliagdo, usando o sofiware Cytovision®, que permite separar e organizar os

cromossomas €m cariogramas.

O objetivo dos cariogramas ¢ analisar todos os cromossomas € as respetivas
bandas para poderem ser comparadas com os ideogramas do ISCN 2020 e averiguar se
existe alguma alteracdo cromossdmica. Todos os cromossomas devem ser visiveis de p
a q em, pelo menos, duas metafases, de modo a se poder confiar no resultado (Figura

15).

O numero de metafases analisadas ird depender da indicacdo clinica e das
altera¢des encontradas, seguindo-se as normas internacionais para o estudo citogenético.
Normalmente, estudam-se 12 a 15 metafases nas duas linhas celulares. No entanto, se

for encontrada alguma célula com alteragdo cromossdmica, o nimero de metafases sera
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diferente, pelo que devem ser consultadas as guidelines especificas para cada situagdo.
Por exemplo, em casos de suspeita de mosaicismo, ¢ essencial fazer-se o estudo de
metafases adicionais na outra linha celular para confirmar/excluir esta situagao,
podendo ser estudadas 30 metafases (estudo moderado) ou 50 metafases (estudo

exaustivo), consoante o cromossoma e a alteragdo encontrada.

Apobs a conclusdo do estudo citogenético pelo técnico que estuda o caso ao

microscopio, devera ser feita a sua analise e revisdo por um segundo técnico.

Por fim, elabora-se um relatorio com o resultado encontrado, de acordo com o

ISCN em vigor, que deve ser escrito segundo as guidelines estabelecidas.

Figura 15 — Visualiza¢do de uma metafase ao microscopio (esquerda) e exemplo de um cariograma obtido de
uma metafase com bandagem GTL. Adaptado de Thompson e Thompson (2015).
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B — Citogenética Molecular: Fluorescence in situ Hybridization
(FISH)

A Fluorescence in situ Hybridization (FISH) ¢ uma técnica rapida e direcionada
de citogenética molecular que utiliza sondas de DNA/RNA marcadas com fluorescéncia
para detetar anomalias cromossOmicas equilibradas e desequilibradas e rearranjos
complexos que estdo para além do poder de resolugdo da citogenética convencional
classica. Pode ser aplicada numa grande variedade de amostras, dependendo do estudo a
realizar, ¢ ¢ uma mais valia em situacdes de mosaicismo e na caracterizagdo de
cromossomas marcadores. Contudo, analisa apenas regides-alvo para as quais a sonda

utilizada ¢ especifica (Bishop, 2010; Machado et al., 2012).

O principio da FISH baseia-se na hibridizacdo in situ de uma sonda de DNA
marcada com um fluorocromo, que ¢ complementar a uma sequéncia de DNA
especifica no cromossoma-alvo, e na emissao de fluorescéncia, que pode ser detetada

por um microscopio de fluorescéncia, utilizando filtros adequados (Figura 16).

Desnaturalizado e
Hibridado

T Sonda de ADN

Marcado con una molécula fluorescente

[RENRARRNANNA |HRERA

Sonda de ADN

Figura 16 — Representagdo esquemdtica do principio da técnica de FISH.
Fonte: Hibridacion fluorescente in situ (FISH) | NHGRI (2022).
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As sondas de FISH podem ser utilizadas na marcagdo de células em interfase e
cé¢lulas em metafase e sdo classificadas em 4 tipos, de acordo com as sequéncias que
detetam: centroméricas, de sequéncia unica (ou locus-especificas), teloméricas/sub-

teloméricas e de pintura cromossomica.

As sondas centroméricas sdo direcionadas para as sequéncias repetitivas de DNA
a-satélite encontradas nos centromeros (Figura 17B). Sdo especialmente uteis para a
detecao de aneuploidias, para caracterizar e identificar cromossomas marcadores e,

ainda, para despistes de mosaicismo (Das e Tan, 2013).

As sondas de sequéncia Unica (ou locus-especificas) sdo dirigidas para uma
sequéncia de DNA unica e especifica e podem ser utilizadas, por exemplo, para detetar
sindromes de microdele¢des/microduplicagdes que envolvam essa sequéncia especifica

(Das e Tan, 2013) (Figura 17A).

As sondas teloméricas sdo direcionadas para as sequéncias repetitivas de DNA -
satélite e das regides satélite classicas e sdo uteis no esclarecimento das regides de
heterocromatina com alteragdes dubias, com um possivel significado clinico associado.

(Matoso, 2014).

As sondas subteloméricas s@o um grupo particular do tipo locus-especificas e
aplicam-se na pesquisa de rearranjos cromossomicos cripticos nas regides terminais dos

cromossomas (Matoso, 2014) (Figura 17C).

As sondas de “pintura” cromossémica (WCP) marcam um cromossoma inteiro ou
bragos cromossémicos, permitindo caracterizar e identificar cromossomas ou segmentos

cromossomicos de origem desconhecida (Bishop, 2010) (Figura 17D).

As sondas podem ser marcadas de forma direta (pela incorporagdo de nucledtidos
fluorescentes) ou indireta (pela incorporacdo de moléculas que sdo, posteriormente,
detetadas por anticorpos fluorescentes). O método de marcagdo direta ¢ o mais utilizado

pelo facto de ser mais rapido e simples (Volpi e Bridger, 2008, Jensen, 2014).
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del 220133

Figura 17 — Técnica de FISH com diferentes tipos de sondas de DNA (marcacdo direta) para analise de alteracdes
cromossomicas. (A) Sonda de sequéncia unica D22S72 para o cromossoma 22 (Cytocell); (B) Sondas centroméricas
para os cromossomas X e 18 (sistema Aneuvysion da Vysis); (C) Sondas subteloméricas para regides subteloméricas dos
cromossomas 4 ¢ 21 (sistema Totelvysion da Vysis); (D) Sondas de pintura cromossémica WCP para os cromossomas 2
(WCP2 a vermelho), cromossoma 13 (WCP13 a azul) e cromossoma 20 (WCP20 a verde) (sistema Octochrome
Painting da Cytocell). Imagens cedidas pelo LCG-FMUC.

O procedimento laboratorial da FISH consiste no pré-tratamento (realizado em
banho-maria a 37°C), seguido de desidratacao alcodlica a temperatura ambiente. O pré-
tratamento tem como objetivo limpar a preparagdo, hidratar o material e torna-lo mais
acessivel a sonda. Para isso, as laminas sdo colocadas num coplin com uma solucio

salina de 2xSSC (a 37°C) durante uns minutos.

Segue-se a desidratagao a temperatura ambiente, em que se colocam as laminas
num gradiente de solucao alcoodlica (etanol a 70%, 85% e 100%) de forma sequencial e

deixam-se a secar.
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Excecionalmente, nos casos mais antigos em que exista citoplasma, podera
realizar-se uma digestdo enzimatica com pepsina para se remover o citoplasma presente
e tornar mais facil a hibridizacdo da sonda. Deste modo, retiram-se as laminas da
solucao 2xSSC, passam-se por uma solucdo de PBS e, depois, colocam-se as laminas
num coplin com uma solucdo de pepsina+HCI+H>O a 37°C, entre 6 ¢ 10 minutos
(consoante a quantidade de citoplasma). Em seguida, as laminas sdo lavadas em PBS e,

no final, desidratadas no gradiente de solugdo alcodlica, referido anteriormente.

ApoOs a secagem, € necessario avaliar as laminas novamente ao microscopio,
delimitando a melhor area selecionada para a aplicagdo da sonda. Em seguida, procede-
se a desnaturacdo da lamina, com a sonda aplicada, numa placa de aquecimento (co-
desnaturagdao do material-alvo e da sonda a hibridizar). Por fim, a ldmina ¢ colocada
numa camara humida e escura e armazenada na estufa, a 37°C, durante a noite, para

promover a hibridiza¢do do material-alvo com a sonda.

No dia seguinte, fazem-se as lavagens pos-hibridizagdo, que tém como objetivo
remover o excesso de sonda que nao se ligou. Primeiramente, as laminas sdo colocadas
numa solucdo 2xSSC com Tween, a temperatura ambiente, para tirar as lamelas. De
seguida, vao para uma solu¢ao de SSC, em banho-maria, e voltam a passar por uma
solugdo 2xSSC com Tween, a temperatura ambiente, para se remover todos os vestigios

de sonda existentes.

Para finalizar, aplica-se DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol — marcador
fluorescente que se liga fortemente a regides de DNA ricas em adenina-timina) em cima
da area delimitada e coloca-se uma lamela por cima. As laminas permanecem no
frigorifico até a analise ao microscopio de fluorescéncia. No final, faz-se a interpretagao
dos resultados e elabora-se um relatorio, seguindo as normas internacionais

recomendadas para o estudo de citogenética molecular.

As etapas da FISH podem ser visualizadas no seguinte esquema (Figura 18).
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Figura 18: Workflow do procedimento laboratorial da FISH. 59



C — Biologia Molecular e Genomica

C1 - Extraciao, quantificacio e purificacio de DNA

A extragdo de DNA ¢ um procedimento essencial em biologia molecular visto que
o DNA gendmico ¢ a base para se realizarem diversas técnicas de andlise genomica

(Tan e Yiap, 2009).

Existem varios métodos de extracdo de DNA e a escolha do método a aplicar iréd

depender do tipo de amostra e do tipo de andlise (Tan e Yiap, 2009; Lee et al., 2010).

O principal objetivo da extragdo de DNA ¢ obter material com quantidade
suficiente € com boa qualidade, isto ¢, com um elevado grau de pureza (sem RNA,

proteinas e outros contaminantes) (Lee et al., 2010).

O DNA pode ser extraido a partir de diversas amostras biologicas. No LCG-
FMUC, a extragdo pode ser feita a partir de amostras de liquidos amnidticos e
vilosidades coridnicas (em DPN); e biopsias de pele e sangue periférico (em diagnostico

pOs-natal).

Existem kits comerciais para extrair o DNA de forma mais rdpida e com uma boa

qualidade. Atualmente, o LCG-FMUC utiliza 2 métodos de extracdo de DNA:

1. Extracdo de DNA utilizando colunas de silica, segundo o “High Pure PCR
Template Preparation Kit” (Protocolo da Roche®).

2. Extracdo de DNA por salting-out segundo o ‘DNA Extraction Kit” (Protocolo da
Agilent®).

O primeiro método ¢ utilizado para amostras de liquidos amnioticos, vilosidades
coridnicas, biopsias de pele e sangue periférico materno (para despiste de contaminagao
materna). Este procedimento consiste na digestdo celular da amostra, através de um
tampao de lise e da a¢do da proteinase K (que digere proteinas e remove contaminantes)
e, em seguida, na precipitagdo do DNA com a adi¢ao de isopropanol. Posteriormente, ¢
utilizado um sistema de colunas de silica para remover os inibidores do DNA, com
sucessivas lavagens e centrifugagdes. As colunas de silica tém carga positiva, pelo que

tém muita afinidade com as moléculas de DNA (que tém carga negativa). Finalmente, o
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DNA ¢ eluido da coluna de silica com recurso a um tampao de eluicdo (com baixa
concentragdo salina) (Tan e Yiap, 2009; Carpi et al., 2011; Chacon-Cortes e Griffiths,
2014).

O segundo método ¢ utilizado para amostras de sangues periféricos. O isolamento
do DNA ¢ feito com base na adi¢ao de uma solugdo com elevadas concentragdes de
sais, com o objetivo de precipitar as proteinas, e, posteriormente, na adicdo de etanol
absoluto para precipitar o DNA, visto que este ndo se dissolve e se vai ligar ao Na* por
salting-out. Por fim, o DNA ¢ eluido de acordo com a quantidade de DNA precipitado
(Chacon-Cortes e Griffiths, 2014).

