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Resumo

As técnicas de diagndstico genético tém um papel cada vez mais importante no
que toca a atribuir uma causa genética a casos onde se verificam fendtipos anormais
guer num contexto pré-natal quer num contexto pds-natal.

Com a célere evolucdo tecnoldgica vieram um grande leque de técnicas
sofisticadas de diagndstico genético que fornecem resultados mais adequados as
especificidades de cada caso clinico. As diversas técnicas de diagndstico genético podem
ser divididas em duas categorias: a citogenética e a genética molecular.

A citogenética foca-se no estudo dos cromossomas, a sua estrutura e funcdo de
modo a possibilitar encontrar alteracdes cromossémicas possivelmente patogénicas. A
citogenética convencional permite o estudo de todo o complemento cromossémico,
porém tem uma resolucdo baixa demais para possibilitar a detecdo de rearranjos
cromossémicos sub-microscépicos.

Para a detecdo destes rearranjos cromossdmicos sub-microscépicos sdo
necessarias técnicas com um maior poder de resolucdo, como a técnica de citogenética
molecular FISH, que utiliza sondas especificas para a sequéncia genética em estudo, ou
técnicas de genética molecular como aCGH, que utiliza painéis de sondas que cobrem
grande parte do genoma capazes de detetar CNVs ndao detetdveis por citogenética
convencional.

Existem outras técnicas de genética molecular como PCR, TP-PCR, QF-PCR, MLPA
e MS-MLPA e todas sdo essenciais no estudo de casos clinicos de diagndstico pré ou pds-
natal tendo todas as suas vantagens e as suas desvantagens. Uma desvantagem que
estas técnicas partilham é a incapacidade de detetar rearranjos cromossdémicos
equilibrados, uma vez que apenas detetam CNVs. A citogenética convencional é
necessaria para detetar estes rearranjos.

Deste modo as técnicas de citogenética e genética molecular sdo
complementares e consoante as indica¢des clinicas de determinado caso é necessario
determinar quais destas técnicas serdo as mais eficientes para a obtencao de resultados
relevantes para o diagnodstico do paciente.

O objetivo deste estagio foi relacionar o conhecimento teérico com o trabalho
laboratorial e adquirir competéncias praticas e tedricas de modo a ganhar capacidade
interpretativa que me permita determinar o melhor procedimento de estudo de um
caso consoante as indicagdes clinicas, assim como, interpretar resultados e exp6-los de
forma percetivel para o paciente e clinico responsavel, respeitando simultaneamente as
normas de ética e as guidelines de comunicacdo de resultados.

Palavras-chave: Citogenética Convencional, Citogenética Molecular; Genética
Molecular; Casos Clinicos; Diagndstico Pré e Pds-natal
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Abstract

Genetic diagnostic techniques are playing an increasingly important role in
attributing a genetic cause to cases where abnormal phenotypes are observed, both in
a prenatal and postnatal context. With the rapid technological advancement, a wide
range of sophisticated genetic diagnostic techniques has emerged, providing more
tailored results for the specifics of each clinical case. These various genetic diagnostic
techniques can be divided into two categories: cytogenetics and molecular genetics.

Cytogenetics focuses on the study of chromosomes, their structure, and
function, aiming to identify potentially pathogenic chromosomal alterations.
Conventional cytogenetics allows for the study of the entire chromosomal complement,
but it has a resolution that is too low to detect submicroscopic chromosomal
rearrangements.

To detect these submicroscopic chromosomal rearrangements, techniques with
higher resolution are needed, such as the Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
molecular cytogenetic technique, which uses specific probes for the genetic sequence
under investigation, or molecular genetic techniques like aCGH, which employs probe
panels covering a significant portion of the genome, capable of detecting CNVs not
detectable by conventional cytogenetics.

Other molecular genetic techniques like PCR, TP-PCR, QF-PCR, MLPA, and MS-
MLPA are also essential in studying clinical cases for prenatal or postnatal diagnosis,
each having their advantages and disadvantages. A common disadvantage they all share
is the inability to detect balanced chromosomal rearrangements, as they only detect
CNVs. Conventional cytogenetics is necessary to identify these rearrangements.

Thus, cytogenetic and molecular genetic techniques are complementary, and
depending on the clinical indications of a specific case, it's necessary to determine which
of these techniques will be the most efficient in obtaining relevant diagnostic results for
the patient.

The goal of this internship was to connect theoretical knowledge with laboratory
work, acquiring practical and theoretical skills to develop interpretative capacity. This
capacity allows for determining the best study procedure for a case based on its clinical
indications, as well as interpreting and communicating results understandably to the
patient and responsible clinician, while simultaneously respecting ethical norms and
result communication guidelines.

Keywords: Conventional cytogenetics; Molecular Cytogenetics; Molecular Genetics;
Clinical cases; Pre and Postnatal Diagnosis
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Capitulo I- Introdugao
1.1. Objetivo do estagio curricular

O estagio curricular, inserido no mestrado de Genética Clinica Laboratorial, teve
como objetivo meter em pratica os conhecimentos adquiridos no decorrer do prévio
ano letivo do mestrado e ao mesmo tempo adquirir novos conhecimentos enquanto,
simultaneamente, se obtém uma perspetiva do trabalho realizado num laboratério de
diagnodstico genético e em como integrar uma equipa multidisciplinar de profissionais
competentes adaptando-me concomitantemente a sua dinamica de trabalho. O estagio
é uma ferramenta essencial para aplicar os conhecimentos tedricos, adquiridos
previamente, em pratica em casos reais ao fomentar o espirito critico ao discernir qual
a estratégia mais adequada a cada caso consoante a sua respetiva indicagdo clinica, a
aplicacdo eficiente da técnica adequada, a interpretacdao competente dos resultados e
a elaboracdo dos respetivos relatérios dos casos de maneira clara, sucinta e completa.
O culminar de todas as competéncias adquiridas neste estagio sdo essenciais para a
minha futura integragdao num laboratério similar.

O estdagio teve lugar no Laboratdrio de Citogenética e Gendmica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (LCG-FMUC), com uma duracdo de
aproximadamente 9 meses, dos quais os primeiros 4 meses foram dedicados a pratica
de técnicas, procedimentos laboratoriais e andlise e resolucdo de casos clinicos na area
de citogenética convencional e citogenética molecular, os seguintes 4 meses foram
direcionados para a pratica de técnicas, procedimentos laboratoriais e analise e
resolucao de casos clinicos na area de genética molecular, sendo que o ultimo més foi
dedicado a cimentagao de conhecimentos e procedimentos praticados no decurso deste
estdagio curricular.

Os objetivos principais do estagio curricular foram:

e Relacionar o conhecimento tedrico adquirido nas unidades curriculares do
mestrado com o trabalho laboratorial realizado;

e Adquirir competéncias praticas e tedricas necessarias para aplicar num
enguadramento Genético Clinico Laboratorial profissional;

e Desenvolver o pensamento critico de forma a conseguir discernir o melhor
processo de estudo de cada caso clinico;

e Ganhar conhecimento dos dados necessdrios e como expb-los de maneira
sucinta e percetivel para o paciente seguindo simultaneamente as regras de
nomenclatura e de comunicacao de resultado recomendadas pelo International
System for Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN);

e Criar habilidades interpessoais transversais importantes para a harmonia num
ambiente profissional.



1.2. Descri¢ao do laboratédrio

O LCG-FMUC iniciou a sua atividade no inicio da década de 90 ndo sé na area de
diagnodstico genético pré e pds-natal como também, uma vez que faz parte de uma
universidade, na area da investigacdao compreendendo varias areas. A culminagao dos
fatores anteriormente referidos permite a este laboratdrio estabelecer colaboracdes
distintas com unidades de investigacdo, hospitais e universidades quer portuguesas
quer estrangeiras.

Este laboratério conta com uma equipa dindmica, multidisciplinar,
empreendedora e dedicada, coordenada pela Professora Doutora Isabel Marques
Carreira e constituida por trés docentes, nove técnicos superiores, reconhecidos pela
Administracdo Central do Sistema de Saude (ACSS), dos quais 7 sdao também
reconhecidos como Especialistas Europeus em Genética Clinica Laboratorial, titulados
pelo European Board of Medical Genetics da European Society of Human Genetics
(ESGH), uma técnica de diagndstico e terapéutica e uma administrativa.

O LCG-FMUC, ao investir nas tecnologias mais recentes e avan¢adas e na
formacdo técnica, tem implementado um leque extensivo de técnicas aplicadas no
diagnodstico pré e pds-natal, nomeadamente: Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT);
Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH); Citogenética convencional com o
estudo do cariétipo; Citogenética molecular com Fluorescence In Situ Hybridization
(FISH); Diagnéstico do Sindrome de X-fragil por Polymerase Chain Reaction (PCR) e por
Triplet Repeat Primed PCR (TP-PCR); Quantitative Fluorescence PCR (QF-PCR); Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA); Methylation Specific MLPA (MS-
MLPA).

No LCG-FMUC existe um énfase extensivo no que toca a gestdo de qualidade em
todas as suas vertentes pelo que se submete anualmente a diferentes controlos de
gualidade externo do Genomics Quality Assessment (GenQA) e € membro do consércio
United Kingdom National External Quality Assessment Service (UK NEQAS Consortium),
tendo sempre obtido avaliagOes de excelente e é certificado pela norma I1SO 9001:2015.

O laboratdrio esta estruturado de forma que todos os diferentes tipos de
técnicas efetuadas tenham um workflow eficiente obedecendo a todas as
recomendac¢des e normas em vigor.



Capitulo lI- Histdria da citogenética e genética molecular

O primeiro relato de observacdo de cromossomas ocorreu em 1842 quando o
botanico suico Karl Nageli descobriu a existéncia de cromossomas quando observou
umas estruturas filamentosas na divisdao celular na formagdo de pdlen da planta
Tradescantia'l. Mais tarde, em 1865 Mendel desenvolveu com as suas experiéncias as
3 leis mendelianas da hereditariedade através da observacdo de caracteristicas
especificas da planta da ervilheira (Pisum sativum). A lei da segregacdo, que afirma que
os alelos de cada gene s3ao segregados na meiose para que, em cada gameta apenas
tenha um alelo de cada gene. A lei da dominancia que dita que existem alelos
dominantes e alelos recessivos sendo que organismos heterozigdticos com um alelo
dominante ird manifestar o fendtipo desse alelo e o fenétipo do alelo recessivo ndo se
ird expressar. A lei da segregacdo independente que diz que os alelos sdo independentes
da segregacdo de outros alelos!2.,

Em 1870 Walther Flemming corou pela primeira vez estruturas filamentosas com
anilina a qual as nomeou de cromatinal®l que mais tarde associou a umas estruturas
filiformes, estas foram nomeadas, em 1888, por Waldeyer-Hartz, colega de Flemming,
de cromossomas!®l. Mais tarde, em 1923 Theophilus Painter estimou a quantidade de
cromossomas como 48 através de nucleos reconstruidos de cortes de testiculos
humanos em parafina e corados com hematoxilina de ferro, porém, em 1956 Tjio e
Levan usaram culturas de fibroblastos pulmonares embridénicos de humanos em fluido
amnidtico bovino e provaram, através da observacdo de metafases das células em
cultura que células humanas tém 23 pares de cromossomas®! (Figura 1). Em 1959,
Lejeune descobriu que sindrome de Down era resultante de um cromossoma 21
supranumerario apés o estudo do cariétipo de 9 criangas com sintomas de sindrome de
Downl®l estabelecendo, pela primeira vez na histdria, a ligacdo entre uma anomalia
cromossémica e uma patologia conhecida. Apds esta descoberta, também em 1959,
outras duas aneuploidias foram caracterizadas, a sindrome de Kinefelter, por Jacobs e
Strong como tendo um complemento cromossémico 47,XXYZ e a sindrome de Turner
foi caracterizada também no mesmo ano por Ford como tendo um complemento
cromossémico 45, X8l
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Figura 1- Descoberta do complemento cromossémico humano através da observagdo de metafases de fibroblastos
pulmonares humanos. Fonte: Tjio, J.H. and Levan, A. (1956), “The chromosome number of man.” Hereditas, 42: 1-6.
https://doi.org/10.1111/j.1601-5223.1956.tb03010.x .

A descoberta do numero correto de cromossomas por Tjio e Levan despertou
novamente um interesse no desenvolvimento de novas técnicas de bandagem para a
melhor classificacdo dos cromossomas e identificacdo de anomalias congénitas e em
1970 Casperson et al. publicaram um estudo utilizando a técnica de bandagem de
quinacrina mostarda (Q) por eles inventada, usando um agente fluorescente que se liga
ao DNA, a quinacrina mostarda, que permitiu-lhes identificar, através do padrao
fluorescente criado, os 24 diferentes cromossomas a partir de metafases®l. Mais tarde,
em 1971, foi desenvolvida a técnica de bandagem G por Drets e Shaw ao aplicarem um
tratamento com corante de Giemsa, revelando uma bandagem altamente especifica
que se provaria util a identificar rearranjos estruturais nos cromossomas® (Figura 2).
Para além da previamente mencionada bandagem G, nesse mesmo ano foram
desenvolvidos os tipos de bandagem de centromeros (Bandagem CBG), por Arrighi e
Hsu, que cora as regides centroméricas dos cromossomasl e reverse (Bandagem R),
por Dutrillaux e Lejeune, que cora os cromossomas de forma inversa a bandagem G,
complementando-alt2l. Mais tarde, em 1975 bandagem de regides organizadoras do
nucléolo (NOR) foi inventada por Goodpasture e Bloom[*3l,
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Figura 2- Caridtipo bandado com a técnica de bandagem G, utilizando o corante Giemsa permitindo a visualizagdo
dos padrdes de bandas distintos dos diferentes cromossomas. Fonte: Drets, M. E., & Shaw, M. W. (1971). Specific
banding patterns of human chromosomes. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 68(9), 2073-2077. https://doi.org/10.1073/pnas.68.9.2073 .