Comparando os 2 métodos, o método de extracdo com colunas de silica permite
extrair o DNA mais rapidamente e de uma forma simples, obtendo um grau de pureza
elevado. Contudo, a concentragcdo final de DNA pode ser inferior a obtida através do
método de extracdo por salting-out, tornando este Gltimo um método mais vantajoso,
pois permite extrair DNA com boa qualidade e pureza e, ainda, uma concentragao final

superior, de uma forma simples (Chacon-Cortes e Griftfiths, 2014).

Apos a extragdo do DNA, ¢ feita a quantificagdo, por espetrofotometria, para
avaliar a quantidade e qualidade da amostra. A espetrofotometria permite determinar a
pureza e a concentragdo das amostras através da leitura da absorvancia do DNA, com
diferentes comprimentos de onda (230nm, 240nm, 260nm e 280nm). A concentracao ¢
calculada a partir da leitura de absorvancia a 260nm (A2e0), através da lei de Lambert—
Beer. J4 a pureza ¢ avaliada através da razdo entre a absorvancia a 260nm (Aze0) €
280nm (A2g0) e os valores desejados devem estar entre 1,8 e 2,0, sendo que valores
inferiores podem significar presenca de proteinas ou outros contaminantes. A razao
Aos0/A230 pode ser utilizada como um segundo indicador do grau de pureza da amostra e

os valores devem constar entre 2,0 e 2,2 (Clark et al., 2001).

Por vezes, ¢ necessario purificar e concentrar o DNA obtido na extragcdo. O LCG-
FMUC utiliza o kit “DNA Clean Concentrator” (Protocolo da Zymo®) para concentrar e
purificar o DNA. Este procedimento consiste em lavagens sucessivas (com tampodes de
lavagem) para remover os contaminantes presentes na amostra, com o objetivo de obter

um grau de pureza mais elevado e uma maior concentragdo de DNA.
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C2 - Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-
PCR)

A técnica Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR) ¢ um
método de biologia molecular confiavel e eficiente, aplicado em DPN, para a detegao

rapida de aneuploidias nos cromossomas 13, 18, 21, X e Y (Badenas et al., 2010).

A QF-PCR baseia-se na amplificagdo, dete¢do e analise de marcadores genéticos,
conhecidos como Short Tandem Repeats (STRs), que s3ao marcadores altamente
polimérficos, com nimero e comprimento variaveis entre os individuos. O principio
desta técnica visa analisar os STRs em loci polimdrficos dos cromossomas 13, 18, 21, X
e Y e, ainda, em /oci ndo polimodrficos dos cromossomas sexuais, com o objetivo de

determinar o nimero de copias presentes por célula (Cirigliano, 2009).

Esta técnica ndo necessita de cultura celular. Para se fazer a analise, é necessaria
apenas uma pequena quantidade de DNA extraido de amostras de vilosidades

corionicas, liquido amnidtico ou sangue fetal (Hultén et al., 2003).

A metodologia consiste, primeiramente, na extracio de DNA gendmico da
amostra ¢ na sua diluicdo (se necessario) para obter a concentracdo desejada. De
seguida, o DNA ¢ colocado em duas misturas de reagdo que contém primers para as
regides-alvo, necessarios para a reacdo de PCR. A reacdo de PCR ¢ realizada num
termociclador Veriti (Applied Biosystems, USA). Os STRs sdo amplificados, num ensaio
multiplex, usando um conjunto de primers marcados com fluorescéncia e,
posteriormente, sdo separados por tamanho através de eletroforese em gel capilar para
que os produtos possam ser visualizados e quantificados através de um sequenciador
automatico (Genetic Analyzer 3500 — Applied Biosystems, USA) e um software
apropriado (Cirigliano et al., 2009; Badenas et al., 2010).

A anélise e interpretacao dos resultados ¢ feita através do programa Devyser,
recorrendo ao software GeneMapper, € baseia-se no numero de picos de fluorescéncia
registados num eletroferograma e no calculo da proporcao entre a area e altura dos picos
de cada marcador, com o intuito de se determinar o numero de cdpias de cada

cromossoma analisado, sendo também possivel determinar o sexo da amostra.
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Um padrio alélico de dois picos iguais na mesma regido cromossOmica ¢
indicativo de duas copias da regido-alvo (dissomia — razdo de 1:1) (Figura 19a),
enquanto trés picos dentro da mesma regido cromossémica (1:1:1) (Figura 19b) ou dois
picos com uma razao de 1:2/2:1 (Figura 19¢) sdo indicativos de trissomia para essa

regido-alvo (Adinolfi et al., 1997).

Nos casos em que apenas aparece um pico numa determinada regido-alvo, ndo se
pode considerar esse marcador, uma vez que ndo ¢ informativo quanto ao numero de
alelos dessa regido, visto que pode tratar-se de uma situagdo de monossomia ou

homozigotia (Figura 19d).

Atualmente, o kit utilizado para a QF-PCR inclui vérios marcadores para os
cromossomas 13, 18, 21, X e Y na reagdo multiplex e, para além disso, inclui
indicadores nao polimorficos T1 e T3 para a quantificagdo relativa do cromossoma X,
de modo a distinguir entre uma situacdo de monossomia e homozigotia, que ndo sio
distinguiveis por marcadores polimorficos. Estes indicadores sdo sequéncias presentes
no cromossoma X € nos autossomas 3 ¢ 7 ¢ amplificam com primers idénticos. Numa
mulher XX, ¢ expectavel apresentar dois picos com uma razao de 1:1, visto que existem
dois cromossomas 3/7 para dois cromossomas X (Figura 19¢). Em situacdes de
monossomia do X (em mulheres e homens), o esperado ¢ obter uma razio de 2:1, tendo
em conta que existirdo dois cromossomas 3/7 para apenas um cromossoma X (X-

chromosome counting markers | Devyser, 2022) (Figura 19f).
Assim sendo, no total, uma analise de QF-PCR inclui:

e marcadores STR para cada um dos cromossomas 13, 18 e 21;

e marcadores polimdrficos pseudoautossémicos XY2 e XY3, presentes nos
cromossomas X e Y;

e marcadores ndo polimérficos AMELXY e SRY, que amplificam sequéncias nao
polimorficas nos cromossomas X (AMELX) e Y (AMELY e SRY), podendo ser
usados para determinar o numero relativo dos cromossomas X e Y e a

presenca/auséncia de um cromossoma Y;
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e marcador ndo polimorfico ZFYX, presente nos cromossomas X e Y, utilizado

para avaliar o nimero total de cromossomas sexuais, embora ndo seja possivel

distinguir o alelo do cromossoma X e do cromossoma Y

e marcador STR 18D, presente na mix 1 (18D-1) e na mix 2 (18D-2), que permite a

identificacdo da mistura cruzada na amostra analisada. Os comprimentos do alelo

18D devem ser idénticos em ambas as mix’s. Caso contrario, significa que ha

uma mistura de amostra.

Para validar um resultado, ¢ necessario ter, pelo menos, dois marcadores

informativos de cada cromossoma.

a) b) c) d)
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Figura 19 — Analise e interpretagdo dos resultados QF-PCR. (a) Marcador indicativo de uma dissomia (razdo 1:1) para o
cromossoma 18; (b) Marcador indicativo de uma trissomia do cromossoma 21 (razdo 1:1:1); (¢) Marcador indicativo de uma
trissomia do cromossoma 21 (razdo 2:1); (d) Marcador ndo-informativo do cromossoma 21; (e) Amostra do sexo feminino:
amplificacdo do marcador da amelogenina e proporcdo de 1:1 dos cromossomas 3 e X (presenca de dois cromossomas 3 e dois
cromossomas X); (f) Amostra do sexo masculino: amplificacdo do marcador da amelogenina (X e Y), propor¢do de 2:1 dos
cromossomas 3 e X (presenca de dois cromossomas 3 € um cromossoma X) e amplificacdo do marcador SRY. Imagem cedida pelo
LCG-FMUC.

Apos a analise e interpretagao dos resultados, ¢ feito um relatorio de acordo com o

que esta descrito nas guidelines internacionais e segundo o ISCN em vigor.
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C3 — Despiste de contaminacio materna através da analise de
STRs

A técnica QF-PCR, para além de ser aplicada no diagndstico rapido de
aneuploidias, também pode ser usada para despiste de contaminagao de células

maternas.

O despiste de contaminacdo materna ¢ realizado sempre que seja necessario
averiguar que nio existe contamina¢do materna na amostra, de modo a garantir que se
esta a estudar apenas o material genético do feto e se d4 um resultado correto. Para os
estudos moleculares em DPN, ¢ feito sempre em amostras do sexo feminino (Schrijver

et al., 2007).

No LCG-FMUC, a andlise de STRs para despiste de contamina¢do materna ¢ feita
através do kit Identifiler, baseado em STRs que amplificam loci polimdrficos de
diversos cromossomas ¢ o marcador da Amelogenina (AMEL) numa unica reagdo de

PCR.

Para este tipo de andlise, ¢ necessario ter uma amostra do feto e sangue materno
para se compararem as amostras e extrair/quantificar o DNA. Em seguida, ¢ feita uma
mistura de reacdo com os varios componentes necessarios para a amplificacdo das
regides-alvo, recorrendo a técnica de PCR, e faz-se a separacdo dos fragmentos por

eletroforese capilar.

A analise no sequenciador automatico e interpretacdo dos resultados resulta da
comparacao do perfil da amostra fetal com o da amostra materna. Quando se observa a
presenca de dois alelos no perfil da amostra fetal (um de origem materna e outro de
origem paterna), ndo existe contaminacao (Figura 20A). No entanto, quando se verifica
a presenca de trés picos no eletroferograma, significa que existe contamina¢do materna
(sendo que os picos correspondem aos dois alelos maternos ¢ a um alelo paterno)

(Figura 20B).

Pode-se afirmar que os resultados sdo conclusivos quando os perfis da mae e do
feto apresentam 2 picos, sendo que um deles ¢ coincidente. Contudo, os resultados
podem ser inconclusivos em diversas situagdes, nomeadamente: quando a mae ¢

homozigoética para determinada regido (Figura 20C); quando o feto e a mae tém os
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mesmos alelos; ou se existir um pico que suscite dividas quanto a ser um stutter
(artefacto da amplificacdo) ou um pico da amostra. Pode-se afirmar que ndo existe

contaminagdo materna quando sao encontrados, pelo menos, 2 marcadores conclusivos.
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Figura 20 — Analise e interpretagdo dos resultados. A) Sem contamina¢do materna: presenca de dois alelos na
amostra fetal e na amostra materna, com um pico coincidente (indicado com seta); B) Com contaminagdo
materna: presenga de trés alelos na amostra fetal correspondentes a dois alelos de origem materna (indicado com
seta) e um alelo paterno; C) Resultado inconclusivo: mae apresenta apenas um pico, sendo homozigoética para esta
regido. Imagem cedida pelo LCG-FMUC
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C4 - Diagnostico da Sindrome de X-fragil por PCR

A Sindrome do X-fragil (SXF) ¢ uma doenga genética ligada ao cromossoma X
dominante e ¢ considerada a causa hereditdria mais comum de atraso de
desenvolvimento psicomotor (ADPM) e perturbacdo do desenvolvimento intelectual
(PDI). E, ainda, a principal causa monogénica de perturbagio do espetro autista (PEA)

(Wang, 2012; Hunter, 2014).

Esta sindrome afeta 1 em cada 4000 homens e 1 em cada 8000 mulheres, sendo
que os homens tendem a manifestar um fen6tipo mais severo comparativamente as

mulheres, devido ao processo de lionizagao (Wattendorf, 2005; Biancalana et al.,2015).

A SXF ¢ causada por uma mutagdo no gene FMRI (Fragile X Messenger
Ribonucleoprotein-1) no cromossoma X (Xq27.3), associada a uma expansdo de um
trinucledtido CGG instavel na regido 5’UTR (untranslated region), que ultrapassa as
200 repetigdes. Esta mutacao resulta no silenciamento transcricional do gene FMRI,
devido a expansdo e subsequente metilagdo de repeticdoes CGG, impedindo a sua
expressdo. Consequentemente, a proteina FMRP também ndo sera expressa, a qual ¢
fundamental para o normal desenvolvimento das ligagdes entre neurénios € que, na sua
auséncia, da origem ao défice cognitivo que se verifica na sindrome do X-fragil

(Maddalena 2001; Pandey, 2004; Sherman, 2005; Tabolacci, 2008).

Consoante o numero de repeticdes do trinucledtido CGG, o gene FMRI pode
ocorrer sob quatro formas alélicas distintas: normal, intermédia, pré-mutagdo e mutagao

completa (Sherman, 2005).

Em situagdes normais, o nimero de repeticdes de CGG na regido 5S’UTR do gene
FMRI varia entre 6 a 44, sendo que, em média, a populacdo geral tem entre 29 a 30
repeticoes, ndo havendo risco de expansdao nem fendtipo associado a doenga (Hayes,
2009; Wang, 2012). Quando o nimero de repeticdes varia entre 45 e 54, considera-se
um alelo intermédio, que ¢ mais instavel, mas, ainda assim, ndo tem implica¢des
fenotipicas. J4 quando o nimero de repeti¢des oscila entre 55 e 200, denomina-se pré-
mutacao (PM). Esta expansao pode originar insuficiéncia ovarica precoce (FXPOI) nas
mulheres ou sindrome de tremor/ataxia (FXTAS) em ambos os sexos (McCary, 2013).

Por fim, os alelos com mais de 200 repeticobes de CGG estdo associados a

67



hipermetilacdo e inibi¢do da transcri¢do do gene e, consequentemente, a auséncia da
proteina FMRP, tratando-se de uma mutacao completa (MC), responsavel pelo fendtipo

tipico da SXF (Maddalena, 2001; Thompson e Thompson, 2015).

O fenoétipo desta sindrome ¢ variavel e depende do grau de expansdo e metilagao
do gene. Para além de défice cognitivo e dismorfismos fisicos caracteristicos, a SXF

esta associada a diversas comorbilidades médicas.

O diagndstico da sindrome do X-fragil ¢ feito tanto em pré como pds-natal, com
recurso a técnica PCR (polymerase chain reaction), cujo principal objetivo é determinar
o numero de repeticdes CGG, o grau de metilacdo do gene e a forma alélica

correspondente (Pandey, 2004).

A PCR convencional ¢ um método simples e rapido, que utiliza pequenas
quantidades de DNA, e permite determinar corretamente o tamanho dos alelos normais,
intermédios e pré-mutados, sem influéncia da inativacao aleatéria do cromossoma X

(Pandey,2004; Sherman, 2005).

A andlise ¢ feita utilizando um par de primers especificos que flanqueiam a
regido-alvo, permitindo a sua amplificacdo e determinando o numero de repeticdes
presentes em cada alelo do individuo em analise. As reacdes de PCR sdo realizadas num
termociclador e as amostras sdo sequenciadas num sequenciador automatico (Genetic
Analyzer 3500 — Applied Biosystems, USA), recorrendo a uma eletroforese capilar e, em
seguida, os resultados sdo interpretados recorrendo ao software GeneMapper, onde se
visualiza o tamanho dos fragmentos e se faz o calculo do nimero de tripletos CGG para

se classificar a forma alélica presente (Sherman, 2005).

Na PCR convencional, para se calcular o nimero de tripletos, ¢ necessario ver o
valor do pico obtido pelo sequenciador e subtrair 221 (que é o tamanho do fragmento
amplificado sem a sequéncia repetitiva) e, em seguida, divide-se esse valor por trés e

somam-se 6 (que € o fator de corregdo).

Os resultados obtidos na PCR convencional sdo conclusivos quando se obtém um
pico numa amostra do sexo masculino (Figura 21a) e dois picos numa amostra do sexo

feminino (Figura 21b).
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Figura 21 — Exemplos de resultados obtidos por PCR convencional. (a) Amostra do sexo masculino com alelo
normal, contendo 24 CGG (célculos: 274-221=53/3=17,6+6=24); (b) Amostra do sexo feminino com alelos normais,
contendo 29 e 36 CGQG, respetivamente (calculo do 1° alelo: 291-221=70/3=23,34+6~29; calculo do 2°alelo: 312-
221=91/3=30+6=36). Imagens cedidas pelo LCG-FMUC.

Contudo, a PCR convencional ndo tem a capacidade de amplificar pré-mutacdes
de grandes dimensdes ou mutagdes completas, nem permite a detecdo de mosaicos com
alelos normais e pré-mutados, devido a amplificacao diferencial, pelo que os individuos
sdo incorretamente identificados como tendo alelos normais (Pandey, 2004). Para além

disso, pode levar a resultados ambiguos.

Quando os resultados da PCR convencional s3o inconclusivos, ¢ necessario
recorrer ao Triplet Repeat Primed PCR (TP-PCR), nomeadamente em situagcdes em que:

a amostra ¢ do sexo masculino e ndo se obtém nenhum pico; a amostra ¢ feminina e

69



apenas tem um pico (homozigdtica) ou tem um pico normal e outro indicativo de pré-

mutagdo; existem duvidas na analise; ou existe historia familiar.

A TP-PCR, para além de ter um par de primers especificos, contém um terceiro
conjunto de primers que apresentam complementaridade para os tripletos CGG, o que
origina inimeros fragmentos de diversos tamanhos, permitindo ndo s6 detetar pré-
mutagdes de grande dimensdo e mutacdes completas como também discriminar
mulheres homozigodticas normais de mulheres com mutacao completa (Figura 22). No
entanto, esta técnica ndo deteta alteragdes que envolvem o gene FMRI nem mosaicismo

de baixa expressao (Chen, 2010; Seneca, 2012).

Na TP-PCR, o calculo do nimero de tripletos baseia-se no valor do pico obtido
pelo sequenciador automadtico. De seguida subtraem-se 228 (que ¢ o tamanho do
fragmento amplificado sem a sequéncia repetitiva) e divide-se esse valor por trés.
Consoante o valor obtido, classifica-se em normal, intermédio, pré-mutagdo ou mutacao

completa.
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a — Resultado PCR convencional
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Figura 22 — Exemplo de um resultado inconclusivo obtidos por PCR convencional e confirmagdo por 7P-PCR. (a) Resultado
inconclusivo de uma amostra do sexo feminino com apenas um pico, por PCR convencional; (b) Resultado de uma amostra do
sexo feminino com um alelo normal (24 CGQG) e outro com uma mutagdo completa (286 CGG), por TP-PCR (célculo do 1°
alelo: 299-228=71/3=24; célculo do 2°alelo: 1085-228=857/3~286). Imagens cedidas pelo LCG-FMUC.
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C5 - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

O Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) é um método semi-
quantitativo e ndo automatizado capaz de detetar variagdes no numero de copias
(CNVs) de sequéncias de DNA genomico, numa unica reacdo de PCR multiplex

(Schouten et al., 2002).

Esta técnica baseia-se na amplifica¢do, por PCR, de até 60 sondas (em que cada
uma deteta uma sequéncia especifica de DNA) e na sua separacdo por eletroforese

capilar (Schouten et al., 2002).

O MLPA ¢ util para a detecio de CNVs, incluindo microdelecdes e
microduplica¢des (Boormans ef al., 2011). No entanto, ndo deteta alteragdes de ploidia,
mosaicismo de baixa expressdo, alteragdes estruturais equilibradas nem CNVs que se

situem fora da sequéncia-alvo das sondas (Veghel-Plandsoen et al., 2011).

As principais aplicagdes do MLPA sao no estudo de CNVs em regides
subteloméricas de individuos com défice cognitivo e ¢ particularmente importante no
diagnéstico de sindromes de microdelecdes/microduplicagdes especificas, tais como a
Sindrome de Williams ou Sindrome de DiGeorge; ou associadas a alteragdes do espetro

do autismo (Cai et al., 2008; Wu et al., 2010).
Em termos laboratoriais, esta técnica pode dividir-se em 5 etapas:

1. Desnatura¢do do DNA e hibridizac¢ao das sondas;
Ligacao das sondas hibridizadas;
Amplificagdo por PCR;

Separacdo de produtos de amplificacdo por eletroforese capilar;

wok »wN

Analise de resultados.

Primeiramente, as amostras de DNA s3ao colocadas no termociclador para
desnaturar e separar as cadeias de DNA. Posteriormente, ¢ adicionada uma mix de
hibridizacao (que contém uma mistura de sondas MLPA) e um tampao (MRC-Holland,

2019) (Figura 23A).

Cada sonda de MLPA consiste em duas hemi-sondas de oligonucleotidos, uma
sintética e uma derivada do bacteriofago M13. Os dois oligonucleo6tidos hibridizam em
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locais especificos adjacentes da sequéncia-alvo, tendo cada hemi-sonda uma sequéncia
de primers universal numa extremidade, que permite a amplificagdo simultanea, por
PCR multiplex, de todas as sondas e, para além disso, uma das hemi-sondas inclui uma
sequéncia stuffer, de tamanho diferente para cada sonda, o que permitird a obtencado de
produtos de PCR com tamanhos distintos para cada uma das sondas (Schouten et al.,

2002; MRC-Holland, 2019).

As sondas de MLPA ficam a incubar durante 15 a 20 horas para hibridizar com as
sequéncias-alvo diretamente adjacentes, de modo a serem ligadas numa tnica sonda, na

fase da ligagdo.

Ap6s a hibridizagdo, ¢ adicionada uma mistura que contém o tampao da ligase A,
o tampao da ligase B e a enzima Ligase-65. As sondas que hibridizaram sao ligadas pela
Ligase-65 com as sequéncias-alvo imediatamente adjacentes para poderem ser

amplificadas por PCR (Schouten et al., 2002; MRC-Holland, 2019) (Figura 23B).

De notar que a enzima Ligase-65 ¢ muito especifica. Se ndo ocorrer a hibridizagao
imediatamente adjacente das 2 hemi-sondas com as sequéncias-alvo, a enzima nao sera
capaz de fazer a sua ligacdo e formar um tunico fragmento passivel de ser amplificado

(Schouten et al., 2002).

A etapa da ligacdo termina inativando-se a enzima Ligase-65, de modo a separar

as sondas da cadeia de DNA complementar, antes da fase seguinte — amplificacgao.

Para a amplificacdo das sondas, ¢ adicionada uma mix que contém a enzima
polimerase e uma mix de primers (constituida por dNTPs e os primers sense e anti-
sense para PCR). O primer sense (forward) para a PCR ¢ marcado com um flurocromo
(geralmente, FAM) para que os produtos da amplificagdo sejam visualizados durante a
separacao dos fragmentos, na eletroforese capilar (Schouten et al., 2002; MRC-Holland,

2019).

Uma vez ligadas, todas as sondas de MLPA sdo, entdo, amplificadas numa unica

reacdo de PCR, utilizando apenas um par de primers (Figura 23C).

Os produtos de PCR de tamanho individual s3o, posteriormente, separados e

quantificados por eletroforese capilar. A separagdo dos fragmentos por eletroforese
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capilar ¢ feita consoante a sequéncia stuffer de cada uma das sondas. Para se determinar
o tamanho dos fragmentos amplificados, ¢ utilizado um marcador de peso molecular em
que os fragmentos possuem tamanhos previamente conhecidos (geralmente, ROX500
ou LIZ500). Tanto os fragmentos amplificados da amostra em estudo como os do
marcador de peso molecular sio marcados com fluor6foros diferentes. A intensidade
dos fluordforos ¢ visualizada num padrdo de picos, designado de eletroferograma

(Figura 23D).

Comparando os picos, ¢ possivel determinar o tamanho de cada fragmento de
MLPA amplificado. Uma vez determinados os tamanhos, cada pico representativo de
um fragmento de MLPA amplificado pode ser associado a uma sonda do painel
selecionado e estas poderao ser quantificadas durante a etapa de analise (Schouten et al.,

2002).