As técnicas de bandagem foram um grande passo no que toca a identificacdo e
caracterizacdo de anomalias cromossdémicas, porém estas tinham uma resolucdo
limitada de 5-10Mb, dificultando a identificacdo de certas anomalias cromossdmicas.
Em 1980 FISH foi utilizado pela primeira vez usando sondas de RNA fluorescentes que
hibridizaram com DNA in situ e eram detetadas apds uma autoradiografia por Bauman,
Wiegant, Borst e van Dujin24, Em 1986 Pinkel e Gray desenvolveram FISH de interfase
e metafase (Figura 3) para diagndstico clinico o que impactou a area do diagndstico
sendo um marco importante facilitando a detecdo de aneuploidias em mosaico e de
alteragdes cromossémicas estruturais, permitindo detetar arranjos estruturais sub-
microscopicos que ndo eram detetdveis por técnicas de citogenética convencional®2,

Figura 3- Técnica de FISH em cromossomas humanos com a sonda especifica corada com fluorosceina para o
cromossoma Y pY431A em linfécitos de humanos do sexo masculino. Adaptado de Pinkel, D., Straume, T., & Gray, J.
W. (1986). Cytogenetic analysis using quantitative, high-sensitivity, fluorescence hybridization. Proceedings of the
National  Academy  of  Sciences of the United States of America, 83(9), 2934-2938.
https://doi.org/10.1073/pnas.83.9.2934 .
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A invencdo da técnica polymerase chain reaction (PCR) em 1983 por Kary Mullis
foi um dos maiores marcos da historia da biologia molecular permitindo, através de
varios ciclos de desnaturacao, hibridizacdo e extensdo da cadeia de DNA com uma
polimerase, multiplicar exponencialmente de forma especifica a sequéncia alvo com o
auxilio de primers especificos, esta técnica é indispensdvel em biologia molecular uma
vez que permite gerar milhdes de sequéncias de DNA através de pouco material
permitindo a realizac3o de estudos necessarios™l. Em 1992 Kallioniemi desenvolveu a
técnica de array comparative genomic hybridization (aCGH) que produz um mapa de
copy number variants (CNVs) em vdrias localizagdes cromossdmicas em todo o genoma
ao hibridizar essas regides com fluorocromos e analisar a ratio de intensidade de cada
um numa regido cromossémica especificallZl, A técnica de Quantitative fluorescent
polymerase chain reaction foi descrita em 1993 por Mansfield onde, ao acoplar os
marcadores polimérficos de short tandem repeats (STRs) com PCR, possibilitou a
detecdo das aneuploidias mais comuns através da andlise quantitativa da fluorescéncia
emitida pelos primers especificos para as regides com STRs, sendo esta uma alternativa
mais rdpida e menos dispendiosa que a detecdo por citogenética convencional ou por
FISHEL, Em 2002 Schouten desenvolveu o método de multiplex ligation dependent
probe amplification que permitia analisar 40 sequéncias de DNA diferentes em
simultaneo com pouca quantidade de DNA ao amplificar sondas especificas para essas
mesmas sequéncias e comparando-as com sequéncias de referéncia permitindo detetar
CNVs2l,

Next-generation sequencing (NGS) é uma tecnologia recente que revolucionou o
mundo da gendmica, com a primeira tecnologia introduzida em 2005, esta técnica de
NGS permitiu a sequenciagdao de genomas a um ritmo superior e com um custo menor
do que era previamente possivel e com a sua continua evolugao, esta tecnologia provou
ser uma ferramenta poderosa para a genética clinica moderna2%l, Em 2011 non-invasive
prenatal testing foi introduzido em contexto clinico em Hong Kong, este método de
rastreio provou ser bastante sensivel com uma taxa de falsos positivos bastante baixa
guando comparada com a taxa de falsos positivos de outros testes de rastreio como o
rastreio ecografico ou rastreio usando marcadores bioquimicos. Porém este é apenas
um teste de rastreio uma vez que analisa o cell-free fetal DNA (cffDNA) que nao deriva
diretamente das células do feto, mas sim de células de trofoblasto da placenta que apds
serem fragmentadas libertam também DNA fetal fragmentado para a circulacdo
materna. Este teste de rastreio é muito importante uma vez que, o facto de ndo haver
risco de aborto ao realizar o teste juntamente com a alta sensibilidade do mesmo é uma
boa opcdo para grdvidas que optam por ndo passar o risco de um teste de diagndstico
invasivol2t,



Capitulo llI- Cromossomas e ciclo celular
3.1. O cromossoma

O DNA presente numa célula humana é incrivelmente extenso tendo cerca de 2
metros quando completamente distendido, para estar compactado numa estrutura tao
pequena como o nucleo celular, o DNA precisa de ser altamente compactado. Este nivel
de compactagao é originado através de varios niveis de condensacao: O primeiro nivel
€ a hélice dupla de DNA, o segundo nivel é a hélice dupla de DNA enrolada duas vezes
num octamero de histonas formando um nucleossoma que sdo ligados por um
segmento de histonas e depois enrolados novamente formando um solenoide sendo
este o terceiro nivel de condensacdo. Estes solenoides vao ser armazenados em
dominios de DNA e estes vao ser novamente enrolados formando entdo os
cromossomas!?2l,

Um cromossoma é constituido por dois cromatideos irmaos, cada um contendo
um braco longo (g), um braco curto (p) e telémeros nas terminacdes de cada braco. O
cromossoma contém também um centrémero entre os bracos curtos e os bragos longos
e para além disso, nos cromossomas acrocéntricos existem regides organizadoras do
nucléolo que est3o localizadas em stalks satélite nos cromossomas acrocéntricos22l
(Figura 4).

O cromossoma ¢é identificado segundo o seu tamanho, posicdo do centromero
podendo ser metacéntrico, sub-metacéntrico ou acrocéntrico, e o padrdo de bandas. A
identificacdo dos cromossomas permite a definigdo do cariétipo, que é caracteristico de
cada espécie. A identificacdo dos cromossomas e o estudo do seu padrao de bandas
permite a detecdo de possiveis alteragdes numéricas ou estruturais presentes nos
cromossomas de um pacientel22l,
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Figura 4- Componentes estruturais de cromossomas em metafase e sua classificagdo consoante a posi¢do do
centrémero. Adaptado de Gersen, S. L., & Keagle, M. B. (2013). The principles of clinical cytogenetics. Springer.

3.2. Ciclo celular

A realizagdo do estudo Citogenético Convencional (estudo do cariétipo) permite
a identificacdo de altera¢cdes cromossémicas numéricas e estruturais (tanto
desequilibradas como equilibradas) com um limite de resolucdo de cerca de 5-10Mb.
Para estudar o caridtipo sdao necessarias células em divisdo, nomeadamente em
metafase (etapa do ciclo celular em que os cromossomas atingem o grau de
condensacdo mais elevado) 122,

Existem dois tipos de divisdo celular, a mitose e a meiose. A mitose é uma etapa
do ciclo celular e é um processo onde células eucaridticas se dividem em duas células
nucleadas apds a interfase, onde ocorre a replicacdo de DNA. A mitose consiste em
varias etapas onde a célula organiza os seus constituintes para a divisdao celular na
citocinese, isto é alcancado com o auxilio de um fuso mitético. Este é formado por
constituintes do citoesqueleto como microtubulos e outras proteinas, ao qual se ligam
aos cromossomas na prometafase (apds a sua condensacdo na préfase) e os organiza
simetricamente num plano equatorial para que na préxima etapa, a anafase, o fuso
mitdtico separe os cromatideos irmaos para polos opostos da célula. Na préxima fase, a
teldfase, sdo formados dois nucleos distintos que, através da citocinese, se separarao
para formar duas células diploides distintas!*®! (Figura 5).

A meiose é o processo de divisdo celular, que faz parte do ciclo celular e que
ocorre na formacdo dos gametas. Isto é atingido através de duas divisoes celulares, a
meiose | e a meiose Il. Na préfase da meiose | ocorre o crossing-over dos cromossomas
homoélogos trocando fragmentos de DNA entre cromatideos ndao irmdos. Os
cromossomas sao depois alinhados no plano equatorial através do fuso acromatico e



posteriormente, os cromossomas homoélogos sdo deslocados para polos opostos da
célula, separando-se. De seguida, na teldfase, hd a formacdo de dois nucleos com
metade do numero de cromossomas. No inicio da meiose Il os cromossomas tém dois
cromatideos irmaos, estes cromossomas sao condensados na proéfase |l e sao alinhados,
na metafase Il, no plano equatorial através do fuso acromatico. Os cromatideos irmdos
sdo depois separados para polos opostos da célula anafase Il. Na teléfase Il, sdo
formadas membranas nucleares a volta de cada conjunto de cromossomas em cada polo
da célula que, apods a citocinese, se irdo formar em novas células haploides. Neste ciclo
celular ocorre a formagao de quatro células haploides, os gametas, a partir de uma
célula diploide!?4l (Figura 5).

A meiose em termos de reprodugdao é um processo importante uma vez que
facilita a reducdo das células para um estado haploide permitindo a heranca de metade
do complemento cromossémico de cada progenitor ao acaso, que conjugado com o
fendmeno de crossing-over aumenta em grande escala a variabilidade genética de um
individuo22l, Erros no processo da meiose sdo responsaveis por grande parte de
altera¢des cromossdmicas, principalmente erros de ndo-disjuncdo e erros de crossing-
over que podem provocar anomalias cromossdmicas.
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Figura 5- Representagdo esquematica das diferentes fases da (A) mitose e da (B) meiose. Adaptado de Turnpenny, P.
D., Ellard, S., & Cleaver, R. (2022). Emery's elements of medical genetics and Genomics. Elsevier.



Capitulo IV- Anomalias cromossdmicas

Anomalias cromossdmicas sdao uma causa significativa de abortos espontaneos,
infertilidade, anomalias congénitas e défice intelectual e podem ocorrer tanto nos
autossomas como nos cromossomas sexuais. Estas anomalias cromossdmicas podem
ser classificadas em anomalias cromossémicas numéricas e anomalias cromossdémicas
estruturais e podem ser constitucionais (surgem nos gametas ou células embrionarias)
ou adquiridas (surgem em células somaticas)28l,

4.1. Anomalias cromossomicas numéricas

Estes tipos de anomalias cromossdémicas podem ser divididos em aneuploidias
e euploidias:

Aneuploidias sdo as anomalias cromossdmicas mais frequentes em humanos e
envolvem erros na segregacdao de cromossomas na meiose ou mitose o que leva a
producdo de células com um cromossoma supranumerario ou com um cromossoma em
falta. Existem dois mecanismos que causam erros de segregacao cromossémica na
divisdo celular mitdtica e meidtica. A ndo-disjuncdo meidtica (Figura 6) ou mitédtica
(mecanismo principal dos erros de segregacao de cromossomas) que pode produzir
células monossdémicas ou trissémicas e anaphase lag que produz células monossémicas.
E estimado que cerca de 5% das gravidezes s3o aneuploidias e na maior parte dos casos,
uma aneuploidia constitui um desequilibrio genético demasiado significativo para que
haja um nado-vivo, porém existem exce¢ées como trissomia 13 (sindrome de Patau),
trissomia 18 (sindrome de Edwards), trissomia 21 (sindrome de Down) e aneuploidias
dos cromossomas sexuais. As trissomias associadas aos autossomas que produzem fetos
vidveis estdo associadas aos 3 pares de autossomas (13, 18, 21) com menos genes,
presumindo-se que trissomias associadas a autossomas com mais genes sdo letais. As
trissomias autossomicas estdo associadas com défice intelectual, atraso de crescimento
e anomalias congénitas, sendo que as trissomias 13 e 18 tém uma expectativa de vida
muito menor que a trissomia 21 uma vez que os fendtipos destas sao muito mais
graves2Zl, Aneuploidias nos cromossomas sexuais estdo associadas a fendtipos menos
severos que as aneuploidias nos autossomas, uma vez que o mecanismo de inativacdo
do cromossoma X e a quantidade reduzida de genes do cromossoma Y contribuem para
minimizar as consequéncias clinicas do desequilibrio cromossémico. Individuos com
aneuploidias dos cromossomas sexuais tém fendtipos variaveis, mas comummente,
estdo associados varios casos de infertilidade, desenvolvimento anormal e um
coeficiente de inteligéncia ligeiramente abaixo da médialZZ.
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Figura 6- Esquema exemplificativo da segregacdo de um par de cromossomas na meiose com (A) segregagdo normal,
(B) ndo-disjungdo na meiose |, (C) ndo-disjungdo na meiose Il. Adaptado de Turnpenny, P. D., Ellard, S., & Cleaver, R.
(2022). Emery's elements of medical genetics and Genomics. Elsevier.

Euploidias acontecem quando células tém um multiplo do nimero haploide de
cromossomas (23), por exemplo, uma triploidia tera 69 cromossomas. Raramente ha
nascimento de um nado vivo com esta condigdo e nos raros casos em que este
fendmeno aconteceu, morreram todos pouco tempo apds o seu nascimento. Triploidias
e tetraploidias sdo os tipos mais comuns de euploidias e as triploidias podem ser
causadas pela falha da divisao meidtica na formagcao de um odcito ou espermatozoide
ou por dispermia, quando um odcito é fertilizado por dois espermatozoides!22.

4.2. Anomalias cromossOmicas estruturais

Alteragdes cromossémicas estruturais resultam de quebras no cromossoma e
posteriores reunides dos segmentos que sofreram a quebra numa disposicao diferente
e dividem-se em rearranjos equilibrados e desequilibrados. Em alteracdes
cromossémicas equilibradas o complemento cromossdmico total ndo é alterado, ou
seja, ndo existe perda ou ganho de material genético e por isso em grande parte das
circunstancias ndo tém implicacdes fenotipicas para o portador, porém quando o ponto
de quebra desses rearranjos ocorre num gene funcional importante, o que pode ter
consequéncias no funcionamento desse gene, torna esse rearranjo equilibrado
patolégico. Nas alteragcbes cromossémicas desequilibradas o complemento
cromossémico contém uma quantidade diferente do conteido genético criando
desequilibrios na carga genética o que muitas das vezes tem efeitos patoldgicos.

As alteracdes cromossdmicas equilibradas englobam insergdes, translocacdes e
inversdes (Figura 7) e apesar destas ndo terem, na sua maioria, consequéncias para
portadores, a sua descendéncia tem um risco acrescido de herdar este rearranjo de
forma desequilibrada o que pode ter consequéncias fenotipicas graves uma vez que os
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padroes de segregacdo dos cromossomas podem provocar

cromossémicas geneticamente desequilibradas no embridol2Z,
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As altera¢Oes cromossémicas desequilibradas englobam delec¢des, duplicacdes,

iSocromossomas, cromossomas marcadores, cromossomas em anel e cromossomas

dicéntricos (Figura 8). Estas alteragBes resultam na maior parte dos casos em num

Figura 7- Alteragbes cromossémicas equilibradas. (A)Translocagdo reciproca.
robertsoniana e diferentes mecanismos de formagdo: (1) fusdo de centrémeros; (2) quebra no brago curto e brago
longo; (3) quebra em ambos os bragos curtos dando origem a cromossomas dicéntricos ou, apds a supressdo de um
centrémero, um cromossoma monocéntrico. (D)Inser¢do. Adaptado de Gardner, M. K., & Amor. (2018). Gardner and

Sutherland's chromosome abnormalities and genetic counseling. Oxford University.