Por fim, a analise de resultados ¢ feita através do software Coffalyser
(V140721.1958). Este sofiware permite ver os resultados e os respetivos racios obtidos
através de uma comparagdo entre as sondas de referéncia e as sondas-alvo, com o

intuito de identificar possiveis CNVs (MRC-Holland, 2019) (Figura 23E).

O numero de copias ¢ obtido pela razdo entre a area do pico da sonda-alvo
(amostra) e a média das areas dos picos das sondas de referéncia. Um racio com um
valor entre 0,8 ¢ 1,2 ¢ considerado um resultado MLPA normal (sem alteracao). J4 um
racio inferior a 0,7 ¢ indicativo de uma delecdo e um racio superior a 1,3 ¢ indicativo de

uma duplicacdo (Schouten et al., 2002; Willis et al., 2012).
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Figura 23 — Representacdo esquematica das etapas do procedimento de MLPA. (A) Desnaturagdo do DNA e
hibridizagdo das sondas; (B) Ligacdo das sondas hibridizadas; (C) Amplifica¢do por PCR; (D) Separagdo de produtos de
amplificagdo por eletroforese capilar; (E) Analise dos dados através do software  Coffalyser.
Adaptado de MRC-Holland.
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Para obter bons resultados, ¢ importante ter boas amostras e bons controlos. Cada
experiéncia de MLPA devera incluir: amostras a analisar, 3 controlos normais ou
referéncias, 1 controlo positivo e 1 controlo negativo. Os 3 controlos normais servem
para comparar com a amostra a analisar e devem estar distribuidos pelo termociclador.
J& o controlo negativo serve para ver se ndo ha contaminagdes e o positivo para fazer o

controlo da reagcdo (MRC-Holland, 2019).

A qualidade da reacdo MLPA ¢ avaliada pela presenga de picos de controlo de
qualidade (CQ) que fornecem informagdes sobre a eficiéncia da amplificacdo e a
quantidade correta de DNA utilizada. Para o controlo interno de qualidade, ¢ necessario
ter: uma sonda padrdo, fragmentos Q, fragmentos D, um branco e fragmentos X ¢ Y

(MRC-Holland, 2019).

A sonda padrdo ¢ uma sonda normal que serve de elemento-padrao para comparar
com os fragmentos Q e D. Os fragmentos Q (64, 70, 76 e 82 nt) funcionam como um
controlo para se saber se foi adicionada quantidade de DNA suficiente e se a ligagdo foi
bem-sucedida. Estes fragmentos nao precisam de hibridizar com o DNA ou de serem
ligados para amplificarem durante a reacdo de PCR. Quando a quantidade de DNA ¢
reduzida ou de ma qualidade, os fragmentos Q apresentam valores elevados, enquanto
que, quando a quantidade de DNA ¢ adequada, apresentam valores baixos. De notar
que, no controlo negativo, ¢ esperado encontrar valores elevados, visto que ndo ha
amostra, logo nao ha DNA (MRC-Holland, 2019) (Figura 24A). Relativamente aos
fragmentos D (88 e 96 nt), estes detetam sequéncias em ilhas CpG excecionalmente
densas. As ilhas CpG apresentam um elevado teor de GC e sao dificeis de desnaturar.
Quando os fragmentos D apresentam valores baixos, indica que a amostra de DNA nao
foi suficientemente desnaturada. A desnaturacdo incompleta de uma amostra de DNA
pode originar falsos resultados e, por isso, ndo podemos confiar neles, porque nao
houve uma correta hibridizagdo. Portanto, idealmente os valores dever ser elevados para
se concluir que houve uma desnaturacao completa (Figura 24B). Por ultimo, o controlo
sem DNA (branco) deve apresentar somente os 4 fragmentos Q e os fragmentos X e Y

sdo controlos para a identificacdo do sexo da amostra (MRC-Holland, 2019).
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Figura 24 — Controlo interno de qualidade da reagdo MLPA através da analise dos fragmentos Q e D. (A1) Valores dos
fragmentos Q elevados, devido a pequena quantidade de DNA (5ng); (A2) Valores dos fragmentos Q baixos, devido a
quantidade de DNA suficiente na amostra (50ng); (B1) Valores elevados dos fragmentos D, indicativos de uma
desnaturacdo completa; (B2) Valores baixos dos fragmentos D, indicativos de uma desnaturag¢ao incompleta. Adaptado
de MRC-Holland.
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C6 — Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MS-MLPA)

O Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) ¢ uma técnica semi-quantitativa ¢ ndo automatizada usada para determinar a
variacdo do numero de copias (CNVs) e avaliar a metilacdo de sequéncias de DNA,

numa Unica reagcdo de PCR multiplex (MRC-Holland, 2020).

O principio do MS-MLPA baseia-se na amplificacdo de até 60 sondas (em que,
cada uma, deteta uma sequéncia de DNA especifica) e no uso de

uma endonuclease (a Hhal), que ¢ sensivel ao DNA metilado (MRC-Holland, 2020).

O procedimento desta técnica ¢ muito semelhante ao descrito para o MLPA. A
diferenca ¢ que, na fase da ligacdo, a reacdo MS-MLPA ¢ dividida em 2 partes: uma
parte da reagdo ¢ processada como uma reagdo MLPA normal, dando informagdes sobre
o namero de copias do DNA alvo, enquanto a outra parte ¢ processada com a adicao (a
reacdo) de uma enzima de restricdo sensivel a metilacdo (Hhal), que fornece
informagdes sobre o perfil de metilagdo do DNA alvo. Esta enzima ¢ adicionada ao

mesmo tempo que a enzima Ligase-65 (MRC-Holland, 2020).

As sondas especificas de metilagdo tém sequéncias de DNA que contém um sitio
de restri¢do para a enzima Hhal. Esta enzima ¢ capaz de reconhecer a sequéncia GCGC
ndo metilada e, como tal, ¢ usada para digerir as amostras de DNA ndo metiladas. Estas
sondas, ao hibridizarem com um alvo de DNA n3o metilado, serdo ligadas e,

simultaneamente, digeridas pela Hhal (MRC-Holland, 2020).

Uma sonda MS-MLPA digerida ndo ird gerar um sinal, porque nao pode ser
amplificada na reagdo de PCR. Em contraste, quando a sequéncia-alvo da sonda MS-
MLPA ¢ metilada, o grupo metil impedird a sua digestdo com a Hhal e, por ndo ser
digerida pela enzima, serd amplificada na reacao de PCR, resultando num sinal normal

(MRC-Holland, 2020) (Figura 25).

Os resultados obtidos sdo analisados utilizando o software Coffalyser
(V140721.1958) e a interpretacao das CNVs ¢ feita da mesma forma para o MLPA. Ja a
interpretagdo do estado de metilagdo das amostras em estudo ¢ feita intra-amostra,

comparando as sondas-alvo digeridas com as nao-digeridas (MRC-Holland, 2020).
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Figura 25 — Representacdo esquematica do procedimento de MS-MLPA. Adaptado de MRC-Holland

Atualmente, o MS-MLPA ¢ essencial para o diagnostico molecular de vérias
doengas causadas pela metilagao anormal do DNA. Uma das aplicagdes mais utilizadas
esta relacionada com o diagnostico molecular da Sindrome de Prader-Willi (PWS) e da
Sindrome de Angelman, que sdo as doengas genéticas mais comuns associadas a
imprinting genémico, bem como no diagndstico molecular da Sindrome de Beckwith-

Wiedemann e a Sindrome de Silver-Russel (MRC-Holland, 2020).
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C7 - Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH)

O Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) ¢ uma técnica de
microarray que permite estudar todo o genoma em simultdneo, com uma resolucao
superior a citogenética. O principio desta técnica baseia-se na comparagdao entre o
genoma da amostra em estudo com um genoma de referéncia, de modo a identificar
possiveis desequilibrios ~ cromossémicos (CNVs), incluindo alteragoes
submicroscopicas, na amostra em estudo (Allemeersch, et al., 2009; Shaffer et al.,
2012; Scott et al., 2013). Contudo, o aCGH nao deteta alteragdes equilibradas,
poliploidias, mosaicismo de baixa expressdo, dissomia uniparental nem mutagdes

pontuais (Park et al., 2010; Novelli et al., 2012).

Esta técnica pode ser realizada utilizando 2 tipos de sondas diferentes: bacterial
artificial chromosomes (BACs), com um tamanho variavel entre 80 e 200 pb, ou
oligonucleotidos, que t€ém um tamanho entre 25 e 85 pb (Shaffer e Bui, 2007). As
sondas de oligonucledtidos sdo as mais utilizadas (incluindo no LCG-FMUC) visto que
existem muitas sondas disponiveis comercialmente e estas t€ém uma melhor resolucao,
com uma capacidade para detetar alteragdes mais pequenas, comparativamente as

sondas de BACs (Bi ef al., 2008).
O procedimento laboratorial divide-se, essencialmente, em trés etapas:

e Marcacdo do DNA gendémico com fluorescéncia (ou labeling);
e (Co-hibridizagao;

e Scanning das laminas que contém as amostras de DNA.

Primeiramente, procede-se a extracdo e quantificagdo do DNA das amostras em
estudo. Em seguida, faz-se a marcagdo do genoma em analise ¢ do genoma de
referéncia com fluorocromos de diferentes cores (Cianina 5 (Cy5), que marca as
amostras em estudo a vermelho, e a Cianina 3 (Cy3), que marca as referéncias a verde).
Apo6s a marcacao dos genomas, quantificam-se as amostras e faz-se a co-hibridizagao
num microarray (laminas de vidro), que contém oligonucledtidos (sondas de DNA)
para as diversas regides gendémicas, sendo que as amostras em estudo e as de referéncia
vao hibridizar juntamente com uma mistura de hibridizacao, constituida por Cot-1 DNA,

para minimizar a hibridizagao inespecifica (Zuffardi et al., 2011).
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Terminada a hibridizacdo competitiva entre ambas as amostras de DNA com as
sondas, fazem-se lavagens e coloca-se o microarray num scanner, para medir a
intensidade de fluorescéncia das amostras. Por fim, as imagens obtidas pelo scanner sao
processadas, com softwares especificos, e sujeitas a uma avaliagdo, com diversos
parametros de qualidade, de modo a verificar se podem prosseguir para andlise e

interpretagdo dos resultados (Allemeersch et al., 2009; Brady e Vermeesch, 2012).

A analise e interpretacdo dos resultados ¢ feita através da avaliagdo e
quantificagdo da fluorescéncia utilizando o software CytoGenomics da Agilent
Technologies®, que fornece um racio, em forma de logaritmo (log), das intensidades de
fluorescéncia emitidas pelas amostras em estudo e referéncias (Kallioniemi et al., 1992;

Zuffardi et al., 2010; Brady e Vermeesch, 2012).

A diferenga entre a intensidade de fluorescéncia emitida pelo DNA em estudo e
pelo DNA de referéncia € proporcional a diferenca no niimero de cdpias entre ambas as
amostras, ou seja, se for emitida uma cor amarela, significa que a intensidade de
fluorescéncia de Cy5 (vermelho) e Cy3 (verde) ¢ igual para um determinado locus,
tendo um valor de 0 (log22/2 = 0), o que indica que ha um equilibrio no nimero de
copias nessa regido gendémica. Por outro lado, se for emitida cor vermelha, significa que
a amostra em estudo (Cy5) apresenta maior fluorescéncia comparativamente a amostra
de referéncia (Cy3), o que indica que tem um ganho de material gendmico nessa regiao
(log23/2 = 0,58). Caso seja emitida uma cor verde, significa que a amostra em estudo
apresenta uma perda de material gendémico, numa determinada regido (log21/2 = -1)

(Allemeersch et al., 2009).

O software CytoGenomics permite, ainda, comparar as amostras em estudo com
as amostras de referéncia e, assim, determinar o numero de coOpias presentes

(Kallioniemi et al., 1992; Zuffardi et al., 2010; Brady e Vermeesch, 2012).