(B)Inversao.

fenétipo anormal devido a duplicacdo ou delecdo de uma regido do cromossoma que

engloba um ou mais genes funcionais, dando origem a monossomia parcial no caso de

delecdo ou trissomia parcial no caso de duplicagdo!?Z,
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Figura 8- AlteragGes cromossdmicas desequilibradas. Adaptado de Chowdhury, M. R., Dubey, S. (2013). Role of
Cytogenetics and Molecular Genetics in Human Health and Medicine. In Animal Biotechnology: Models in Discovery
and Translation (pp. 451-472). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-416002-6.00024-9

4.3. Dissomia uniparental

Dissomia uniparental (UPD) ocorre quando um feto herda ambos os
cromossomas homologos de um sé progenitor, se o feto herdar duas copias do mesmo
cromossoma homaologo de um progenitor denomina-se de isodissomia uniparental e se
o feto herdar cromossomas homodlogos diferentes de um soé progenitor, denomina-se
heterodissomia uniparental. Existem quatro mecanismos conhecidos que podem
originar UPD: Complementation, Trisomic rescue, Monosomic rescue e Mitotic error and
rescue (Fiqura 9) 28,

Complementation é o mecanismo mais simples, mas também mais raro, pois
resulta de um erro meidtico em cada um dos progenitores com formacdo de um gameta
dissdmico num dos progenitores e nulissémico no outro progenitor que apds a
fertilizacdo originara um zigoto dissémico com heterodissomia parental de origem do
progenitor que produziu o gdmeta dissémico 28,

Trisomic rescue é o mecanismo mais comum em casos de UPD, este processo
acontece quando uma célula trissémica (devido a uma nao-disjuncdo meidtica) descarta
um cromossoma supranumerario ao acaso no inicio da fase pds-zigética, originando
uma célula dissdmica em que ambos os cromossomas do par pertencem ao mesmo
progenitor, constituindo uma heterodissomia uniparental2&.,

Monosomic rescue, resulta, também, de um erro de ndo-disjuncdo meidtico que
produz um gameta nulissémico num dos progenitores que apds a fertilizacdo ira dar

13
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origem a um zigoto monossomico, isto é corrigido numa mitose pdés-zigética onde o
cromossoma serd replicado dando origem a uma isodissomia uniparental 28],

Mitotic error and rescue, resulta de um erro mitdtico que ocorre num zigoto
inicialmente normal que da origem a uma célula monossémica ou trissémica. A célula
trissémica ocorre devido a uma replicagdo de um dos cromossomas, este erro é
posteriormente corrigido numa mitose onde ocorre a perda do cromossoma que nao foi
replicado. No caso de uma célula monossdmica que ocorre devido a perda de um
cromossoma durante a mitose, numa mitose subsequente ocorre a replicagdo do
cromossoma que n3o foi perdido2&l,

Existem 6 autossomas associados com fendtipos patoldgicos através de dissomia
uniparental através de fendmenos de imprinting, um processo que altera a expressao
de genes através de metilacdo da sequéncia de DNA ou das histonas, os cromossomas
6, 7, 11, 14, 15 e 20, que dependendo do cromossoma e se foi de origem materna ou
paterna, dissomia uniparental pode ter consequéncias patoldgicas!22.

A) Complementation C) Monosomic rescue
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Figura 9- Mecanismos de formacgdo de dissomia uniparental: (A) Complementation, onde um progenitor produz um
gameta dissémico e um gameta monossémico; (B) Trisomic rescue quando ocorre ndo-disjungdo meidtica num
progenitor, produzindo um gameta dissomico, e subsequentemente ocorre a perda de um cromossoma homdlogo
do outro progenitor; (C) Monosomic rescue, quando ocorre ndo-disjun¢do meidtica num progenitor, produzindo um
gameta nulissémico, e subsequentemente ocorre a duplicagdo do cromossoma homdlogo do outro progenitor; (D)
Mitotic error and rescue, onde ocorre um erro mitético que pode gerar uma célula trissomica ou monossdmica e é
corrigido na mitose subsequente. Adaptado de: Amor, D. J., M., G. R. J., & Sutherland, G. R. (2018). Gardner and
Sutherland’s chromosome abnormalities and genetic counseling. Oxford University Press.

4.4. Mosaicismo

Mosaicismo é definido quando, num individuo ou tecido existem mais que uma
linha celular derivada de apenas um zigoto. Este fendmeno acontece quando, na fase
mitotica, ocorre um erro cromossémico, dando origem a outra linha celular diferente da
original. O nivel de mosaicismo e consequente impacto fenotipico depende do quao
cedo acontece na fase mitdtica (quanto mais precoce, maior o nivel de mosaicismo e
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maior o seu impacto no fendtipo)22l. Existem 3 tipos de mosaicismo: o mosaicismo
somatico, que ocorre apenas nas células somatica, ndo afetando a linha germinativa e
consequentemente ndo pode ser transmitido a descendéncia, o mosaicismo gonadal,
que ocorre apenas nas células germinativas presentes nas génadas, este tipo de
mosaicismo pode ser transmitido, como alteragdo cromossdmica para o feto, e o
mosaicismo misto acontecendo em ambas as células somaticas e germinativas9,

Mosaicismo pode ainda ser confinado a placenta (CPM), este acontece quando
existe anomalias cromossdmicas no tecido extraembrionario, mas ndo no feto. Este tipo
de mosaicismo é detetado em cerca de 1-2% de vilosidades coridnicas em diagndstico
pré-natal e ndo é possivel distinguir se € CPM ou uma alteragdo cromossdmica fetal.
Para confirmar o resultado é recomendado fazer amniocentese para poder analisar o
liquido amnidtico e excluir a hipdtese de CPML,

Capitulo V- Testes de rastreio e diagndstico pré-natal
5.1. Testes de rastreio pré-natal

O rastreio pré-natal consiste num conjunto de testes que permitem identificar
um feto com um risco elevado de anomalias cromossémicas, defeitos do tubo neural e
outras anomalias congénitas. A maioria destes testes nao-invasivos estdao disponiveis a
todas as gravidas (com a excecdo de NIPT) e no caso de o risco de uma das anomalias
previamente mencionadas ser elevado é oferecido testes de DPN para confirmar a
presenca ou auséncia de possiveis alteracGes genéticas no feto.

5.1.1. Testes de rastreio pré-natal no primeiro trimestre

No primeiro trimestre da concecdo hd a possibilidade de fazer o rastreio
combinado do 19 trimestre que consiste num rastreio bioquimico e um rastreio
ecografico. No rastreio bioquimico, sangue é colhido da mae entre as 9 e as 10 semanas
de gestacdo e avalia-se os parametros de proteina plasmatica A associada a gravidez
(PAPP-A) e subunidade B livre da hormona gonadotréfica coridnica (B-HCG livre) na
circulacdo materna. Em fetos com trissomia 21, os niveis séricos de R-HCG livre estdo
aumentados enquanto em outras trissomias estdo abaixo do normal. Os niveis de PAPP-
A est3o diminuidos em todas as trissomias2. No rastreio combinado do segundo
trimestre estes valores sdo combinados com o rastreio ecografico do primeiro trimestre
onde se procura marcadores comuns de aneuploidia como a translucéncia da nuca cujos
valores s3o normalmente aumentados no caso da trissomia 13, 18 e 21133l

5.1.2. Testes de rastreio pré-natal no segundo trimestre

No segundo trimestre da gravidez existe a possibilidade de fazer a ecografia
morfoldgica entre as 20-23 semanas de gestacdo, que avalia o crescimento fetal,
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medindo o perimetro cefdlico, perimetro abdominal e comprimento do fémur, avalia
também possiveis malformacdes, problemas da placenta e liquido amniético, a
avaliagdo do colo uterino que é um valor preditivo de um parto precoce e a avaliagdo da
fluxometria das artérias uterinas que é um valor preditivo de restricao do crescimento
intrauterino e hipertensdo gestacional maternal23l, Existe também a possibilidade de
fazer um rastreio bioquimico que mede os niveis da a-feto proteina (AFP), estriol livre
(uE3), gonadotrofina coriénica (hCG) e inibina A que sdo indicadores de possiveis
aneuploidias e defeitos de tubo neural2Z.,

5.1.3. Testes de rastreio pré-natal no terceiro trimestre

No terceiro trimestre da gravidez é possivel fazer a ecografia de avaliacdo do
crescimento fetal que tem como objetivo detetar malformagdes de crescimento de
aparecimento tardio, avaliar se o crescimento fetal é adequado para a idade do feto,
avaliar a apresentacdo fetal para determinar se pode ocorrer um parto normal ou se ha
a necessidade de um parto por cesariana e a avaliacgdo morfolégica de 6rgdao como o
cérebro e os rins,

5.1.4. Testes de rastreio pré-natal ndo invasivo

Rastreio pré-natal ndo invasivo é feito ao analisar o cffDNA presente no sangue
materno para determinar a probabilidade de presenca de uma aneuploidia ou
anomalias especificas em certos cromossomas sendo altamente preciso e com valores
muito baixos de falsos positivos. Este pode ser efetuado a partir das 5 a 7 semanas, mas
a fracdo de cffDNA presente no sangue materno serd mais significativa e mais
informativa a partir das 10 semanas de gestacdo uma vez que a quantidade de cffDNA
aumenta ao longo da gestacdo. Além disso, NIPT tem a capacidade de fazer testes de
paternidade, de determinar o sexo fetal em momentos mais precoces quando
comparados com outros testes e em certos laboratérios também é possivel tipo
sanguineo rhesus fetal24,

Os testes de rastreio sdo de elevada importancia uma vez que ao calcular o risco
de anomalias no feto permite estratificar esse mesmo risco numa consulta de
aconselhamento genético, ajudando a gravida a tomar uma decisao informada quanto
a conduta da gravidez, podendo realizar exames especificos de vigilancia e diagndstico
invasivos, preparar-se para a possivel patologia apds o nascimento da crianga e ou até
mesmo dar término a gravidez.

5.2. Testes de diagnostico genético pré-natal

O diagndstico pré-natal é efetuado quando existe a suspeita de uma
probabilidade acrescida de existéncia de alteragdo cromossémica na gravidez
evidenciada por uma indicacdo clinica. O diagnostico pré-natal é o conjunto de testes de
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diagndstico genéticos efetuados que permite aos pacientes saber, dentro dos limites
especificos dos testes de diagndstico efetuados, se a gravidez é afetada por alguma
condicdao genética. Apesar destes testes de diagndstico serem recomendados para
gravidezes de risco é importante haver uma consulta de aconselhamento genético
prévia uma vez que os testes diagndsticos sdo invasivos e por isso existe o risco de perda
fetal, um fator que pode influenciar a decisdo da gestante.

Os testes de diagndstico pré-natal sdo recomendados e oferecidos a gravidezes
de risco, que é o caso aquando nos testes de rastreio se detetam um risco elevado para
anomalias genéticas como aneuploidias, malformacgdes fetais detetadas em ecografias,
historico familiar com doencas genéticas, filho anterior com cromossomopatia,
progenitores portadores de uma alteracdo cromossdmica ou condicdo genética
transmissivel ao feto que poderd afetar o seu fenétipo.

5.2.1. Bidpsia das vilosidades coridnicas

A bidpsia das vilosidades coridnicas é realizada das 10 as 13 semanas de gestacao
sendo a sua principal vantagem um diagndstico genético mais precoce o que reduz a
ansiedade da gestante e d4 a opcdao a mesma de terminar a gestagao ainda no primeiro
trimestre no caso de detetar uma anomalia, que é um processo menos complicado
quanto mais cedo for efetuado22.

Para realizar a técnica ha a possibilidade de usar duas vias diferentes
dependendo da preferéncia do obstetra que efetuard a operacdo e da posicdo da
placenta, a via transabdominal e a via transcevical, ambas as vias visam recolher uma
amostra de tecido placentario, as vilosidades coridnicas, com o auxilio de uma seringa
ou cateter e ultrassonografia para orientar a seringa ou cateter (Figura 10). Este
procedimento tem certas complicacGes uma vez que é uma técnica invasiva, com
possivel hemorragia, infecGes e rutura de membranas. Estes fatores referidos sdo
responsaveis para que a perda fetal desta técnica seja de 0,7-2% 38,

Uma das desvantagens desta metodologia é a possibilidade de encontrar um
mosaicismo confinado a placenta que ocorre em 1-2% dos casos causando uma
discrepancia entre o complemento cromossdmico do feto e da placenta uma vez que
nado se consegue determinar se 0 mosaicismo é pertencente ao sendo necessario para
confirmar a presenca ou auséncia de mosaicismo no feto uma amniocentese22l, Outra
desvantagem desta técnica é o risco aumentado de contamina¢do materna nestas
amostras.
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Figura 10- Esquema da técnica de bidpsia transcervical de vilosidades coridnicas. Adaptado de Turnpenny, P. D.,
Ellard, S., & Cleaver, R. (2022). Emery's elements of medical genetics and Genomics. Elsevier.

5.2.2. Amniocentese

A amniocentese pode ser realizada a partir das 15 semanas de gestacao e até ao
término da mesma sendo mais comum ser feita entre as 15 e 20 semanas de gestacao.
Esta técnica retira liguido amnidtico, que consiste em células exfoliadas do feto,
transudatos, urina fetal e secre¢des pulmonares, da cavidade uterina com o auxilio de
uma agulha. A colheita é feita transabdominalmente com o auxilio de ultrassonografia
(Figura 11). Este procedimento tem um risco médio de perda fetal de 0,13%,
consideravelmente mais baixo que a bidpsia de vilosidades coridnicas2e.,

Fluido Seringa
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Figura 11- Esquema da técnica de amniocentese. Adaptado de Turnpenny, P. D., Ellard, S., & Cleaver, R. (2022).
Emery's elements of medical genetics and Genomics. Elsevier.
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5.2.3. Cordocentese

A cordocentese pode ser realizada a partir das 18 semanas embora,
normalmente, seja efetuada por volta das 20-22 semanas. Antes deste periodo o cordao
umbilical tem um tamanho muito reduzido dificultando o procedimento. A recolha de
sangue fetal é feita usando uma agulha na origem placentaria do cordao umbilical com
o auxilio de uma ultrassonografia. A técnica tem um risco mais elevado de perda fetal
quando comparado com a amniocentese ou biopsia das vilosidades coriénicas com um
risco de cerca de 1,9%, uma vez que tem varias complicagGes associadas como a
visibilidade limitada da veia umbilical através da ecografia, a posicdo da placenta e os
movimentos do feto podem interferir com o procedimento aumentando o risco de
hemorragias e a necessidade de perfusdes adicionais no corddao. Atualmente a
cordocentese, normalmente, apenas é feita numa gestacdao em estddios tardios quando
sao detetadas malformacgées fetais, quando a amniocentese ou biopsia das vilosidades
coridnicas tiveram resultados inconclusivos ou para clarificar mosaicismos
cromossdmicos presentes em vilosidades coridnicas e liquido amnidtico 271381,

Capitulo VI- Citogenética convencional

A citogenética convencional permite o estudo dos cromossomas com uma
resolucao limite de cerca de 5-10Mb. Esta metodologia requer células em divisdo para
gue seja possivel estudar os cromossomas em metafase, sendo este o estado onde se
encontram mais condensados e mais distinguiveis entre eles. Para obter cromossomas
em metafase sao necessarios tecidos que contenham células que se dividem
espontaneamente ou que podem ser sujeitos a culturas celulares para obter células em
proliferagao.

Para a realizacdo de testes de diagndstico pré-natal usando citogenética
convencional é necessario estabelecer culturas celulares de células fetais, estas podem
ser obtidas através de liquido amniético, vilosidades coridnicas e sangue do cordao
umbilical. A citogenética convencional também permite a realizacdo de testes de
diagndstico pods-natal usando culturas de sangue periférico ou de fibroblastos
provenientes de bidpsias de pele. Existem diferentes cendrios em que testes genéticos
sdo usados para procurar respostas a certas indica¢cdes clinicas como atraso de
desenvolvimento, défice intelectual, caracteristicas dismorficas, malformaces
multiplas, defeitos cardiacos, estatura baixa, genitais ambiguos entre outros. Para além
destes fatores, o teste genético pds-natal pode ser uma ferramenta valiosa para familias
em que houve casos de abortos espontaneos, morte neonatal, problemas de fertilidade,
histérico familiar de rearranjo cromossdmico ou a existéncia de um individuo com défice
cognitivo cuja sua origem é possivelmente cromossdmica e ndo é possivel efetuar o
estudo do mesmo. A técnica de citogenética convencional para descobrir se existe
alguma anomalia genética por detras destes problemas uma vez que a anomalia
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genética pode ser equilibrada nos progenitores e ndo ter manifestacdes fenotipicas,
porém esta pode ser passada de forma desequilibrada a gerag¢des futuras possivelmente
provocando graves anomalias genéticas. Deste modo constitui uma ferramenta
essencial para diagndstico de anomalias genéticas e na avaliagao de risco de transmissao
de anomalias genéticas a descendéncia tendo um papel significante em decisdes de
como proceder com uma gravidez 2],

A citogenética convencional, ao contrario das técnicas de genética molecular,
tem uma resolucgado limitada impedindo a identificacdo de alteragdes genéticas ao nivel
molecular como duplica¢des, dele¢des ou mutagdes pontuais que sao responsaveis por
muitas anomalias genéticas. Outra desvantagem é a capacidade limitada de detetar
mosaicismos, uma vez que se baseia na analise visual de células, é impossivel analisar
por completo todas as células podendo ndo detetar células de complemento
cromossémico anormal que estao presentes em baixa proporcdo. Esta técnica também
necessita de culturas celulares que precisam de tempo para originar células
proliferativas suficientes para o estabelecimento de laminas para analise ao
microscopio, que conjugado com o tempo da analise das mesmas resulta num tempo de
espera alongado para o paciente até este obter o resultado, se a situacdo clinica for
urgente outras alternativas poderdo ter de ser utilizadas.

No entanto, a citogenética convencional tem varias vantagens em rela¢do a
outras técnicas de diagndstico genético como pode analisar por completo o
complemento cromossdmico de um individuo permitindo a identificacdo de anomalias
cromossémicas de grande escala. E uma técnica com um baixo custo de aplicacdo
guando comparada com outras técnicas de andlise genética de grande escala como NGS
ou WGS. Permite identificar rearranjos cromossémicos equilibrados ndao detetaveis por
técnicas de genética molecular, rearranjos estes que estdo associados a varios
problemas mencionados anteriormente.

Assim é importante notar que a citogenética convencional e a genética molecular
sdo muitas vezes utilizadas conjuntamente de forma a realizar um diagndstico genético
mais compreensivo.

6.1. Colheita e transporte de amostras

-

E um requisito absoluto ter células vivas com capacidade proliferativa para
efetuar estudos citogenéticos, um dos fatores que influencia as células da amostra e a
sua capacidade de crescer e multiplicar é a maneira como ela é coletada e
subsequentemente transportada sendo que diferentes tipos de amostras necessitam de
diferentes métodos de colheita e transporte para ndo influenciar a capacidade
proliferativa das células!2Z.,

20



6.1.1. Amostras de tecido sdlido

Tecidos solidos como bidpsias das vilosidades coridnicas e bidpsias da pele
devem ser colhidas e transportadas em recipientes estéreis com meio de cultura
fornecido pelo laboratdrio. O transporte destas amostras é feito temperatura ambiente
permitindo o estabelecimento imediato da cultura aquando da chegada ao
laboratério22l,

6.1.2. Amostras de liquido amniodtico

Uma amostra de liqguido amnidtico deve conter 1mL de liguido amnidtico por
cada semana de gestacdo e estas devem ser obtidas em condi¢Ges estéreis para um
recipiente estéril apto para estabelecimento de cultura celular. O transporte deve ser
feito no menor espaco de tempo possivel e a temperatura ambientel22,

6.1.3. Amostras de sangue periférico

As amostras de sangue periférico devem ser coletadas usando seringas estéreis
e armazenadas em tubos de heparina de sddio sem preservantes. As culturas de sangue
periférico podem ser iniciadas até 5 dias apds a colheita, mas para obter melhores
resultados possiveis, estas devem ser iniciadas até 24h apds a colheita. Até ao
processamento das amostras, estas ndo devem ser sujeitas a temperaturas extremas
devendo estar, até ao seu processamento a temperatura ambiente ou refrigeradas a
uma temperatura n3o abaixo dos 42C22.,

6.2. Estabelecimento de cultura

Todos os tipos de amostras que s3ao usados para analise citogenética
convencional, sdo postos num meio de cultura aquoso de modo a que as células
proliferem e se consiga obter células suficientes para efetuar todos os estudos que
possam possivelmente ser necessarios.

Existem meios de cultura diferentes que serdo mais apropriados para certo tipo
de estudos e de células, porém todos estes sdo uma solugdo equilibrada de sais com
varios aditivos[22l:

e Glicose.

e Solugdao tampao para manter um pH estavel.

e L-glutamina, um aminoacido essencial para crescimento celular.

e Soro bovino fetal (FBS) que contém varios fatores de crescimento celular e deve
ter uma concentracdo de 10-30% no meio final de cultura visto que
concentra¢des fora destes limites influenciam negativamente o sucesso da
cultura.
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Antibidticos para inibirem o crescimento de possiveis microrganismos
contaminantes da cultura. Isto porque, na cultura estdo presentes varios
nutrientes e fatores de crescimento que podem potenciar a proliferacdo de
microrganismos, por isso s3o usados antibidticos como medida preventiva. E
sempre imperativo ter condi¢Oes estéreis e ter cuidado para ndo expor as
culturas a possiveis contaminantes externos. No caso de haver a contaminagao
de amostras deve-se analisar no laboratério de microbiologia de modo a
identificar o antibiético indicado para remover o contaminante.

Estimulantes mitdticos (mitédgenos) sdo necessarios em algumas culturas de
células que ndo se dividem espontaneamente, como os linfécitos. Por isso
mitdégenos como fitohemaglutinina(PHA) sdo necessarios para estabelecer a
cultura destas células.

Para além do uso de antibidticos e se fazer o estabelecimento da cultura dentro

de uma cdmara com fluxo laminar em condicdes estéreis (Figura 12), sao efetuadas duas
culturas diferentes da mesma amostra por diferentes técnicos em camaras de fluxo

laminar diferentes, com meios de igual composi¢cdo, mas armazenados em diferentes

recipientes e que sdo postos em cultura em estufas de incubacdo diferentes com os
mesmos parametros de temperatura, humidade e didxido de carbono!*Y,

Figura 12- Camara de fluxo laminar onde o estabelecimento e a manutengdo das culturas é efetuado. Imagem
cedida pelo LCG-FMUC.

6.2.1. Cultura de vilosidades coridnicas

Para estabelecer uma cultura de vilosidades coridnicas, estas precisam de ser

primeiramente dissecadas uma vez que as amostras vém com material residual

materno. E imperativo fazer a separacio do material materno do material fetal
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(aparéncia mais translucida) (Figura 13) para evitar contaminacdo materna da amostra
gue impossibilitaria um resultado fidedigno de qualquer teste genético. Este
procedimento é feito a lupa com pingas estéreis numa caixa de petri estéril com PBS de
modo a lavar a amostra. No caso de o feto ser do sexo feminino, ao fazer-se a separagao
das vilosidades, coloca-se uma pequena quantidade das vilosidades num microtubo de
2mL para posteriormente se fazer um despiste de contaminacdo materna por
comparacdo de tamanho de short tandem repeats (STR) entre o feto e a progenitora

garantindo que o teste genético estd a ser efetuado exclusivamente ao feto!“1,

-~

Figura 13- Separagdo do material materno do material fetal a lupa. (A) Lupa utilizada para a separagdo do material
materno do material fetal das vilosidades coridnicas; (B) Vilosidades coridnicas antes do material fetal ser separado
do material materno; (C) Material fetal separado; (D) Material materno separado. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.
Apds a separacdo do material materno do material fetal, este é introduzido num
tubo estéril para ser digerido enzimaticamente, primeiro é utilizado tripsina durante 1
hora a 379C e centrifugada para retirar a solucdo de tripsina e adicionar uma soluc¢do de
colagenase durante 30 minutos a 372C e apds este periodo é feito novamente uma
centrifugacao descartando a solugao de colagenase, pipetando depois as vilosidades
coridnicas para 2 caixas-T com meio de cultura adequado e deixa-se as caixas a incubar
em estufas separadas (Figura 14), fechadas com temperatura, humidade e niveis de CO2
controlados. Apds 2 a 3 dias, os crescimentos das células de cada respetiva cultura sdo
avaliados num microscépio invertido (Figura 15) avaliando se é necessario fazer a troca
do meio de cultura, esta avaliacdo deve ser efetuada todos os dias subsequentemente.
Apds 5 a 7 dias, as culturas devem ter células suficientes para a manipulacgado,
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dependendo do crescimento celular e da atividade mitética (avaliado pelo nimero e
tamanho das coldnias e nimero de células em divisdo) 211,

Figura 14- Estufas de temperatura, humidade e CO2 controlado, para crescimento das culturas. Imagem cedida pelo
LCG-FMUC.

Figura 15- Avaliagdo do crescimento celular das culturas estabelecidas no microscépio invertido. A) Microscépio
invertido; B) Cultura com crescimento celular suficiente para manipulagdo. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

6.2.2. Cultura de amnidcitos

Para fazer cultura de amnidcitos, os liquidos amnidticos sdo avaliados,
verificando a sua cor, que deve ser ligeiramente amarelado e se tem presenca de
sangue. Depois é adicionado o meio de cultura aos frascos-T que contém o liquido
amnidtico. Os frascos sdo entdo inseridos em estufas de incubagdo com temperatura,
niveis de humidade e de CO2 controlados para otimizar o crescimento celular onde é
deixado 4-6 dias. Para manter a cultura é necessario mudar o meio pelo menos uma vez
por semana que é feito aspirando o meio com uma pipeta e depois adicionando meio
novo. Para verificar se as células estdo prontas para a manipulacao, os frascos-T sdo
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periodicamente observados num microscopio invertido para verificar se a cultura tem a
confluéncia necesséria para dar inicio ao processo de manipulagdo®L.,

6.2.3. Cultura de sangue periférico

Amostras do sangue periférico tém uma grande quantidade de células que
podem ser usadas para diagndstico clinico ou para estudar a estrutura e organizacao
dos cromossomas. As células que se pretendem observar sdo os linfécitos T. Para
estimular o crescimento de linfécitos T e criar uma cultura destas células, o sangue
periférico, que é coletado para tubos de heparina de sddio (anticoagulante), é
transferido (cerca de 10 gotas) para tubos de 15mL e adicionado a meio com PHA, um
estimulador mitdtico. O sangue é depois incubado numa estufa a 372C durante 48 ou 72
horas em tubos inclinados 452 para promover trocas gasosas. Como a cultura de
linfécitos € uma cultura em suspensdo, ndo se pode observar o seu crescimento. Para
garantir um numero suficiente de células em divisao, é feita uma sincronizacao do ciclo
celular. A sincronizacdo celular é feita antes da manipulacdo usando metotrexato (MTX)
gue bloqueia a replicacdo de DNA, ao inibir a sintese de timidina, na fase S do ciclo
celular e apds 16-18 horas (mais tempo levaria a morte celular devido a elevada
toxicidade do MTX) é utilizado timidina para retomar o ciclo celular garantindo que o
maior nimero de células esteja na mesma etapa do ciclo celular4L,

6.2.4. Cultura de fibroblastos

Para fazer cultura de fibroblastos, amostras de bidpsias de pele sdo colocadas
em placas de petri e sdo cortadas em finos pedacos e inseridas em caixas com soro fetal
permitindo a sua adesdo a caixa de cultura. A caixa é virada ao contrario e adiciona-se
meio de cultura sem estar em contacto com os fragmentos de pele cortados e sdo
deixadas numa estufa de incubagdao com temperatura, niveis de humidade e de CO2
controlados para otimizar o crescimento celular. Apds algumas horas, a caixa é invertida
permitindo o meio contactar com os pedacos de pele onde sdo deixados cerca de 8 dias
para proliferarem. Depois a confluéncia celular é avaliada varias vezes por semana até
esta ter células em divisdo suficientes para iniciar a manipulagdo“L.