Para a andlise das variagcdes no numero de copias (CNVs) encontradas na amostra
em estudo, primeiramente, ¢ necessario eliminar as CNVs da referéncia e, em seguida,
classificar as CNVs de interesse, de acordo com a sua patogenicidade, em: Benigna,
Provavelmente benigna; De significado clinico incerto (VOUS); Provavelmente

patogénica; Patogénica.
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As CNVs sao consideradas benignas quando a alteragdo ndo estd associada a um
fendtipo patogénico, contrariamente as CNVs patogénicas. As CNVs sdo classificadas
como sendo de significado clinico incerto quando nao se consegue dizer o impacto da

alteragdo no fenotipo (Lee et al., 2007; Clancy, 2008).

A classificagdo ¢ feita com recurso a bases de dados internacionais para comparar
a CNV encontrada com alteracdes genéticas ja identificadas. O software utilizado da
acesso direto a base de dados UCSC Genome Browser para cada uma das alteracdes
encontradas, o que permite obter informagdes sobre: os genes envolvidos; alteragdes
semelhantes ja descritas (se sdo patogénicas, VOUS ou benignas); possiveis CNVs
reportadas em individuos saudaveis na DGV (Database of Genomic Variants); possiveis
sindromes relacionadas com a regiao da alteragcdo encontrada, através da base de dados
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man); e casos descritos com alteragdes
semelhantes a encontrada e o respetivo fendtipo, através da base de dados DECIPHER
(Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl

Resources) (Hastings ef al., 2012).

A interpretacdo das CNVs ¢ feita com base na analise, nas indicagdes clinicas e no
estudo dos progenitores. No caso do DPN, as informac¢des da ecografia sdo
fundamentais para a andlise do aCGH, caso apresentem anomalias fetais ou sinais

ecograficos de alerta (Vermeesch ef al., 2012; Hillman et al., 2012).

Os resultados que apresentam maior complexidade ao nivel da interpretagdo sao
os de significado clinico incerto, visto que, através da andlise do genétipo, ndo se
consegue definir a sua patogenicidade (Clancy, 2008; Vermeesch et al., 2012; Ahn et
al., 2013).

Para as CNVs classificadas como sendo patogénicas, deve ser feita uma pesquisa
na literatura para tentar encontrar casos semelhantes reportados e entender as suas

implicagdes.

Por fim, deve ser elaborado um relatorio com o resultado obtido, de acordo com o
ISCN em vigor e com as guidelines internacionais, €, no caso de haver CNVs
patogénicas, ¢ importante reportar o diagnostico e colocar referéncias bibliograficas de

casos semelhantes descritos na literatura (Silva et al., 2019).
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Atualmente, devido ao seu poder de resolu¢do, o aCGH, na maioria das situagdes,
¢ o teste de primeira linha e ¢ amplamente utilizado em diagnostico pos-natal,
nomeadamente em casos de individuos com défice intelectual, dismorfismos, anomalias
congénitas multiplas e perturbacdo do espetro autista; e em diagnostico pré-natal,
nomeadamente em fetos com anomalias ecograficas e apds um caridtipo com uma
alteracdo estrutural desequilibrada de novo. Pode, também, ser utilizado em oncologia

(Ahn et al., 2010).
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Figura 26 — Representacdo esquemadtica da técnica de aCGH. O DNA das amostras em estudo e das referéncias ¢
marcado com dois fluorocromos (Cy5 e Cy3, respetivamente). Em seguida, faz-se a co-hibridizagdo competitiva
num microarray (1amina de vidro), que contém oligonucleo6tidos. Posteriormente, ¢ feita a leitura das laminas
num scanner e, por fim, a analise de resultados no software. Adaptado de Colaianni et al. (2016).
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C8 — Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT)

O teste pré-natal ndo-invasivo (NIPT) ¢ um teste de rastreio que se baseia na
analise do DNA fetal livre em circulagdao materna, a partir de uma amostra de sangue
periférico, e permite determinar o risco do feto para determinadas alteracdes
cromossomicas, nomeadamente aneuploidias dos cromossomas 13, 18 e 21, e ainda,
determinar o sexo fetal. Para além disso, consoante o método utilizado, o NIPT ¢ capaz
de dar informacdo sobre aneuploidias dos cromossomas sexuais (Lo et al., 1997;

Curnow et al., 2018).

Esta técnica molecular utiliza a sequenciagao de nova geragao (NGS) sendo, por
isso, uma abordagem com elevada especificidade e sensibilidade no rastreio de

aneuploidias mais comuns (Curnow et al., 2018).

Embora os métodos de rastreio baseados na quantificagao de proteinas no sangue
materno e na avaliacdo ecografica tenham uma sensibilidade de cerca de 80-90% para a
trissomia 21, apresentam uma taxa de falsos-positivos de cerca de 5%, o que faz com
que tenham valores preditivos positivos baixos (~5%), levando a necessidade de
submeter as gravidas a procedimentos invasivos mais frequentemente (Malone, 2005).
No entanto, o NIPT pode aumentar significativamente a taxa de dete¢ao de fetos com
T21 e diminuir os resultados falsos-positivos, visto que tem valores preditivos positivos
acima de 50%, reduzindo o numero de procedimentos invasivos (Bianchi, 2014;
Curnow et al.,, 2018). Assim sendo, a sensibilidade/especificidade do NIPT para a
trissomia 21 ¢ superior a 99%. J4 para as outras aneuploidias, apresenta uma

sensibilidade/especificidade mais baixa (Goldwaser e Klungman, 2018).

O DNA livre em circulagao materna (cfDNA) ¢ uma mistura de DNA materno e
DNA fetal, com origem na placenta, e corresponde a cerca de 3-13% do total do
cfDNA. A precisao/sucesso do NIPT ira depender da tecnologia utilizada e da
percentagem de DNA fetal livre no sangue materno (denominada fragdo fetal)

(Breveglieri et al., 2019).

A fragao fetal (FF) ¢ um parametro muito importante na analise do NIPT e o seu
valor pode aumentar com a idade gestacional ou diminuir com as caracteristicas

maternas (por exemplo, obesidade) e feto-placentares (por exemplo, se tem aneuploidia
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do 13 ou 18) (Breveglieri et al., 2019). O valor minimo de FF para obter resultados
precisos ¢ de 2-4% (Deng e Liu, 2022).

Como tal, ¢ importante haver cfDNA fetal suficiente na corrente sanguinea da
mae para ser possivel identificar alteragdes cromossdmicas fetais, porque baixas fracdes
fetais podem levar a impossibilidade de realizar o NIPT ou a um resultado falso-

negativo (Goldwaser e Klungman, 2018).

O NIPT pode ser realizado a partir da 10* semana de gestagdo, visto que, nesta
altura, a fracdo fetal ja se encontra, geralmente, acima de 4%. Nao deve ser realizado
antes porque a FF ¢ demasiado baixa para obter resultar confiaveis e ndo deve
ultrapassar as 16 semanas para que seja possivel realizar outros testes em tempo util,

caso seja necessario confirmar o resultado obtido (Breveglieri ef al., 2019).

Quando o resultado ¢ positivo, ¢ necessario fazer a sua confirmagao recorrendo a
métodos invasivos, porque o material genético utilizado na anélise ndo ¢ proveniente do
feto diretamente e pode-se estar perante um mosaicismo confinado a placenta

(Goldwaser e Klungman, 2018).

As plataformas utilizadas para o NIPT baseiam-se em métodos de contagem ou
métodos de genotipagem utilizando SNPs (Goldwaser e Klungman, 2018), sendo este

ultimo o utilizado no LCG-FMUC.

O procedimento laboratorial consiste, primeiramente, em isolar o plasma do
sangue materno para se fazer a extragao e purificagdo do cfDNA. De seguida, preparam-
se bibliotecas para amplificar o cfDNA por PCR multiplex. Apds a amplificagdo, ¢ feita
uma purificagdo do produto de PCR multiplex através de “beads” magnéticas.
Posteriormente, faz-se um PCR universal, onde sao incluidas sequéncias especificas
(barcodes) que irao permitir distinguir as sequéncias de cada gravida. Terminado o PCR
universal, ¢ realizado um controlo de qualidade de todos os produtos amplificados,
através de um gel de agarose e, tal como no PCR multiplex, uma purificagio com
“beads” magnéticas. Por fim, as amostras sao quantificadas num fluorimetro Qubit e ¢
feito o pooling com o numero de bibliotecas para a plataforma /llumina utilizada e sdo

feitas dilui¢cdes adequadas do pool.
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Finalizada a sequencia¢do de nova geragdo (NGS), ¢ gerado um ficheiro FASTQ
e, a partir deste ficheiro, ¢ feita a anélise de varios pardmetros, nomeadamente a fracao
fetal (que ndo deve ser inferior a 3%, caso contrario o resultado ¢ inconclusivo), a

ploidia dos cromossomas 13, 18 e 21 e, opcionalmente, o sexo do feto.

A andlise e interpretacdo dos resultados ¢ feita através de uma pipeline

informatica de analise de dados (Clarigo Reporter V2.0).

De notar que o NIPT baseado em SNPs ndo pode ser aplicado em casos de
gravidez multipla nem gestagdes resultantes de procriagdo medicamente assistida (com

recurso a doagdo de 6vulos) (Kim, 2022).

6.3. Fase pos-analitica

A fase pos-analitica ¢ a etapa final do processo laboratorial e estd dependente do
sucesso das fases anteriores, por isso ¢ importante garantir a qualidade de todos os

procedimentos (Silva et al.,2019).

Esta fase inclui a interpretagdo/validacdo dos resultados, a emissao de um
relatério e a sua comunicagdo ao médico requisitante, dando todas as informacgdes
relevantes sobre o resultado obtido. O tempo de resposta deve ser o mais breve possivel,
tendo em conta o motivo do estudo e o nivel de urgéncia, e o relatorio deve ser feito
segundo as guidelines estabelecidas e de acordo com as normas estabelecidas pela
ISO15189. Para além disso, ¢ importante que o relatorio seja informativo, claro e
objetivo de forma a ser facilmente interpretado (Silva et a/.,2019). Em anexo, encontra-

se um exemplo de um relatério (anexo 2).

Por fim, toda a informagdo clinica ¢ laboratorial do caso estudado deve ser

devidamente armazenada/arquivada (Wolf e Wolf, 2017).
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Tabela 1 — Vantagens e desvantagens/limitagdes das técnicas de citogenética, genética molecular e gendmica.

Area  Técnica Vantagens Desvantagens/Limitacées
Estudo simultaneo de todos os cromossomas; Limite de resolugdo (5-10Mb);
Citogenética Permite detetar alteragdes cromossomicas numéricas/estruturais, incluindo rearranjos R © cultura celular ri’An 12 vor parte do téenico:
Convencional equilibrados e desequilibrados, e situagdes de mosaicismo. equer cuttura celuiar € experiencia por parte ¢o techico,
Tempo de resposta demorado.
S
32 Maior poder de resolucdo que a citogenética convencional, capaz de detetar
g alteragdes equilibradas com tamanho inferior a 3-5Mb; Técnica laboriosa, dispendiosa, dirigida ¢ a analise é complexa;
e Citogenética Técnica simples, com elevada especificidade e sensibilidade; Nao permite detetar alguns rearranjos submicroscopicos, mosaicismo
'G' Molecular Pode ser realizada em nucleos em interfase, cromossomas em metafase ou outras de baixa expressdo, bem como alteragdes a nivel génico (DNA);
(FISH) células (em varios tipos de tecidos); Os resultados baseiam-se unicamente nas regides abrangidas pela
Permite detetar alteragdes cromossomicas ndo detetdveis por citogenética sonda.
convencional, identificar situagdes de mosaicismo e caracterizar cromossomas
marcadores.
E uma técnica simples, rapida e facil de interpretar, com alta sensibilidade e
especificidade na detegdo de alteragdes cromossomicas; O custo-beneficio depende do rendimento da amostra;
51 QF-PCR Nao ¢é necessario: cultura celular, pessoal especialmente treinado ou equipamento Nao deteta rearranjos equilibrados nem desequilibrios cromossémicos
é‘ especializado nem muita quantidade de DNA genomico; envolvendo regides fora das localizagdes dos STRs utilizados;
‘g Pode detetar triploidias, mosaicismo e contaminagdo de células maternas. Nao deteta mosaicismo de baixa expressao.
)
% E uma técnica com custo acessivel, reprodutivel, facil de executar e interpretar; Nio deteta: alteragdes de ploidia, mosaicismo de baixa expressio,
- E sensivel para a detegdo de aneuploidias mais comuns; rearranjos equilibrados, contaminagdo materna, dele¢des/duplicacdes
= MLPA Nido necessita de cultura celular, equipamento especifico nem muita que se situem fora da sequéncia alvo das sondas;
§ /MS-MLPA quantidade/qualidade de DNA; Alteracdes (como SNPs, mutagdes pontuais, indels de pequena
S Permite a andlise ¢ o processamento de um grande numero de amostras em dimensao) na sequéncia alvo (ou perto) detetadas por uma sonda
= simultaneo. podem causar falsos resultados positivos.
S
= ~ . , .
2 AICIELE Ndo I.1€c<.3s51ta. de celulas vivas; . ~ Aered Nao deteta rearranjos equilibrados, mosaicismo de baixa expressao
) Permite identificar genes envolvidos nas alteragdes cromossomicas; . . . )
& Baixo limite de resolugdo (submicroscopico). wom dls§0m1a uglparegtal, . ~ o
E uma técnica dispendiosa e a sua interpretag@o pode ser dificil.
NIPT E uma técnica com elevada sensibilidade, especificidade, com taxas de detecio E uma técnica dispendiosa;

>99% para T21 e falsos-positivos <0,5%.

O excesso de peso da gravida ¢ um fator limitante.
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Capitulo VI — Analise e interpretacao de casos clinicos

No decorrer do estagio, foi possivel acompanhar casos clinicos, com o intuito de
adquirir conhecimento a nivel do procedimento laboratorial utilizado bem como a nivel
da anélise e interpretagdo dos resultados obtidos e elaboragdo de relatérios, de acordo
com as guidelines estabelecidas. Alguns desses casos clinicos irdo ser discutidos em

seguida e abrangem a 4rea da citogenética e a area da genética molecular e gendmica.

7.1. Caso clinico I

Feto com anomalias ecograficas as 17 semanas, nomeadamente holoprosencefalia,
fenda palatina, osso nasal ausente e intestino ecogénico. Progenitor paterno portador de

um rearranjo cromossoémico — t(7;12)(q34;q24). Foi solicitado o estudo do cariétipo.

O estudo citogenético baseou-se na analise cromossoémica de metafases com
bandagem G, obtidas a partir de células do liquido amnidtico. O resultado revelou um
cariotipo desequilibrado, de constituicdo cromossomica masculina, com um derivativo
do cromossoma 7 resultante de uma transloca¢do envolvendo os cromossomas 7 ¢ 12,
com pontos de quebra em 7q34 e 12924, de origem paterna:

46,XY ,der(7)t(7;12)(q34;924)dpat (Figura 27).

2 it i ]

Figura 27 — Cariograma representativo do caso clinico I. E possivel observar a presenga de um derivativo
do cromossoma 7 (seta vermelha) resultante de uma translocacdo envolvendo os cromossomas 7 e 12.
Resultado (ISCN-2020): 46,XY ,der(7)t(7;12)(q34;q24)dpat.
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Deste modo, a andlise citogenética revelou que o feto é portador de uma alteragao
desequilibrada, caracterizada por uma monossomia parcial do cromossoma 7 € uma
trissomia parcial do cromossoma 12, resultantes de uma segregacdo adjacente-1 da

translocagdo reciproca de origem paterna.

Na literatura, esta descrito um caso com uma alteracdo cromossomica semelhante
a identificada neste feto, com um quadro ecografico idéntico, nomeadamente com
holoprosencefalia, intestino ecogénico e multiplas anomalias faciais (como osso nasal
ausente e fenda palatina). O aborto espontaneo, morte neonatal ou atraso no
desenvolvimento e dificuldades de aprendizagem sdo também descritas na literatura

como consequéncias provaveis associadas a alteragdo cromossomica descrita (Tezcan e

Bredaki, 2015).

Para discussao do resultado e das suas implicagdes, foi sugerido no relatério que o

casal fosse encaminhado para uma consulta de aconselhamento genético.

7.2. Caso clinico 11

Feto com indicagdo clinica de um NIPT com risco elevado para trissomia 21, as

16 semanas e cinco dias. Foi requerido o estudo do caridtipo.

A analise citogenética de metafases com bandagem G, obtidas a partir da cultura
de células do liquido amnidtico (com uma resolucdo de 400 bandas), revelou um
caridtipo com 47 cromossomas, de constituicdo cromossdmica masculina, com um
cromossoma 21 adicional e uma translocagdo aparentemente equilibrada envolvendo os
cromossomas 10 e 13 (com pontos de quebra em 10pl3 e 13ql4):

47,XY,t(10;13)(p13;q14),+21 (Figura 28).
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Figura 28 — Cariograma representativo do caso clinico II, com resolu¢do de 400 bandas. E possivel observar a
presenga de um cromossoma 21 adicional (circulo vermelho) e uma transloca¢ao aparentemente equilibrada entre os
cromossomas 10 e 13 (setas vermelhas).

Resultado (ISCN-2020): 47,XY,t(10;13)(p13;q14),+21.

Assim, o estudo citogenético revelou que o feto é portador de uma trissomia 21
livre, associada a Sindrome de Down, e de uma translocacao aparentemente equilibrada
envolvendo os cromossomas 10p13 e 13q14.

O casal deve ser encaminhado para uma consulta de genética médica para
explicacdo do resultado e suas implicacdes. Para averiguar a origem da translocagdo (se
¢ herdada ou de novo), serd necessario o envio de sangue dos progenitores em heparina,
visto que, caso seja herdada, o casal terd um risco aumentado de gerar descendéncia

com desequilibrios.

7.3. Caso clinico 111

Foi solicitado o estudo do cariotipo as 19 semanas e cinco dias devido a idade

materna avangada.

A andlise citogenética de metafases com bandagem G obtidas a partir da cultura
de células do liquido amnidtico revelou um cariétipo, de constituicdo cromossdmica
masculina, com uma translocacdo aparentemente equilibrada envolvendo os
cromossomas 1 e 18, cujos pontos de quebra se localizam em 1q32.1 e 18q21.3 (Figura

29).
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Figura 29 — Cariograma representativo do caso clinico III. E possivel observar a existéncia de uma
translocagdo aparentemente equilibrada entre os cromossomas 1 e 18 (setas vermelhas).
Resultado (ISCN-2020): 46,XY,t(1;18)(q32.1;q21.3).

Para averiguar a origem deste rearranjo, ¢ necessario o envio de sangue dos
progenitores. Caso se verifique que a translocacao € de novo, ¢ indicado prosseguir para
estudos de aCGH de modo a confirmar se ¢ uma alteracdo equilibrada ou se existe
algum desequilibrio, ndo detetdvel por citogenética. Caso seja herdada de um dos
progenitores, € importante ver o fenotipo do portador, fazer estudos familiares e ter em
conta que o fendtipo do feto podera ndo ser igual ao do progenitor (devido a situagdes
de penetrancia incompleta, expressividade varidvel, etc). Para além disso, se a
translocagdo estiver presente num dos progenitores, o casal terd um risco aumentado de

ter descendentes com desequilibrios.

No relatério foi mencionado que o casal deve ser encaminhado para uma consulta

de aconselhamento genético para lhe ser explicado o resultado e as suas implicagdes.

7.4. Caso clinico IV

Feto com rastreio combinado positivo de 1:12 para T21. Primeiramente, foi

solicitado o estudo do caridtipo e o despiste das aneuploidias mais comuns por QF-
PCR.

O resultado do QF-PCR foi normal, ndo identificando a presenga de aneuploidias

mais comuns. A analise citogenética de metafases com bandagem GTL, obtidas a partir
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da cultura de células das vilosidades coridnicas, revelou um cariotipo, de constituicdo
cromossoémica masculina, com uma dele¢ao terminal no brago longo do cromossoma 13

na regido 13934 (46,XY,del(13)(q34)) (Figura 30).
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Figura 30 — Cariograma representativo do caso clinico IV. Pela andlise citogenética, foi possivel
detetar uma delecdo terminal no braco longo do cromossoma 13 na regido 13q34 (seta vermelha).

Para confirmar o resultado obtido por citogenética convencional, foi solicitado o

estudo por FISH para a regido sub-telomérica do brago longo do cromossoma 13.

A técnica de FISH foi realizada utilizando uma sonda sub-telomérica (D13S327)
para a regido 13q34, do sistema Totelvysion da Vysis, e confirmou a presenca de uma
delecdo terminal no braco longo do cromossoma 13, na regidao 13q34

(46,XY,del(13)(q34).ish del(13)(q34)(D13S327-)) (Figura 31).
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Figura 31 — Observacdo ao microscopio de fluorescéncia de uma célula em metafase pela técnica de FISH.
Através da sonda sub-telomérica D13S327, especifica para a regido 13q34 terminal (representada a amarelo),
foi possivel identificar os dois cromossomas 13, sendo que um tem delegdo da regido 13q34 (seta amarela) e o
outro apresenta os dois sinais de hibridizac¢do (circulo vermelho). A sonda D13S327 estd combinada com as
sondas: VIJyRM2158, especifica para a regido 6qter (representada a vermelho); 6PTELA48, especifica para a
regido 6pter (representada a verde); sonda aqua especifica para a regido 13q14.2 (representada a azul).

Esta alteragao desequilibrada tem impacto no fendtipo, sendo caracterizada,
essencialmente, por atraso global do desenvolvimento, défice intelectual, obesidade e
dismorfismos craniofaciais. Pode, ainda, manifestar outras caracteristicas como:
cardiopatias congénitas, anomalias nas maos ¢ nos pés e agenesia do corpo caloso

(Orphanet: Monosomy 1334 [online]).

E importante o envio do sangue dos progenitores em heparina para determinar a
origem desta alteracdo (se ¢ herdada de um rearranjo equilibrado de um dos

progenitores ou se € de novo).

Por outro lado, uma vez que se trata de uma amostra de vilosidades coridnicas ¢ a
indicacdo clinica foi um rastreio bioquimico positivo, existe a possibilidade de se tratar
de uma situacdo confinada a placenta. Deixa-se ao critério da clinica a avaliacdo da
importancia de realizar uma ecografia detalhada e a possibilidade de realizagdo do

estudo num novo tecido.

Por fim, o resultado encontrado no feto e as suas implicagcdes devem ser

discutidas numa consulta de genética.
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7.5. Caso clinico V

Feto com defeito no septo ventricular, ossos do nariz hipoplésicos e ossos longos

<P5. Foi requerido o estudo de aCGH com 180K.

A andlise por aCGH foi realizada utilizando um array de oligonucleotidos de
180K da Agilent Technologies® e foi feita com recurso ao software CytoGenomics, com

um filtro de analise para DPN.
O resultado revelou 3 desequilibrios:

1. Uma duplicagdo no brago curto do cromossoma 7 (p21.2p22.3) com tamanho de,
aproximadamente, 15 Mb entre as posi¢des nucleotidicas 45,130 e 15,016,640
(Figura 32A);

2. Uma duplicacdo do braco curto do cromossoma 9 (pl13.1p24.3) de,
aproximadamente, 40,6 Mb entre as posi¢des nucleotidicas 204,104 e 40,774,177
(Figura 32B);

3. Uma duplica¢dao no brago longo do cromossoma 9 (q13q31.1) com tamanho de
cerca de 40,9 Mb entre as posigdes nucleotidicas 66,516,650 ¢ 107,450,568
(Figura 32C).