6.3. Manipulagao

A manipulacdo é uma técnica idéntica para todos os tipos de amostras biolégicas
com peqguenas variacoes. Esta técnica é iniciada quando existe confluéncia suficiente na
cultura celular. Antes da manipulacdo é adicionado chromosome resolution additive
(CRA) as culturas de liquidos amnidticos, vilosidades coridnicas e fibroblastos, um
composto quimico que previne a contracdo dos cromossomas e suscita o alongamento
dos mesmos ao enfraquecer a ligacdo quimica que existe na estrutura compacta do
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cromossoma. Isto é feito para aumentar a resolucdo dos cromossomas e facilitar a
observac3o de bandas individuais dos cromossomas!22.,

Depois deste passo, para comegar a manipulag¢ao, adiciona-se colcemida, um
inibidor mitdtico que atua ligando-se a tubulina, obstruindo a formagao do fuso mitético
ao inibir o movimento dos microtubulos. A agdao deste composto previne a separagao
dos cromatideos irmaos na anafase deixando apenas células em metafase (Figura 16)..
O tempo de exposicdo a colcemida tem de ser controlado uma vez que uma exposicao
demasiado longa resulta numa maior quantidade de cromossomas em metafase,
porém, uma vez que 0s cromossomas condensam enquanto progridem pela metafase,
também ficardo mais curtos, por isso é necessario haver um meio termo e no LGC-FMUC
o tempo estipulado que ao longo dos tempos tem dado os melhores resultados sdo 3
horas de exposic3ol22l,

A B

\'ulf 4 N
Figura 16- Cultura celular (A) antes do tratamento de colcemida e (B) depois do tratamento de colcemida observando-
se uma maior quantidade de células em divisao. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Apds o tratamento com colcemida, o meio é retirado e é adicionada tripsina para
libertar as células das paredes da caixa de incubagdo. As células sdo transferidas para
um tubo de centrifugacdao e sdao centrifugadas para depois receberem o tratamento
hipotdnico. Este tratamento consiste em adicionar uma solugao hipotdnica de cloreto
de potassio (KCl) as células, o que vai permitir que a dgua entre nas células por osmose,
0 que as vai tornar mais turgidas e assim dispersar os cromossomas na lamina. O tempo
de exposicao a solucdo hipotdnica é crucial uma vez que demasiado tempo causard o
rebentamento das células e o oposto resultara numa dispersdo insuficiente dos
cromossomas causando sobreposicdo entre estes e dificultando a sua visualizacdo!22.
No LCG-FMUC faz-se uma exposicdo a solucdo hipotdnica durante 20 minutos numa
incubadora a 37°C.

De seguida ao tratamento hipotdnico segue-se a fixacdo dos cromossomas, este
processo tem a funcdo de parar o efeito da solugdo hipotdnica assim como fixar as
células no seu estado turgido, remover dgua e preservar a estrutura dos
cromossomas!22l, Para realizar a fixacdo sdo adicionadas aos tubos solucdes de fixacdo
primeiramente é feita uma pré-fixacdo com uma solucdo constituida por metanol e
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acido acético numa proporcao de 6 partes de metanol:1 parte de acido acético, que tem
a funcao de garantir que os cromossomas tém a melhor morfologia possivel. De seguida
procede-se com fixagdes usando solugbes de fixagdo, também com varias proporgdes
de metanol e de acido acético (6 partes de metanol:1 parte de acido acético; 3 partes
de metanol:1 parte de acido acético; 1 parte de metanol:1 parte de acido acético). Se
estivermos a fixar sangue periférico as condicGes da fixacdo serdo diferentes, ndo se faz
pré-fixacao, a solucdo de fixacdo deve ter sempre a proporc¢ao de 3 partes de metanol:1
parte de acido acético e a primeira fixacdo deve ser feita enquanto o tubo esta a ser
agitado num vortex, o que vai impedir que o sangue fique coagulado e ao mesmo tempo
vai promover a lise da membrana celular dos eritrécitos. Apds cada fixagdo, os tubos
devem ser centrifugados e o sobrenadante deve ser descartadol“%.

6.4. Espalhamento

Apds a fixacdo, o Ultimo passo antes da bandagem é o espalhamento das células
nas laminas, uma etapa crucial uma vez que este passo é determinante da qualidade das
metafases que serdo observadas. As caracteristicas principais de um espalhamento bem
efetuado sdo um numero suficiente de metafases devidamente espacadas na lamina
com a menor sobreposicido possivel dos cromossomas e sem citoplasma visivel2Z.,

O espalhamento é um procedimento simples que consiste em pipetar duas gotas
da suspensdo celular que contem a solucdo de fixador e a amostra em estudo numa
[amina. Porém a sua qualidade é dependente da velocidade de evaporagao do fixador,
pois a tensao superficial do fixador aplica uma pressao nas células que as esmaga e a
medida que o fixador se evapora, as membranas celulares sdo esticadas tornando as
células cada vez mais planas e dispersando mais os cromossomas. Assim, a velocidade
de evaporacdo do fixador tem grande influencia na qualidade do espalhamento e esta é
influenciada por fatores externos como volume da gota de solugdo fixadora e amostra
usado na lamina, temperatura e humidade (menor volume da gota da suspensao celular,
maior temperatura e baixa humidade resultard numa evaporacao mais rapida e vice-
versa), devido a este facto o espalhamento é efetuado numa camara de temperatura e
humidade controlada para que a variabilidade destes fatores seja a menor possivel e
assim produzindo o maior nimero de laminas com espalhamento de boa qualidade
possivel. Apés o espalhamento, a lamina deve ser observada num microscépio de
contraste de fase para avaliar a qualidade das metafases obtidas (Figura 17) e averiguar,
se necessario, que ajustes se poderao fazer para melhorar as metafases obtidas (diluir
ou concentrar a amostra ou aumentar o volume da amostra pipetada para a lamina)22.,

Apds o espalhamento as laminas devem ser identificadas com o tipo biolégico da
amostra, a identificacdo interna do nimero do caso, a linha de tratamento da amostra,
a data de manipulacao, a data de espalhamento e nimero da lamina espalhada desse
caso. Apés a identificacdo a lamina deve ser envelhecida numa estufa a 602C durante a
noite ou 902C durante 1 hora antes de proceder com a bandagem!22.,
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Figura 17- Avaliacdo do espalhamento no microscopio de contraste de fase. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

6.5. Bandagem

Para analisar os cromossomas é preciso conseguir identificar os cromossomas,
ou seja, precisamos de conseguir ver o seu tamanho, posi¢cdao do centrédmero e padrao
de bandas, com estas condicdes reunidas é entdo possivel detetar alteracdes numéricas
e estruturais com um limite de resolucdo de cerca de 5-10 Mb. Isto é alcancado
utilizando técnicas de bandagem mencionadas no capitulo 2. No decorrer deste estagio
foram observadas a técnica de bandagem GTL e a técnica complementar de bandagem
CBG, porém é usada também a técnica complementar de bandagem AgNOR.

6.5.1. Bandagem GTL

A técnica de bandagem G é a técnica de bandagem mais usada em laboratdrios
de citogenética devido a permanéncia das bandas produzidas e a facilidade de captura
de imagem das mesmas, sendo estas observaveis ao microscépio de campo claro. No
LCG-FMUC quando a técnica de bandagem G é utilizada, utiliza-se o método GTL
(bandagem G usando corante leishman).

Para fazer esta bandagem é necessario preparar 6 coplins numa sequéncia onde
se vao imergir as laminas que se pretendem aplicar a bandagem (Figura 18). No primeiro
coplin a lamina é submersa numa solucdo de tripsina diluida em cloreto de sédio (NaCl)
de modo a digerir parcialmente os cromossomas permitindo ver o padrdo de bandas
gue possibilita a sua identificacdo, sendo as bandas mais escuras ricas em regides de
heterocromatina e as bandas mais claras ricas em eucromatinal2Zl. Este primeiro passo
tem de ser ajustado uma vez que uma digestdo em tripsina durante demasiado tempo
resultara em cromossomas com bandas pouco intensas limitando a sua visibilidade e a
sua morfologia sera afetada havendo também a possibilidade de detetar corante a volta
do cromossoma enquanto uma digestdo demasiado rapida resultard em cromossomas
sem bandas visiveis/“l. De seguida a Iamina é sujeita a lavagens para remover a tripsina
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sendo imersa rapidamente no segundo coplin que contem uma solucdo de NaCl e logo
depois no terceiro coplin que contém uma solucdo de tampao Gurr. A lamina é depois
imersa no quarto coplin que contém corante Leishman durante alguns minutos (tempo
ajustavel como o passo da tripsinizagdao de modo a obter bandas de melhor qualidade
possivel) o que ird conferir o padrdao de bandas aos cromossomas. Apds coradas, as
laminas sdo transferidas rapidamente para o quinto e logo de seguida para o sexto coplin
gue contém tampdo Gurr e agua destilada respetivamente, removendo o excesso de
corante.

Figura 18- Procedimento de bandagem GTL: (1) Tratamento com tripsina; (2) Lavagem com solugdo de NacCl; (3)
Lavagem com tampdo Gurr; (4) Coloragdo dos cromossomas com corante de Leishman; (5) Lavagem com tampéao
Gurr; (6) Lavagem com agua destilada. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Apds a bandagem as laminas sdo observadas num microscépio de campo claro,
permitindo observar a morfologia dos cromossomas e a qualidade das bandas (Figura
19) para averiguar se é necessario alterar algum dos tempos de tripsinizacdo ou de
tratamento com corante.

N

Figura 19- Avalia¢do da qualidade da bandagem efetuada em microscépio de campo claro. Imagem cedida pelo LCG-
FMUC.
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Depois de coradas as laminas sdo armazenadas num suporte a temperatura
ambiente até a sua andlise ao microscépio de campo claro.

6.5.2. Bandagem CBG

A técnica de bandagem C cora seletivamente as regides de heterocromatina que
estdo proximas dos centrémeros, as areas polimérficas dos cromossomas 1, 9 e 16,
assim como o segmento distal do braco longo do cromossoma Y. As bandas coradas por
esta técnica contém sequéncias repetitivas de DNA (DNA satélite) e é util para identificar
a presenca de cromossomas dicéntricos e cromossomas marcadores!22.,

O procedimento para realizar este método inicia-se ao imergir a lamina,
previamente envelhecida, e é depois introduzida numa solucdo de acido cloridrico (HCl)
durante alguns minutos de modo a despurinar o DNA. De seguida a lamina é transferida
para o préximo coplin e é lavada em 3agua destilada. A ldmina é depois imersa no
proximo coplin que contém uma solugdo alcalina de hidréxido de bario durante 1 minuto
que vai desnaturar o DNA. O excesso de solucdo de hidréxido de bario é lavado num
coplin com agua destilada e é posteriormente imersa num coplin que contém solucao
salina de 2x citrato de sédio (SSC) onde é incubada a 602C durante cerca de 40 minutos,
o que removera as regioes de DNA exceto as regides de DNA satélite repetitivo. A lamina
é lavada mais uma vez num coplin com agua destilada e depois é imersa num coplin com
corante Giemsa durante cerca de 10 minutos e depois a lamina é novamente transferida
para um coplin com agua destilada para lavar o excesso de corante[221140],

As laminas bandadas com a técnica de bandagem C sdo depois deixadas a
temperatura ambiente para secar ou sdo limpas e depois podem ser imediatamente
observadas ao microscépio de campo claro.

6.5.3. Bandagem AgNOR

A técnica de bandagem AgNOR permite a identificacdo das regiGes organizadoras
do nucléolo situadas nas extremidades dos bracos curtos dos cromossomas
acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 que contém genes responsaveis pela sintese de RNA
ribossomal, sendo assim Util para detetar rearranjos envolvendo estes cromossomas e
para auxiliar a caracterizacdo de cromossomas marcadores!22,

6.6. Analise das metafases ao microscépio

Apds a bandagem das laminas, estas sdo analisadas ao microscépio. Para
encontrar metafases comeca-se por ver na objetiva de 10x, procurando metafases com
cromossomas longos, distendidos, com um padrdo de bandas adequado e que ndo
estejam sobrepostos. Quando uma metafase com estas caracteristicas é encontrada,
aumenta-se a ampliacdo ao mudar da objetiva de 10x para a objetiva de imersdo que
tem uma amplia¢do de 100x. Se com esta ampliacdo a metafase tiver as caracteristicas
ideais, anotam-se as coordenadas da metafase na folha de anadlise para que no caso de
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ser necessario, revisitar esta metafase. De seguida anota-se se esta metafase é utilizada
para fazer a contagem do nimero de cromossomas ou para analise do cariétipo.

O estudo do cariétipo é feito analisando a estrutura (ou seja, o padrdo de bandas)
de todos os cromossomas. O numero de metafases a analisar estabelecido pelas
guidelines internacionais (General Guidelines and Quality Assurance for Cytogenetics de
European Cytogenetics Association) é de 12-15 metafases, este nimero foi estabelecido
de modo a que seja possivel analisar o minimo de 2 células comparando os
cromossomas homologos (incluindo o cromossoma X e Y) banda a banda, e no caso de
haver sobreposi¢des entre os cromossomas, 0s pares de cromossomas envolvidos na
sobreposicdo devem ser analisados noutra metafase onde estes ndo se encontrem
sobrepostos para garantir que ndo existe um rearranjo estrutural ocultado pela
sobreposicdo. Quando é identificado um possivel mosaicismo, é necessario fazer a
analise de metafases adicionais, podendo esse estudo adicional ser moderado ou
exaustivo. Um estudo adicional moderado (analise de 30 metafases) é efetuado quando
é detetado um rearranjo cromossémico equilibrado em multiplas metafases, uma
monossomia detetada em multiplas metafases, um cromossoma sexual supranumerario
detetado numa ou mais metafases ou trissomia dos autossomas 1, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 17
ou 19 detetada numa ou mais metafases. Um estudo adicional exaustivo (andlise de 50
metafases) é efetuado quando é detetado um cromossoma marcador em multiplas
metafases, um rearranjo cromossémico desequilibrado em multiplas metafases ou
trissomia dos autossomas 2, 5, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 21 ou 22 detetada numa
ou mais metafases. As metafases sdo capturadas no software Cytovision® de modo a
construir cariogramas, que em conjunto com a observacdo ao microscopio se utiliza para
a realizacao da analise das metafases. As capturas devem ser de metafases com as
caracteristicas mencionadas previamente, sendo o padrdo de resolucdao dos
cromossomas um dos fatores mais cruciais, ou seja, que as bandas sejam nitidas, com
um padrdo de bandas adequado ao motivo do estudo citogenético e com bandas que
ndo estejam sobrepostas. Para identificar se existe algum rearranjo nos cromossomas e
onde se situam os pontos de quebra que deram origem ao mesmo, as bandas dos
cromossomas estudados sdo comparadas com ideogramas presentes no ISCN com a
mesma resolucdo das bandas dos cromossomas em estudo.

Antes de se elaborar o relatério, outro técnico efetua a revisdo do caso para
confirmar o diagndstico, isto é feito analisando os cariogramas efetuados previamente
e verificar se o resultado obtido por ambos os técnicos sdo coincidentes. Sendo o
resultado do caridtipo confirmado por ambos os técnicos, o relatério do caso é
elaborado descrevendo o modo de analise do caso, o resultado obtido e a interpretacao
do mesmo.
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6.7. Nomenclatura

Apds a descoberta do niumero de cromossomas Tijo e Levan em 1956, um grande
interesse sobre o tema da citogenética foi suscitado levando a criacdo de varios sistemas
de nomenclatura de cromossomas o que gerou grande confusao na literatura. Isto levou
a necessidade de criar um sistema de nomenclatura comum que facilitaria a
comunica¢do em todos os laboratdrios da area da citogenética, assim, foram realizadas
varias conferéncias com especialistas e em 1977 foi decidido criar um sistema de
nomenclatura citogenética internacional, o “An International System for Human
Cytogenetic Nomeclature (1978)” que era a culminacdo de todas as conferéncias
importantes realizadas previamente. Ao longo dos anos, este sistema tem sido
atualizado para estar a par das novas descobertas no campo e suportar o uso de novas
metodologias“tl.

Num cariograma os autossomas estdo numerados de 1 a 22 e os cromossomas
sexuais sdo denominados X e Y. Os cromossomas sao ainda distribuidos por grupos de A
a G, baseados no seu tamanho e posicao de centrémero que influencia a razao de
tamanho do braco longo e do braco curto do cromossoma (Tabela 1) 211,

Tabela 1- Grupos de cromossomas.

Cromossomas metacéntricos grandes, distinguidos pelo
Grupo A 1-3 tamanho e posicdo do centrémero
Grupo B 4-5 Cromossomas submetacéntricos grandes

Cromossomas metacéntricos ou submetacéntricos de
Grupo C 6-12,X | tamanho médio
Grupo D 13-15 Cromossomas acrocéntricos de tamanho grande
Grupo E 16-18 Cromossomas metacéntricos e submetacéntricos curtos
Grupo F 19-20 Cromossomas metacéntricos curtos
Grupo G 21-22, Y Cromossomas acrocéntricos curtos e o cromossoma Y.

Cada cromossoma possui uma série caracteristica de bandas, que sdo uma parte
do cromossoma claramente distintas de partes adjacentes devido a uma coloragao
escura ou clara dependendo do tipo de bandagem, estas bandas sdo designadas como
regioes, bandas ou sub-bandas. RegiGes sao delimitadas por caracteristicas morfologicas
nos cromossomas que s3o consistentes e importantes na identificacdo dos
cromossomas, estas regides estdo divididas em bandas que podem ainda ser
subdivididas em sub-bandas (estas sdo marcadas na sua designacdo com um ponto
final). Para designar uma banda particular sdo necessarias 4 informagées: niumero de
cromossoma, simbolo do brago do cromossoma, niumero da regido e banda da regido.
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Estas informacdes s3o dadas nesta ordem sem espacamento®2, Por exemplo a sub-
banda 2 da banda 1 da regido 1 do brago curto do cromossoma 2 designa-se: 2p11.2

(Figura 20).
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Figura 20- Idiograma do cromossoma 2 indicando a localizagdo 2p11.2. Adaptado de McGowan-Jordan, J., Hastings,

R. J., &amp; Moore, S. (2020). ISCN 2020: An international system for human cytogenomic nomenclature (2020).
Karger.

6.8. Criopreservagao das culturas celulares

A preservacao das culturas celulares é um aspeto importante da citogenética
uma vez que, no futuro, podem ser requisitados novos testes para certo caso, logo é
importante manter as células vivas e com capacidade proliferativa durante longos
prazos de tempo. Isto pode ser alcancado com criopreservacdo, uma técnica que utiliza
nitrogénio liquido para congelar e preservar as células permitindo também reduzir o
risco de contaminacdo, evita a senescéncia e minimiza os efeitos de aparecimento de
novas variantes genéticas/4Zl,

O processo de congelamento é critico para as células, uma vez que um
congelamento rapido permitird a formacdo de cristais de gelo que podem colapsar a
estrutura da propria célula, isto é, pode provocar a morte celular. Um congelamento
ndo apropriado pode também desnaturar proteinas, alterar o pH e perturbar as
concentragdes de eletrélitos (Figura 21). Assim o congelamento deve ser feito
lentamente para permitir que a dgua no interior da célula saia antes das células
congelarem, este processo é auxiliado com um agente criopreservador, dimetilsulféxido
(DMSO) ou 10% glicerol que, quando adicionado ao meio de criopreservacao, baixa a
temperatura de congelamento permitindo um congelamento mais gradual o que é
essencial para controlar as perdas de dgua na célulal22142],

O procedimento de congelamento comeca por isolar as células num tubo falcon
gue é centrifugado e onde posteriormente é removido o sobrenadante. Depois é
adicionada a solucdo de criopreservacdo com DMSO e FCS a 1% as células, muito
lentamente, para evitar a formacao de cristais. As células sdo depois transferidas para
uma ampola de criopreservacao, devidamente identificada com o nimero do caso e
data de criopreservacao, que sera entdao colocada em gelo a 49C, durante 30min no
minimo. Depois as ampolas sao transferidas para gelo seco a -80C, durante mais 30min.
Por fim s3o colocadas nas arcas de azoto liquido!#2.,
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Figura 21- Efeitos dos diferentes tempos de congelamento na morfologia intracelular. A) Um maior tempo de
congelamento contribui para uma maior saida de dgua da célula devido a osmose uma vez que a dgua extracelular se
transforma em cristais de gelo. B) A maior viabilidade das células é atingida quando é utilizado um tempo intermédio
de congelamento equilibrando o risco de formacdo de cristais de gelo no meio intracelular com a diminui¢do da agua
perdida por osmose. C) Um congelamento rapido contribui para a formagdo de cristais de gelo no meio intracelular
o que resulta na morte celular. Adaptado de Baust, J. M., Campbell, L. H., &amp; Harbell, J. W. (2017). Best practices
for cryopreserving, thawing, recovering, and assessing cells. In Vitro Cellular &amp;amp; Developmental Biology -
Animal, 53(10), 855—-871. https://doi.org/10.1007/s11626-017-0201-y

Para descongelar as células, a ampola de criopreservacdo é removida da arca
frigorifica a nitrogénio liquido e inserida imediatamente num banho de agua a 372C
enguanto é agitada continuamente durante 60 segundos. Apds o descongelamento a
ampola é desinfetada com etanol a 70% e depois a suspensdo celular descongelada é
transferida para meio com solucao de lavagem Hank’s, para remover o DMSO. Depois a
suspensao celular é centrifugada e no fim, as células sao transferidas para a caixa de
cultura celular com o meio de cultura apropriado. Estas devem ser observadas apds 24h
para verificar se as células aderiram a caixa de cultura e o meio deve ser mudado de 2-
5 dias apods o estabelecimento da cultura verificando se a linha celular foi reestabelecida
com sucessol4Zl,

Capitulo VII- Citogenética molecular

Citogenética molecular € um campo de estudo que combina citogenética com
técnicas de biologia molecular, focando-se a andlise dos cromossomas a um nivel
molecular de modo a entender a sua estrutura, funcdo e o seu papel em doencas
genéticas. A introducdo de técnicas moleculares como hibridizacdo de DNA e PCR
revolucionaram o campo da citogenética e assim estas técnicas permitiram a
visualizacdo e mapeamento de certos genes e sequéncias de DNA em cromossomas com
uma resolucdao maior, possibilitando a obtencao de informacdo mais detalhada sobre
anomalias cromossdmicas.
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7.1. Fluorescent in-situ hybridization

Uma das conquistas mais cruciais da citogenética molecular foi o
desenvolvimento da técnica de FISH em 1980 que permitiu, com o uso de sondas de
DNA fluorescentes, detetar sequencias especificas de DNA ao hibridizar a sonda
fluorescente a sequéncia de DNA que se pretende identificar. Isto permitiu, pela
primeira vez, identificar genes especificos e regides cromossémicas com grande
precisdo possibilitando a investigadores e clinicos estudar anomalias cromossdmicas a
um nivel molecular correlacionando-as com vdrias doengas genéticas. Assim foi um
passo importante para a diminuicdo do tempo de diagndstico de certas doencas
genéticas como sindrome de Turner, sindrome de Down e até certos tipos de cancros.

FISH é uma técnica poderosa com um leque amplo de usos. Em diagndstico pré
e pds-natal FISH pode ser usado para a detecdo de anomalias cromossémicas numéricas
e anomalias cromossdmicas estruturais ndo detetdveis pela citogenética convencional
como translocagdes, insercdes e inversdes abaixo do nivel de resolucdo da citogenética
convencional, assim como, microduplicacdes e microdele¢des que muitas vezes tém
sindromes associadas, como a sindrome de Prader-Willi, Angelman e DiGeorge. E
também especialmente util na detecdo de mosaicismo de baixa expressdo e
caracterizacdo de cromossomas marcadores assim como a identificacdo de rearranjos
desequilibrados em regides sub-teloméricas em pacientes com défice intelectual e
malformagdes congénitas. Na situacdo de diagndstico genético de pré-implantagao é
usado para a identificacdo de alteragdes cromossémicas numéricas e estruturais. E
aplicada no diagndstico de cancro, detetando anomalias genéticas especificas que estdo
associadas com vdrios tipos de cancro, permitindo oferecer um tratamento mais
personalizado e especifico para o caso em questao.

A elevada especificidade da técnica de FISH é justificada pela necessidade de
sondas que hibridizem numa sequéncia especifica de DNA, assim sondas de FISH podem
ser construidas para o estudo de quase qualquer regido cromossémica. Grande parte
das sondas de FISH pertencem a uma de trés categorias: sondas de sequéncias
repetitivas (centroméricas e teloméricas), sondas de pintura cromossémica (WCP) ou
sondas de sequéncia Unical22l,

As sondas de sequéncias repetitivas (Figura 22) mais usadas sao direcionadas
para as regioes a-satélite dos cromossomas, estas sdo localizadas nos centrémeros e sdo
compostas por monémeros repetitivos em tandem. Este tipo de sondas é especialmente
util para a detecdo de aneuploidias em células em metafase e interfase, detecdo de
mosaicismo de baixo nivel e identificacdo de cromossomas marcadores. Existem outros
tipos de sequéncias repetitivas para as quais sdao produzidas sondas de FISH, como
sequéncias B-satélite localizadas nos bracos curtos dos cromossomas acrocéntricos,
sequéncias satélite “classicas” encontradas, por exemplo, em regibes de
heterocromatina do cromossoma Y e sequéncias repetitivas teloméricas 1221,
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Figura 22- Sondas centroméricas para os cromossomas X, Y e 18 observadas por FISH em células interfasicas
permitindo a observa¢do de uma célula trissémica para o cromossoma X num individuo do sexo feminino. Imagem
cedida pelo LCG-FMUC.

Sondas de pintura cromossémica (WCP) que marcam um cromossoma na sua
totalidade sdo compostas de sequéncias Unicas e sequéncias repetitivas para um
cromossoma inteiro ou regido cromossOmica (Figura 23). Estas sondas para serem
produzidas precisam que o DNA de um cromossoma seja isolado do resto do genoma,
isto pode ser feito com citometria de fluxo ou microdissec¢do de cromossomas e
posterior amplificacdo das suas sequéncias por PCR. Este tipo de sondas é
frequentemente utilizado para o estudo de rearranjos estruturais como translocagoes,
insercdes e para identificagdo da origem de cromossomas marcadores/22.,

der22

Figura 23- Sondas de pintura cromossdmica para os cromossomas 18 (vermelho) e 22 (verde) permitindo a
observacdo de uma translocagdo reciproca entre o cromossoma 18 e 22. Fonte: Dutta, Usha & Ponnala, Rajitha &
Dalal, Ashwin. (2014). A Novel de novo Balanced Reciprocal Translocation t(18;22) Associated with Recurrent
Miscarriages: A Case Report. Journal of reproduction & infertility. 15. 113-6.

Sondas de sequéncia Unica que sdo especificas para uma determinada regido do
genoma, (Figura 24) sao produzidas usando regides do genoma que sdo clonadas usando
vetores como cosmideos ou cromossomas bacterianos artificiais, ou por PCR usando
primers para uma sequéncia especifica. Estas sondas podem ter 1 kilobase a 1 megabase

e sdo usadas para examinar uma sequéncia particular de modo a detetar CNV de uma
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sequéncia especifica ou localizacdo da sequéncia. S3o Uteis para detetar pontos de
guebra nos cromossomas e também para o estudo das sindromes de microduplicacdo e
microdelecdo, como por exemplo, DiGeorge, Williams, Prader-Willi e Angelman!22,
Outra variante de sondas de sequéncia, sdo sondas especificas para as regides
subteloméricas, direcionadas para a regidao terminal dos cromossomas humanos. Estas
sdo Uteis na detecdo de delecdes e duplicagdes nas regides subteloméricas, uma vez que
rearranjos detetados nestas regides estdo associados a individuos com défice intelectual
idiopatico, caracteristicas dimérficas ndo especificas e atraso do desenvolvimento.

Figura 24- Sondas de sequéncia Unica para o gene RAI1, associado a sindrome de Smith-Magenis (sinal verde) no
cromossoma 17 e sonda de controlo para 17q (sinal laranja) mostrando um cromossoma normal (seta branca) e um
cromossoma com uma delegdo do gene RAI1 (seta vermelha). Fonte: Vlangos, C. N., Wilson, M., Blancato, J., Smith,
A. C. M., &amp; Elsea, S. H. (2004). Diagnostic fish probes for del(17)(p11.2p11.2) associated with Smith-Magenis
syndrome should contain therailgene. American Journal of Medical Genetics Part A, 132A(3), 278-282.
https://doi.org/10.1002/ajmg.a.30461

O procedimento para aplicar a técnica de FISH engloba as seguintes etapas:
avaliacdo das laminas; pré-tratamento; desidratacdo; aplicacdo das sondas; co-
desnaturacdo; hibridizacdo; lavagens pés-hibridizacdo; aplicacdo do DAPI; andlise no
microscopio de fluorescéncia.