Assim, o feto ¢ portador de uma trissomia parcial da regido distal do brago curto
do cromossoma 7 e de uma trissomia do brago curto do cromossoma 9 e da regido

proximal do brago longo do cromossoma 9.
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Figura 32 — Resultados obtidos através do estudo de aCGH. (A) Duplicacdo 7p21.2p22.3; (B) Duplicagdo
9p13.1p24.3; (C) Duplicagdo 9q13q31.1.

Resultado ISCN-2020: arrfGRCh37] 7p21.2p22.3(45130_15016640)x3, 9p13.1p24.3(204104_40774177)x3,
9q13q31.1(66516650 _107450568)x3.

Estas alteracdes envolvem centenas de genes descritos na base de dados OMIM,

sendo que, muitos deles, estdo reportados no OMIM Morbid Map.

Na base de dados UCSC Genome Browser, € possivel ter acesso a outras bases de
dados. Existem casos descritos na base de dados Decipher, com duplicacdes

semelhantes as encontradas, classificadas como patogénicas e provavelmente
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patogénicas. Ja na base de dados ClinGen, estio reportadas varias CNVs em duplicagdo
semelhantes as do feto, classificadas como patogénicas, e na DGV ndo existem

duplicagdes idénticas descritas.

Na literatura, estd descrito que as duplicagdes 7p21.2p22.3, 9pl3.1p24.3 ¢
9q13g31.1 estdo associadas, essencialmente, a atraso global do desenvolvimento,
dismorfismos craniofaciais, defeitos cardiacos e malformac¢des (Udayakumar et al.,

2015; Leone et al., 2019).

Para averiguar a origem das alteracdes encontradas, foram realizados estudos

citogenéticos nos progenitores (Figura 33).

A analise citogenética de metafases com bandagem G da mae revelou um
cariotipo, de constituicdo cromossomica feminina, com uma translocagdo
aparentemente equilibrada envolvendo os cromossomas 7 € 9, com pontos de quebra em
7p21 e 9931 (Figura 33A). Ja a andlise citogenética de metafases com bandagem G do
pai revelou um cariotipo, de constituicdo cromossdémica masculina, com 46

cromossomas, sem alteracdes cromossomicas detetadas: 46,XY.

A andlise citogenética de metafases com bandagem G, obtidas a partir da cultura
de células do liquido amnidtico, revelou um caridtipo desequilibrado com 47
cromossomas, de constituigdo cromossomica masculina, com um derivativo do
cromossoma 9 resultante de uma translocagao envolvendo os cromossomas 7 ¢ 9, com

pontos de quebra em 7p21 e 9q31, de origem materna (Figura 33B).
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Figura 33 — Resultados do estudo citogenético do caso V. (A) Cariograma da mae — € possivel ver a presenca de uma
translocagdo aparentemente equilibrada envolvendo os cromossomas 7 e 9, com pontos de quebra em p2l1 e q31 (setas
vermelhas); (B) Cariograma do feto — é possivel ver a presenca de trés cromossomas 9: dois cromossomas 9 normais e um
derivativo do cromossoma 9, resultante de uma translocagdo envolvendo os cromossomas 7 e 9, de origem materna (circulo

vermelho).

O feto ¢ portador de uma alteragcdo desequilibrada caracterizada por uma trissomia
parcial do brago curto do cromossoma 7 e uma trissomia do brago curto e da regido
proximal do brago longo do cromossoma 9, resultantes de uma segregacdao 3:1 da

translocacgdo reciproca, de origem materna.

Na literatura, esta descrito um caso com uma alteracao cromossomica semelhante
a identificada neste feto. O fendtipo apresenta um amplo espetro fenotipico,
nomeadamente atraso global do desenvolvimento, défice cognitivo, multiplas anomalias

e radiografia da idade dssea com valores abaixo do esperado (Penehaszadeh e Coco,

1975).

Para discussdo do resultado e das suas implicagdes, o casal deve ser encaminhado

para uma consulta de aconselhamento genético.
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7.6. Caso clinico VI

Feto com ventriculomegdalia e agenesia do corpo caloso. Primeiramente, foi
solicitado o estudo do caridtipo e aCGH-180K para esclarecimento do fendtipo

apresentado.

A analise citogenética de metafases com bandagem G, obtidas a partir da cultura
de células do liquido amniético, revelou um cariotipo, de constitui¢do cromossdmica

feminina, com 46 cromossomas, nao tendo sido detetadas quaisquer alteragdes: 46,XX

SN
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Figura 34 — Cariograma representativo do caso VI. Pela andlise citogenética, ndo foi
possivel encontrar nenhuma alteragdo cromossdmica: 46,XX.

A analise por aCGH foi realizada utilizando um array de oligonucleétidos de
180K da Agilent Technologies® e foi feita com recurso ao software CytoGenomics, com
um filtro de anélise para DPN. O resultado revelou uma delecdo no brago curto do
cromossoma 1 (p31.3p32.1) com tamanho de, aproximadamente, 3.9Mb entre as

posicdes nucleotidicas 59,649,753 e 63,622,471 (Figura 35).
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Figura 35 — Resultado obtido através do estudo de aCGH: arrfGRCh37] 1p31.3p32.1(59649753 63622471)x1.

Esta alteracdao envolve dezenas de genes descritos na base de dados OMIM, sendo
que dezasseis estdo, ainda, reportados no OMIM Morbid Map (Figura 36). Os genes
DOCK7 e ANGPTL3 (OMIM: 615730-DOCK7, 604774-ANGPTL3) estdo associados,
essencialmente, a défice intelectual, anomalias craniofaciais, dismorfismos € anomalias

no sistema nervoso central (SNC).
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Figura 36 — Analise dos genes envolvidos na alteragdo encontrada recorrendo a base de dados UCSC
Genome Browser.

Na base de dados UCSC Genome Browser, ¢ possivel ver que existem casos
descritos na base de dados Decipher, com uma dele¢dao semelhante a encontrada no feto,
classificada como patogénica. J4 na base de dados ClinGen, estdo reportadas varias
CNVs em delegdo, semelhantes as do feto, classificadas como patogénicas e

provavelmente patogénicas, e na DGV nao existem dele¢des idénticas descritas.

Para confirmar o resultado obtido pelo estudo de aCGH, foi solicitado o estudo

por FISH para a regidao 1p31.3.
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A técnica de FISH foi realizada utilizando uma sonda de BAC RP4-802A10, da
BlueGenome, especifica para a regidao 1p31.3, marcada de Orange, e confirmou a

delecao intersticial no brago curto do cromossoma 1, na regiao 1p31.3 (Figura 37).

[shdel(1xp31.3p31.3XRP4-802410-)

»

dellp31.3

Figura 37 — Observagdo ao microscopio de fluorescéncia de uma célula em metafase pela técnica de FISH.
Através da sonda de BAC RP4-802A10, especifica para a regido 1p31.3, foi possivel confirmar que o feto tem uma
delecdo intersticial no brago curto do cromossoma 1 (p31.3) (seta branca).

Posteriormente, para determinar a origem da alteracdo, foi feito o estudo dos
progenitores, pela técnica de FISH, e a andlise revelou um resultado normal em ambos

os progenitores, o que demonstra que a delegdo encontrada no feto ¢ de novo (Figura

38).
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Figura 38 — Observacdo ao microscdpio de fluorescéncia de células em metafase dos progenitores, pela técnica de
FISH, com a sonda RP4-802A10, especifica para a regido 1p31.3. A analise de FISH revelou um resultado normal
em ambos 0s progenitores.

O feto ¢ portador de uma dele¢do no brago curto do cromossoma 1 (p31.3p32.1)
de novo:

46,XX.ish del(1)(p31.3)( RP4-802A10-).arrfGRCh37] 1p31.3p32.1(59649753 63622471)x1
dn.

Esta alteracdo ¢ sobreponivel a sindrome de delegdo 1p32p31 (OMIM: 613735),
cujas caracteristicas fenotipicas estdo fortemente associadas a haploinsuficiéncia do
gene NFIA (OMIM: 600727), que € responsavel por anomalias no sistema nervoso
central, nomeadamente hipoplasia do corpo caloso, ventriculomegalia e atraso global do
desenvolvimento, e ainda, anomalias do trato urinario e dismorfismos craniofaciais.
Este espetro fenotipico estd de acordo com o quadro clinico encontrado no feto

(Tassano et al., 2015; Labonne ef al., 2016; Rivera-Pedroza et al., 2016).

O resultado e as suas implica¢des devem ser explicados ao casal numa consulta de

aconselhamento genético.
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7.77. Caso clinico VII

Feto do sexo masculino com indica¢do clinica de ossos longos curtos e todas as
extremidades superiores e inferiores com valores abaixo do normal para a idade
gestacional (<P1), as 31 semanas e 2 dias. Foi solicitado o estudo por aCGH de 180K,
para tentar entender a causa das alteracdes ecograficas encontradas, com uma nota de

especial atencdo para o gene SHOX.

O estudo por aCGH foi realizado utilizando um array de oligonucledtidos de
180K da Agilent Technologies® e a analise foi feita com recurso ao sofiware

CytoGenomics, com um filtro de andlise para DPN.

Foi detetada uma dele¢@o no brago longo do cromossoma 15 (na regido 15q11.2),
com tamanho de, pelo menos, 322kb e com ponto de quebra proximal no intrdo 1 no

gene GCPS5 e ponto de quebra distal no intrdo 1 nos genes /PA1 e NIPAI (Figura 39a).

Esta alteracdo envolve quatro genes descritos na base de dados OMIM (OMIM:
606322, 608145, 608146, 608147), sendo que o gene NIPAI (OMIM: 608145) esta,
ainda, reportado no OMIM Morbid Map, e esta associado a uma doenga de
hereditariedade dominante — Paraplegia Espatica Autossémica Dominante (OMIM:

600363) (Figura 39b).
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Figura 39 — (a) Resultado obtidos através do estudo de aCGH: arr[ GRCh37] 15q11.2(22765628 23087554)x1;
(b) Analise dos genes envolvidos na altera¢do encontrada recorrendo a base de dados UCSC Genome Browser.
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Através da base de dados UCSC Genome Browser, é possivel verificar que
existem muitos casos descritos na base de dados Decipher, com dele¢des semelhantes a
encontrada no feto, classificadas como patogénicas e provavelmente patogénicas. Ja na
base de dados ClinGen, estdo reportadas varias CNVs em delecdo, semelhantes as do
feto, classificadas como patogénicas, provavelmente patogénicas, significado clinico
incerto, provavelmente benignas e benignas. Por fim, na DGV existem algumas

delecdes idénticas descritas.

Para determinar a origem da alteracdo e confirmar o resultado do aCGH, recorreu-

se a técnica MS-MLPA (Figura 40).

O resultado do MS-MLPA do feto confirmou a dele¢do na regido cromossomica
15q11.2 e o resultado da mae revelou a delecdo encontrada no feto, envolvendo os

mesmos genes, pelo que se conclui que esta alteracdo foi herdada da mae.

ELE

Inm Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratio Stdev [REF] [Sam] Width d[nt] D[nt] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratic Stdev [REF] [Sam] Width d[nt]
154 TUBGCP5-8 15q11.2  15-020,398303 2874 13674 081 003 <<t 7 44 00 54 TUBGCPS-8 15q11.2 15020308303 3860 17689 0.53 006 << ? 44 00
43 NIPA1-3 15q11.2 15-020612289 2887 17995 0,51 003 <<= 7 66 0.1 NIPA1-3 159112 15020612280 1002 6471 06 006 <<= 7 59 0.0

112 MKRN3-1 15q112 15021362818 7848 38205 1,41 041 = = 43 01

Figura 40 — Resultados obtidos através da técnica de MS-MLPA, com recurso ao painel de sondas ME028-PWS/AS. (A) E
possivel observar que o feto é portador de uma dele¢do na regido 15q11.2, confirmando o resultado obtido por aCGH. (B) E
possivel verificar que a mae ¢ portadora da mesma delegdo 15q11.2 e envolve os mesmos genes.