O primeiro passo é a avaliacdo das laminas, que devem ter metafases com
cromossomas compridos e bem espalhados, sem citoplasma, uma vez que este dificulta
0 acesso das sondas ao material alvo. Na presenca de citoplasma, devera ser feita uma
digestdo com solucdo de pepsina, apds o pré-tratamento para remocdo do citoplasma.
De seguida é efetuado o pré-tratamento, com o objetivo de facilitar o acesso das sondas
ao seu alvo. Isto é feito imergindo as laminas numa solucdo de 2xSSC a 37°C. A
desidratacdo é depois feita imergindo as laminas em varias solugdes cada vez mais
alcodlicas sequencialmente (70%, 85%, 100%) durante 2 minutos. A lamina é depois
deixada a secar. De seguida é observada ao microscopio de contraste de fase para
delimitar a drea de interesse onde se vao aplicar as sondas, que deve conter uma grande
guantidade de células em metafase ou nucleos celulares. As sondas sao depois aplicadas
na area delimitada. A lamina é colocada numa placa de aquecimento para fazer a co-
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desnaturacdo do DNA da amostra e das sondas. Depois da co-desnaturacao as laminas
sdo incubadas numa camara himida e escura, que vai ser introduzida numa estufa a
372C onde vai ser incubada overnight (16h a 20h) de modo a suscitar a hibridizacdao entre
a sonda e o DNA da amostra. Apds a hibridizacdo da amostra é feita a lavagem das
sondas que ndo foram hibridizadas imergindo-as primeiro numa solugao 2xSSC com
Tween (um surfactante ndo-idnico de baixa toxicidade) de modo a separar a lamela da
lamina. De seguida as laminas sdo imersas numa solucdo de lavagem (0,5xSSC a 682C) e
depois sdo inseridas numa solugdo de 2xSSC e Tween a temperatura ambiente para
remover completamente o excesso de sondas que nado hibridizaram. De seguida aplica-
se DAPI (um corante que confere contraste a cromatina) nas dreas delimitadas
anteriormente possibilitando a visualizacdo dos cromossomas ao microscépio de
fluorescéncia. As laminas sdo depois armazenadas no frigorifico até a sua andlise (devem
permanecer pelo menos 15 minutos no frigorifico previamente a sua andlise) no
microscopio de fluorescéncia. De seguida é feita a analise das laminas ao microscépio
de fluorescéncia.

Uma das grandes vantagens da técnica de FISH é o facto de ser uma técnica
dirigida, possibilitando a detecdo de sequéncias especificas de DNA. E também uma
técnica de rapida aplicacdo podendo ser utilizada em casos clinicos urgentes uma vez
que é possivel obter resultados em 24h a 48h quando ndo é necessario efetuar culturas
celulares, como é o caso da analise de células interfasicas. O facto que a técnica pode
ser aplicada em ambos cromossomas em metafase e interfase confere a técnica grande
flexibilidade, facilitando a detecdo de mosaicos assim como altera¢cdes cromossdmicas
numeéricas e estruturais e permite a caracterizagao de cromossomas marcadores.

As desvantagens da técnica de FISH s3o: é uma técnica dirigida, o que quer dizer
gue apenas deteta alteragdes abrangidas pelas sondas utilizadas e assim pode nao
detetar outras anomalias genéticas presentes e é uma técnica com um elevado custo
econdémico.

Capitulo VIII- Genética molecular e gendmica

Genética molecular e gendmica sdo dois campos de estudo relacionados com um
foco em perceber a estrutura, fungcdo e organizacdo de genes e genoma. Genética
molecular investiga primariamente genes e a forma de como estes sdo passados de
geracdao em geracdo, como sdo regulados e como mutacdes nestes podem originar
doencas®4l, Por outro lado, a gendmica é um campo mais amplo uma vez que o seu
objetivo é o estudo de genomas inteiros e visa investigar como alteracdes neste
contribuem para a varia¢do do fenétipo de um individuo®2l,~

38



8.1. Extracao e quantificagao de DNA

A extracdo de DNA é um passo necessario para se realizarem técnicas de genética
molecular uma vez que é o processo onde o DNA é isolado e purificado a partir de células
e tecidos de modo que tenha uma qualidade e pureza (sem contaminantes como
proteinas, RNA ou outros quimicos contaminantes) necessaria para se poder efetuar um
teste de diagndstico genético fidedigno. Para obter DNA de modo a se efetuarem os
testes de diagndstico genéticos, podem ser usados diversos diferentes amostras
bioldgicas, porém, no contexto do diagndstico pré-natal e pds-natal sdo utilizados
maioritariamente: amnidcitos, vilosidades coridnicas, fibroblastos e sangue periférico.

Existem varios métodos de extracao de DNA, no entanto, no LCG-FMUC utilizam-
se 2 kits em que se utilizam duas metodologias diferentes para a extragao de DNA: o kit

da Agilent® que utiliza 0 método de salting-out para extrair DNA de sangue periférico e

o kit da Roche® que utiliza o método de colunas de silica para extrair DNA.

O método de extracao salting-out comeca por fazer uma lise da membrana
celular para libertar o DNA dos leucdcitos e uma digestdao de proteinas, isto é feito
incubando a amostra com um tampao de lise celular e pronase. De seguida é feita a
precipitacdo das proteinas utilizando uma solucdo salina, isto formara um precipitado
viscoso esbranquicado, de seguida o tubo é centrifugado dando origem a um pellet que
consiste nas proteinas lisadas e precipitadas anteriormente. O sobrenadante contém o
DNA gendmico que iremos extrair para outro tubo utilizando uma pipeta,
cuidadosamente para ndo aspirar nenhum conteudo do pellet formado aquando da
centrifugacdo uma vez que contém proteinas e outras substancias contaminantes que
podem interferir com os testes genéticos. De seguida faz-se a precipitacdo do DNA
utilizando etanol, formando um pellet de DNA que tera um tamanho maior ou menor
consoante a quantidade de DNA presente na amostra, o tamanho deste pellet sera
também indicativo da quantidade de tampao de eluicdo utilizado para eluir o DNA. O
pellet de DNA é retirado e inserido num tubo com tampao de eluicdo que apds eluido
estd pronto a quantificar e depois a ser usado em testes genéticos ou armazenar para
futuros testes. O método de extracdo de DNA por salting-out da Agilent® é um método
rapido de extracdao de DNA gendmico de baixa toxicidade, uma vez que, é baseado
puramente na separacdo de proteinas contaminantes do DNA gendmicol“€l,

0O método de extragdo usando colunas de silica comeca (Figura 25) por fazer uma
lise das células incubando-as com proteinase K e com um tampao de lise. Depois da
digestdo celular, é feita a precipitacio do DNA na amostra com isopropanol e é
transferida para uma coluna de silica que possui carga positiva e assim atrai o DNA que
possui carga negativa. De seguida sdo feitas centrifugacdes usando solugdes tampao de
lavagem, de forma a eliminar conteldos celulares contaminantes que afetardo a pureza
do DNA gendmico extraido. Apdés uma série de 4 lavagens é adicionado tampdo de
eluicdo para eluir o DNA e depois de uma ultima centrifugacdo o DNA esta pronto para

ser quantificado. O método de extragdo de DNA por colunas de silica da Roche® permite
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isolar e purificar o DNA gendmico utilizando um método simples baseado em lavagens
usando centrifugacdes em sériel2el,

: Proteinase K . ¥ s
+ Isopropanol Tampd3o de I Tampiéo de
Tampéo de lavagem elui¢do
Lise
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Figura 25- Esquema do processo de extragdao de DNA usando colunas de silica. Adaptado de AssayWise Letters 2022, Vol. 11.

Apds a extracdo do DNA, este é quantificado por espectrofotometria ao medir a
sua absorvancia a 260nm (Aze0) uma vez que nucledtidos, RNA e DNA absorvem luz
nesse comprimento de onda. Para verificar que o DNA gendmico se encontra sem
contaminantes a sua absorvancia com outros comprimentos de onda também sao
medidos, 230nm (A230) e 280nm (Azs0), € ao fazer a razdo entre Azso/A230 € Azeo/A2s0 é
possivel estimar a pureza do DNA extraido. A razdo Azeo/A2s0 € usada para medir a pureza
de DNA e RNA, sendo que um valor de aproximadamente 1,8 é o ideal para considerar
o DNA puro, se este valor for consideravelmente abaixo deste é importante considerar
a possibilidade de contamina¢do do DNA por proteinas, fendis ou outros contaminantes
gue absorvam luz a um comprimento de onda a 280nm. Para além disso pequenas
variacdes do pH também causam variacdes no valor da razdo Azso/Azs0. A razdo Azeo/A230
€ usada como medida secundaria dos acidos nucleicos, nesta razdo, os acidos nucleicos
sao considerados puros quando apresentam um valor de 2,0-2,2, se os valores forem
consideravelmente inferiores, podem indicar a presenca de contaminantes que
absorvam luz num cumprimento de onda de 230nm, como carboidratos e fendis4Z.

Quando apods a extracdo a quantidade de DNA presente na amostra extraida é
insuficiente para realizar determinado tipo de teste diagndstico, é necessario fazer uma
concentragdo e purificagdo de DNA. Para isto é utilizado o kit purificagao e concentragdo
da Zymo Research®, o procedimento é feito através de uma série de lavagens
sequenciais da amostra numa coluna de silica com o auxilio de um tampao de lavagem,
onde estas sdo sujeitas a centrifugacdes entre cada lavagem de modo que os
contaminantes sejam removidos das colunas e posteriormente descartados, obtendo
assim um DNA purificado com maior concentrac¢do e pureza.

8.2. Quantitative fluorescent polymerase chain reaction

Apesar do diagndstico pré-natal por citogenética convencional ser crucial, uma
das inegaveis desvantagens é o elevado tempo de espera necessario para obter
resultados devido a necessidade de criar uma cultura celular. O QF-PCR consegue
contornar este obstdculo, através do despiste rapido das aneuploidias mais comuns
(aneuploidias dos cromossomas 13, 18, 21, X e Y) que permite obter resultados num
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espaco de 24-48 horas, por uma fracdo do preco do diagndstico por citogenética
convencional por cariétipo ou diagndstico utilizando a técnica de FISHl,

A técnica de QF-PCR consiste na amplificagcdo de sequéncias de DNA especificas
a certo cromossoma, os STRs, que sao polimdrficos de pessoa para pessoa, sendo assim
possivel a identificacdo da origem de cada alelo do paciente, se este nao for
homozigdtico para esse alelo. Para fazer a técnica de QF-PCR é necessario utilizar DNA
extraido e purificado anteriormente, este é diluido até que a concentracdo de DNA
desejada seja atingida. O DNA é depois transferido para as misturas de PCR que contém
primers fluorescentes dirigidos para as regides alvo onde existem os STRs, DNA
polimerases, desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP) e buffer da reacdo de PCR.
Estas regides sdao amplificadas por PCR e uma vez que os primers utilizados para a
amplificacdo sdo fluorescentes, as sequéncias amplificadas serdo, consequentemente,
fluorescentes!®?l, Estas sequéncias s3o separadas usando eletroforese capilar e o
numero de cépias é calculado no analisador genético que emite um eletroferograma.
Este apresenta varios picos com dareas distintas em cada marcador com base na
fluorescéncia emitida pelos fragmentos e a partir dessa drea o nimero de cdpias de cada
marcador pode ser calculadol,

O eletroferograma é posteriormente analisado no software GeneMapper. Na
andlise das aneuploidias mais comuns existem padrdes de picos caracteristicos que
permitem identificar ou excluir a presenca de aneuploidias. Devido aos marcadores de
STRs serem regides hipervaridveis do genoma, estes conferem um caracter polimorfico
a um Jlocus permitindo a distingdo dos alelos diferentes herdados dos progenitores
guando os alelos ndo sdo homozigéticos, que sao representados por picos distintos em
dado marcador. Num individuo normal heterozigdtico para determinado locus, o
respetivo marcador apresentara dois picos de tamanho semelhante, um representativo
de cada progenitor (ratio 1:1) enquanto num individuo normal homozigdtico
apresentard apenas um pico. Num individuo com trissomia, num determinado marcador
poderdo ser observados trés picos distintos do mesmo tamanho (ratio 1:1:1), dois picos
distintos com tamanho diferente (ratio 2:1) ou apenas um pico presente. Quando uma
amostra apresenta apenas um pico em determinado marcador ndo podemos afirmar
que o individuo é monozigdtico, normal homozigdtico ou trissémico homozigético,
assim esse marcador é classificado como ndo informativo uma vez que ndo nos permite
identificar o nimero de cdpias presente®2. No caso da avaliagdo do numero de
cromossomas sexuais presentes na amostra, se o individuo for do sexo masculino, ira
existir amplificacdo dos marcadores polimdrficos do cromossoma X e dos marcadores
polimdrficos e ndo polimdrficos do cromossoma Y. Na andlise do cromossoma X é feita
a comparacdao com marcadores ndo polimérficos do cromossoma 3 e 7, que tém
sequéncias idénticas a sequéncias amplificadas nos cromossomas X e Y. Isto permite
verificar, por comparacdo, o nimero de cromossomas X presentes na amostra avaliando
a presenca de sindromes do cromossoma X. No caso de a amostra ser de individuo do
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sexo feminino, ndo haverd amplificacdo dos marcadores associados as regides do
cromossoma Y e haverd amplificacdo de marcadores associados ao cromossoma X que,
por comparagao com os sinais emitidos pelos marcadores polimérficos dos autossomas
e pelos marcadores ndo polimérficos dos cromossomas 3 e 7, se poderd calcular o
numero de cromossomas X presentes na amostra (Figura 26) 129,
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Figura 26- Eletroferograma de um QF-PCR de um individuo do sexo feminino (vermelho), com trissomia do
cromossoma 18 (verde) evidenciado pelos picos dos marcadores do cromossoma 18 onde estdo respetivamente num
ratio de 2:1 e 1:1:1. A azul estdo assinalados marcadores nao informativos. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Para se interpretar o resultado como normal, pelo menos 2 marcadores
informativos por cromossoma devem ser identificados. No caso de o resultado ser uma
trissomia de determinado cromossoma, devem ser identificados pelo menos dois
marcadores informativos e consistentes com resultado de trissomia do respetivo
cromossoma. Neste caso, o padrao de picos pode indicar diferentes mecanismos que
deram origem a trissomia. A presenca de resultados com um ratio 1:1:1 é consistente
com o fendmeno de nado-disjuncdo meidtica e a abséncia desse resultado indica a
possibilidade de ter ocorrido uma ndo-disjuncdo mitética ou de um mosaicismo
confinado a placenta. Isto deve ser considerado na interpretacdao do resultado e antes
do resultado ser reportado no relatério, os resultados anormais devem ser confirmados
refazendo o mesmo teste ou por comparagao com uma amostra sanguinea materna. No
caso de resultados inconclusivos é recomendado que sejam feitos mais estudos,
efetuando novamente o teste com outra cultura das células do paciente, efetuar o
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estudo dos progenitores ou efetuar estudos por outras técnicas como FISH, cariétipo ou
microarray29,

A técnica de QF-PCR permite também detetar mosaicismo, com um limite de
20%, para trissomia em células normais. A possibilidade de mosaicismo é posta em
causa quando existe picos adicionais ou ratios diferentes dos padr&es caracteristicos22.