Esta delecdo compreende a regido cromossomica 15q11.2, onde estdo presentes os
genes NIPAI (OMIM: 608145), NIPA2 (OMIM: 608146), CYFIPI (OMIM:606322) e
TUBGCPS5 (OMIM: 608147), considerados genes criticos que causam a Sindrome de
microdele¢do 15q11.2 BP1-BP2 (Burnside-Butler) (OMIM: 615656).

A  Sindrome de microdelecdio 15q11.2 BP1-BP2 (Burnside—Butler) ¢

caracterizada por ter wuma hereditariedade autossomica dominante, com
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penetrancia incompleta, e uma grande variabilidade fenotipica. Esta sindrome abrange
uma regidao que varia entre 300 e 500kb localizada entre os pontos de quebra BP1 ¢ BP2
proximal ao centromero do cromossoma 15 e engloba apenas quatro genes (NIPAI,
NIPA2, CYFIP] e TUBGCPS). Estes genes ndo sofreram processo de imprinting na
regido critica de Prader-Willi (PWS; OMIM: 176270)/Angelman (AS; OMIM: 105830),
pelo que esta delecdo ndo origina nenhuma destas sindromes (Cox e Butler, 2015;

Butler, 2017; Farrell et al., 2020).

Os genes NIPAI, NIPA2, CYFIPl e TUBGCP), quando deletados, originam
problemas neuropsiquiatricos (esquizofrenia/psicose) ou de desenvolvimento
neurologico, como atraso no desenvolvimento psicomotor, atraso na fala , transtorno do
espetro autista (TEA), transtorno de défice de atencdo e hiperatividade, transtorno
obsessivo-compulsivo e convulsdes. Outras anomalias relatadas associadas a Sindrome
de microdele¢do do cromossoma 15q11.2 incluem anomalias congénitas e defeitos

cerebrais estruturais (Cox e Butler, 2015; Butler, 2017; Farrell et al., 2020).

Na literatura, esta descrito que, quando a delecdo ¢ herdada da mae, existe um
maior risco de o feto apresentar deficiéncia intelectual, epilepsia, transtorno do espetro
autista e macrocefalia. Quando a delecdo ¢ herdada do pai, existe um risco maior de

apresentar defeitos cardiacos congénitos (Butler, 2017).

A andlise de aCGH detetou uma microdelecao na regido 15q11.2, herdada da mae,
caracterizada pela sindrome de microdelecdo 15q11.2 BP1 — BP2 (Burnside — Butler),
tendo sido confirmada pela técnica de MS-MLPA. Contudo, ndo ¢ possivel prever o
fenotipo do feto, devido a penetrancia incompleta e expressividade variavel. Serdo
necessarios estudos neuropsiquiatricos € comportamentais para avaliar a variabilidade
de expressao e o nivel de penetrancia desta microdelecao e tentar identificar possiveis

patologias inerentes.

Estes resultados e as suas implicacdes devem ser discutidos numa consulta de
aconselhamento genético e poderd ser oferecido diagnostico pré-natal em gestacdes

futuras.
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7.8. Caso clinico VIII

Feto com rastreio combinado de 1/216 para trissomia 21. Foi realizado o NIPT. A
metodologia baseou-se na extracdo, purificacdo e analise do DNA fetal livre em
circulacao materna (cfDNA) a partir de uma amostra de sangue materno, de modo a

determinar o risco do feto para trissomias dos cromossomas 13, 18 e 21.

A sequenciacado foi feita através da plataforma MiSeq, da Illumina, e a amostra foi

processada e analisada com recurso ao Clarigo Reporter V2.

Os resultados obtidos pelo teste ndo-invasivo estdo representados na Figura 41.
Na Figura 41a, ¢ possivel obter a informagao sobre a fragao fetal (fetal fraction), o risco
para trissomia (13, 18 ou 21) (trisomy evidence), os valores calculados do Z-Score e o
sexo fetal (gender evidence/gender call). De notar que ndo sdo obtidos resultados se a
amostra for rejeitada por motivos de qualidade ou se a fragao fetal (FF) estiver abaixo

de 3%.

A trisomy evidence ¢ um valor empirico que indica a presenca de uma trissomia

fetal para um cromossoma especifico quando o valor € superior a +2,0.

O Z-score ¢ uma medida estatistica que, na auséncia de trissomia, apresenta um

valor médio 0 e desvio-padrdo 1. Um valor mais elevado indica mais trisomy evidence.

A trisomy call corresponde ao resultado automadtico para a presenga/auséncia de
uma trissomia fetal, com base na trisomy evidence € no Z-score. Para os cromossomas
18 e 21, a trissomy call € negativa se o Z-score for inferior a 3,5 e a trisomy evidence for
inferior a -0,5. Contrariamente, ¢ positiva se apresentar valores superiores a 3,5 ¢ +2,0
no Z-score € na trisomy evidence, respetivamente. Ja para o cromossoma 13, a trissomy
call ¢ negativa se o Z-score for inferior a 4 e a trisomy evidence for inferior a -0,5 e ¢

positiva se apresentar valores superiores a 4 no Z-score € 2,0 na trisomy evidence.

No caso dos valores do gender evidence, se forem proximos de -1, significa que o

feto ¢ masculino e, se forem proximos de 1, trata-se de um feto feminino.

Interpretando os resultados da Figura 41a, esta amostra apresenta uma fragao fetal

de 7,7%. O feto ¢ do sexo feminino, visto que o gender evidence € igual a 0,99 = 1, e
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apresenta um risco elevado para trissomia 13, tendo em conta os valores de trisomy

evidence e Z-score.

4

A figura 41b mostra os parametros do processo, cujo objetivo ¢ verificar se a

sequenciacdo foi bem-sucedida e se os resultados obtidos sdo confiaveis.

Deste modo, idealmente, a sample coverage deve apresentar valores entre 2 e 3
mil milhdes de reads e a sample correlation deve constar acima de 99%. Caso estes
valores nao se verifiquem, os resultados poderdo ser inconclusivos devido a uma ma

qualidade da biblioteca ou do proprio DNA inicial.

Outros pardmetros a ter em conta s3o a fracdo de dimeros de primers (que deve
ser inferior a 5%) e a fracdo de homozigotia (que deve constar entre os 50 e 60%, numa

situagdo normal).

Nesta amostra, os valores da sample coverage estdo ligeiramente elevados, mas

nada significativo. J4 os outros parametros estdo dentro dos valores esperados.

Por fim, a Figura 41c¢ corresponde aos graficos de evidéncia. Estes resumem a

relagdo entre a fragao fetal e a trisomy evidence para o Z-score obtido.
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Figura 41 — Resultados obtidos através da técnica de NIPT. (a) Resultado da amostra: FF de 7,7%, Gender evidence de 0,99
(indicativo de um feto do sexo feminino) e Trisomy call positiva para trissomia 13; (b) Pardmetros do processo: a sample
coverage apresenta um valor ligeiramente superior, mas nao ¢ significativo. Os outros pardmetros estdo dentro do esperado, o que
indica que a reag@o foi bem-sucedida; (¢) Graficos de evidéncia: as zonas verdes indicam que se trata de uma situagdo normal e a
zona vermelha indica que existe risco de trissomia.

Tendo em conta que o NIPT ¢ um teste de rastreio, ¢ fortemente recomendado que
a gravida recorra a métodos invasivos para confirmar o resultado obtido e obter um

diagnostico do feto, através de técnicas de citogenética e/ou de biologia molecular.

106



Capitulo VII — Conclusao

A realizagdo do estagio curricular foi muito importante para adquirir e consolidar
conhecimentos sobre Genética Clinica Laboratorial, em contexto de trabalho, e permitiu
desenvolver competéncias tedricas e praticas de citogenética, genética molecular e

gendmica, no ambito do diagndstico pré e pos-natal.

As técnicas de citogenética e/ou moleculares revelaram ser de extrema relevancia
para o esclarecimento de diversos casos clinicos, nomeadamente no DPN, no ambito

das malformacgdes ecograficas e sinais ecograficos de alerta.

Através do contacto com as diferentes areas (citogenética, genética molecular e
genomica), foi possivel distinguir as varias fases do processo laboratorial (fase pré-
analitica, analitica e pds-analitica) e analisar/interpretar diversos casos clinicos, com o
objetivo de definir a melhor estratégia de estudo de acordo com a indicacao clinica e as

vantagens/limitagcdes de cada metodologia, de modo a obter um diagndstico correto.

Em suma, o estigio curricular no LCG-FMUC foi essencial para o
desenvolvimento pessoal e profissional e cumpriu com todos os objetivos e expectativas

iniciais.
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CITOGEMETICA E GENOMICA
Anexo 2:
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

i =

d

Dhrecdo tecnica — Prof Doutora Isabel B

R dla mnsgzkras 2 Entidade requisitante: Centro Hospitalar e Universitirio de

Tipo de amostra: Liquido Ammnictico Coimbrd

Data de colheita: 20/1/2022 Berrienicanamiia: DEN
Meédico requisitante: X

Nome: X Data de requisicio: 20/01/2022

Data de nascimento: 12/09/1983 Data de entrada: 20/01/2022

Sexo: Feminino Data de zaida: 10/:02/2022

Morada: X

Amalise solicitada: Estudo do caridtipo e despiste das aneuploidias mais comuns (QF-PCR).

Indicacido clinica: Progenitores com rearranjos cromossomicos (46,33 inv(22)(pl3q11.21);

45.XY.der(13:14)(q10:q10)).

Resultado (ISCN-2020): 45.XY.der(13:14)(q10q10) pat

Interpretacao: A anilise citogenética de metafases com bandagem GTL obtidas a partir da
cultura de células do liquido amniético revelou um cari6tipo com uma constituigio cromossomica
masculina com uma translocagdo robertsoniana envolvendo os cromossomas 13 e 14, de origem
paterna. Tendo em conta que o cromossoma 14 esta associado a imprinting genémico, devera ser
oferecido o estudo de dissomia uniparentall.

Para despiste da inversdo pericéntrica do cromossoma 22, foi feita bandagem CBG e AgNOR,
ndo tendo sido encontradas quaisquer alteracdes.

Conclusio: O feto é portador de uma translocagio robertsoniana envolvendo os cromossomas 13
e 14, de origem paterna. Visto que envolve o cromossoma 14 e este esta associado a regides de
unprinting genémico, € relevante fazer o estudo de dissomia uniparentall.

Este resultado esta de acordo com o despiste das aneuploidias mais comuns, através da técnica de
QF-PCR, reportado no dia 21/01/2022, em que nfo foram encontradas alteracdes:
rsa(X.Y)x1,(13.18.21)x2.

Analise efetuada por: Analise conferida por: A Coordenadora:

"Profassional Guidelmes for Clinical Cytogenstics: Prenatal Diagnosis Best Practice Guidelines (2003).
Nota:

a) A citogenética convencional ndo permite excluir rearranjos submicroscopicos, pequenas anomalias estruturais,
mosaicismo de baixa expressio, assim como alteracdes a nivel génico.

b) A técnica QF-PCR podera nio detetar aneuploidias parciais ou mosaicos.

c) Este laboratorio possui um Sistema de Gestio de Qualidade certificado pela NP EN ISS0O 9001:2008, com o
Certificade Nimero 2016/CEP.5027

d) O LCG-FMUC participa num programa de Awvaliagio Externa da Qualidade em diagnostico pré e ps-natal,
nomeadamente nas suas vertentes de cifogenética convencional, diagnostico molecular ripido das aneuploidias
mais comuns e array-CGIH.
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