De seguida, o relatdrio do caso analisado deve ser realizado, este deve
apresentar o resultado com a nomenclatura conforme a edicdo mais recente do ISCN e
o relatdrio deve estar feito, contendo toda a informacgao necessaria para a interpretagao
do caso conforme as guidelines internacionais. QF-PCR é um teste diagndstico e ndo
precisa de testes de confirmagdo, mas este teste nao possibilita a detecao de alteragdes
em regides ndo abrangidas pelos marcadores utilizados, nem deteta alteracoes
equilibradas, e por isso é recomendado efetuar uma avaliacdo citogenética por caridtipo
para determinar a possivel presenca destas alteracGes e determinar o seu risco de
recorréncia?. Pode também ser necessario utilizar outras técnicas para procurar uma
causa da indicagao clinica quando é obtido um resultado normal utilizando a técnica de
QF-PCR.

8.2.1. Despiste de contaminagao materna

Contaminacdo da amostra fetal por células maternas pode comprometer os
resultados de uma analise genética pré-natal, por isso é necessario saber identificar a
presenga de uma contaminagao materna.

Com QF-PCR é possivel identificar a presenca de 2 genétipos, 1 genétipo fetal e
1 gendtipo materno. A contaminagdao materna numa amostra fetal é identificavel pelo
seu padrao de picos alélicos tendo caracteristicamente 3 picos de diferentes alturas com
um padrdo A+B=C onde A e B sdo os alelos fetais e maternos especificos e o pico C é o
alelo partilhado pela mae e o feto, sendo que a altura dos picos dos alelos A e B estardo
correlacionados com o nivel de contaminagcdo materna presente na amostra. A
identificacdo de qual pico alélico é pertencente ao feto e qual é pertencente a mae
apenas é possivel se o feto for do sexo masculino ou se forem efetuados testes a
amostra maternal®9,

Quando é identificado a presenca de contaminacdo materna na amostra fetal,
testes adicionais devem ser feitos consoante o tipo de amostra testada. No caso de
vilosidades coridnicas, o caso mais comum de contaminacdo materna é a presenca de
residuos de tecido materno na amostra fetall, por isso, é importante que estas sejam
cuidadosamente dissecadas e que o material fetal seja separado do material materno
antes de ser testado, adicionalmente, no caso de o feto ser do sexo feminino uma
amostra materna deve ser testada para confirmar a origem do tecido presente29,

No caso de amostras de liquido amniético, o caso mais comum de contaminacgao
materna é a presenca de sangue materno no liquido amnidtico, porém a presenca de
sangue nio indica que tenha havido contaminacdo maternal®ll. E aceitavel processar e
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analisar amostras de liqguido amnidtico sanguinolento uma vez que o sangue pode ser
de origem fetal ou pode ser de origem materna, mas estar presente em baixo nivel, no
entanto, as amostras do sexo feminino que tenham estas condi¢des, a progenitora deve
ser testada para permitir a confirmagdo da origem do gendtipo presente no
resultado®1l,

8.3. Diagnéstico da sindrome de X-Fragil

Sindrome do X-Fragil (FXS) é a causa mais comum de défice intelectual herdado
com uma incidéncia de cerca 1 em 4000 individuos do sexo masculino e uma incidéncia
de 1 em 5000-8000 em individuos do sexo feminino!>2l, Esta sindrome é causada por um
défice ou auséncia da proteina fragile X messenger ribonucleoprotein (FMRP) que é
causada, em mais de 99% dos casos, por uma expansao de tripletos CGG na regidao nao

traduzida (UTR) 5’ do gene fragile X messenger ribonucleoprotein 1 (FMR1). Este gene
estd localizado no cromossoma X, mais especificamente em Xq27.1, e tem 17 exdes
constituindo um total de 49kb de DNA gendmico. Este aumento de tripletos nessa regido
estd associada a hipermetilacdo do gene e por consequéncia a inibicdo da sua
transcricdo impedindo que o gene FMRI1 seja transcrito e traduzido na proteina FMRP,
que é teorizado que atua como um supressor de tradugdo que regula a sintese proteica
em dendrites em resposta a sinais estimulantes sindpticos3l,

A FXS é caracterizada por um défice intelectual moderado a severo com atraso
no desenvolvimento da linguagem e problemas comportamentais, sendo estes os
sintomas mais comuns. Para além de défices cognitivos, individuos com FXS podem
também apresentar ligeiros dimorfismos faciais e macroorquidismo, porém os sintomas
ndo sdo especificos nem constantes em FXS, por isso a testagem para FXS normalmente
faz parte na testagem genética em individuos com indicagdes clinicas de atraso de
desenvolvimento, défice cognitivo e problemas comportamentaisZ.

Existem 4 formas alélicas do gene FMR1 classificadas pelo nimero de repeticdes
do tripleto CGG no gene presentes: (1) Alelo normal onde individuos tém 5 a 44
repeticdes e individuos com alelos normais ndao apresentam nenhuma instabilidade
mitotica ou meidtica. Em alelos normais, a cerca de cada 9 repeti¢des do tripleto CGG
existe um tripleto AGG que é teorizado ter a fun¢do de impedir o emparelhamento
incorreto das sequéncias repetitivas reduzindo o risco de expansdo. (2) Alelo intermédio
que consiste em alelos com 45 a 54 repeticdes de tripletos CGG no gene FMRI.
Individuos com este numero de repeticdes podem ser considerados normais uma vez
gue ndo estdo associados a sintomas de FXS e ndo sdo capazes de expandir para uma
mutagdo completa em apenas uma geragao, assim apenas podem estar associados a FXS
em gerac¢Oes mais distantes. (3) Alelo com pré-mutacao, que consiste em alelos com 55
a 200 repeticdes de tripletos CGG no gene FMR1. Estes alelos, quando transmitidos para
a descendéncia, podem expandir resultando no aumento de tripletos o que pode
resultar numa mutagdo completa, porém isto apenas acontece por transmissao
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materna. A maioria dos individuos com uma pré-mutacdao ndo apresenta sintomas de
FXS, porém existem casos em que um elevado nimero de repetices dos tripletos (>100)
estejam associados com problemas de aprendizagem, comportamentais e até défice
intelectual ligeiro. Individuos com pré-mutacao podem desenvolver outros sintomas, no
caso de individuos do sexo masculino existe um risco de desenvolver sindrome de
ataxia/tremores associada ao X-fragil (FXTAS) que tem uma penetrdancia maior em
idades mais avancadas e é caracterizada por uma perda progressiva da funcao cognitiva,
aumento de tremores e ataxia e desenvolvimento de problemas comportamentais. No
caso de individuos do sexo feminino com uma pré-mutacgao, estes tém um risco de cerca
de 20% de desenvolver insuficiéncia ovarica prematura associada ao X-fragil (FXPOI) e
também podem desenvolver, com um risco menor que os individuos do sexo masculino,
FXTAS. (4) Alelos com uma mutacdo completa, que consiste em alelos com mais de 200
repeticdes de tripletos CGG no gene FMRI1 e a identificacdo desta mutacdo é diagndstica
em individuos do sexo masculino uma vez que a penetrancia é de 100%, porém em
individuos do sexo feminino menos de 50% dos casos onde é detetada uma mutagado
completa existe a manifestacdo de défice intelectual, apesar de detetar outros sintomas
mais ligeiros o que pode ser explicado pela inativacdo ao acaso do cromossoma X[221 1331,

No LCG-FMUC para se realizar o diagndstico da FXS é utilizado a técnica de PCR
e TP-PCR para detetar o nimero de repeti¢cdes de tripletos de CGG, uma vez que é a
causa de mais de 99% dos casos de FXS22,

A técnica de PCR é um método facil e rapido para detetar o niumero de tripletos
CGG. A técnica é feita seguindo um protocolo de PCR convencional, mas utilizando
primers especificos para uma porcdo da sequéncia do gene FMR1 que inclui a regido
repetitiva de tripletos CGG24., Apds a reacdo de PCR é feita uma andlise da amostra por
eletroforese capilar onde o resultado ird ser analisado no software GeneMapper (Figura
27) possibilitando visualizar o eletroferograma com o fragmento amplificado e calcular
o numero de tripletos CGG da amostra e averiguar se esta é detentora de uma mutacdo
completa, pré-mutacdo, mutacdo intermédia ou se tem um nimero de tripletos normal.
Para calcular o numero de tripletos na amostra, é necessario subtrair o niumero de
nucledtidos presentes na regido dos primers que precedem e sucedem as repeticdes dos
tripletos CGG, dividir o resultado por trés para obter ao numero de tripletos CGG
presentes na amostra e adicionar o fator de correcao.
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Figura 27- Eletroferograma do PCR convencional numa amostra do sexo masculino onde é possivel observar um alelo
com 101 (507-221=284; 284/3=94,667; 94,667+6=100,667) repeticdes de tripletos CGG o que constitui uma pré-
mutacdo. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Quando sdo detetadas pré-mutacoes de grande niumero de tripletos, mutacées
completas, ou mulheres aparentemente homozigéticas, é efetuado a confirmacgdo do
resultado com o teste de TP-PCR (Figura 28) que utiliza primers que vao flanquear a
regido das repeticOes de tripletos CGG e utiliza primers CGG que se irdo ligar a regido de
repeticdes CGG amplificando varios produtos, permitindo visualizd-los como picos no
eletroferograma e identificar todos os alelos expandidos e o nimero e a localizacdo das
interrupcdes AGGE2,

60 160 260 60 450 560 660 0 860 360 1080

10000
000

&000

2000

DM.LA_MMMNMMMMMJJ' L Y R ) 2

|Eryeisample Pesk | Sample Fils Mame |Size Height Diata Point
BB 8

B.105 47 3 31507

Figura 28- Eletroferograma do TP-PCR numa amostra do sexo feminino onde é possivel observar um alelo com 31
(321-228=93; 93/3=31) repeticdes de tripletos CGG o que constitui um alelo normal e um alelo com 81 (470-228=242;
242/3=80,667) repeti¢des de tripletos CGG o que constitui um alelo com pré-mutagdo. Imagem cedida pelo LCG-
FMUC.

Esta técnica é limitada pela sua impossibilidade de detetar outras mutacdes ou
alteragdes no gene FMR1 causadoras de FXS.
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8.4. Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH)

Chromossomal microarray (CMA) é uma metodologia de testes de diagndstico
genético que tem sido cada vez mais utilizado para testar individuos que apresentam
manifestacdes como défice intelectual, autismo ou outras anomalias congénitas2®l, Esta
metodologia engloba 2 tipos de testes, 0 aCGH e o single nucleotide polymorphism array
(SNP)EZ, O aCGH consiste em criar um mapa de nimeros de cdpia de sequéncias de
DNA ao hibridizar simultaneamente o DNA da amostra em estudo com o DNA de
referéncia usando diferentes fluorocromos, possibilitando, por comparacdo entre a
fluorescéncia emitida pelos diferentes fluorocromos usados para marcar o DNA da
amostra e o DNA de referéncia, detetar regides no genoma da amostra de DNA usada
onde existem CNVs[28l,

O aCGH tem-se tornado uma técnica essencial no diagndstico pré-natal uma vez
gue, ao contrdrio da citogenética convencional, possibilita a detecdo de microdelecdes
e microduplicacdes que podem estar associadas a diferentes patologias e 0 aCGH pode
ser usado em DNA de bastantes tecidos diferentes. Porém o aCGH também tem algumas
desvantagens associadas como ndo detetar altera¢Oes genéticas exceto CNVs, pode ndo
detetar mosaicismo de baixo nivel dependendo de fatores como plataforma usada, tipo
de amostra ou qualidade do DNA utilizado, pode ndo elucidar o mecanismo que originou
o CNV, ndo deteta CNVs em regides ndo abrangidas pela plataforma utilizada e nao
deteta CNV abaixo do limite de resolu¢doZ. Para além disso o uso da técnica de aCGH
impde varios desafios uma vez que a grande frequéncia de CNVs de grande escala no
genoma humano complica o diagndstico tornando a analise mais extensiva o que resulta
num tempo de espera mais longo.

O aCGH também é especialmente importante no diagndstico pds-natal
permitindo a uma crianca ou adulto ser diagnosticado no caso deste possuir
manifestacdes cuja causa ndo é conhecida, como atraso do desenvolvimento, sindrome
do espectro do autismo, défice intelectual ou outras anomalias congénitas multiplas=®l,

Para que haja uma interpretacdo clinica dos CNVs encontrados, é necessario que
existam métodos para avaliar o conteido gendmico do CNV e correlacionar essa regido
alterada com as indicac¢Ges clinicas do caso em estudo. Isto é feito comparando o CNV
do caso em estudo com as alteracdes detetadas noutros casos em bases de dados
especificas. Assim é possivel atribuir uma de 5 categorias a um CNV segundo guidelines
internacionais2:

e Patogénica: CNVs reportados e associados com fendtipos clinicos
consistentes entre diferentes publicacdes e com penetrancia e
expressividade bem documentada; CNVs que se sobrepdem
completamente com outra regido reportada como patogénica; CNVs
multigénicos em que pelo menos um gene esta associado a sintomas
patogénicos quando associado CNVs.
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e Provavelmente patogénica: DelegOes envolvidas no terminal 5’ de genes
haploinsuficientes; Delecbes em varios exdes num gene
haploinsuficiente; delecdes ou duplicacbes que envolvam genes em
varios casos reportados que sejam consistentes com fenétipos
especificos.

e Significado incerto: CNVs que estejam fora dos limites de tamanho
estabelecido pelo laboratdrio para reportar e que ndo abranja genes no
intervalo do CNV; CNVs descritos num pequeno nimero de casos na
populacdo geral e que ndao tem uma frequéncia suficiente para ser
considerado um polimorfismo; CNVs que contenham um pequeno
nimero de genes que ndo se sabe se estes sdo sensiveis a variacdes de
dosagem; CNVs descritos em varias publicacdes ou bases de dados que
sejam contraditdrios e assim ndo oferecam informacgdes sélidas do
significado clinico; CNVs dentro de um sé gene sem um efeito claro no
guadro de leitura de um transcrito.

e Provavelmente benigna: CNVs sem diferengas estatisticas relevantes
entre as observacdes de casos e dos controlos; CNVs observados
frequentemente na populacdo geral, mas numa frequéncia abaixo do que
é convencionalmente aceite para ser considerado um polimorfismo.

e Benigna: CNVs reportadas em varias publicacdes e em bases de dados
como variantes benignas; CNVs que representam um polimorfismo
comum benigno.

Para além da sua utilidade em detetar condi¢des genéticas quer num contexto
de diagndstico pré-natal ou pdés-natal, o aCGH é utilizado para detetar alteracGes
genéticas cancerigenas uma vez que CNVs sao comuns no cancro levando a alteragao da
expressao de varios oncogenes. A identificacdo destas regides onde existem CNVs é
crucial para se obter mais conhecimento nos mecanismos de formac¢do do cancro e em
torno permitir oferecer ferramentas especializadas para o tratamento do mesmo!®2,

Para realizar a técnica de aCGH é necessario marcar as amostras de DNA que
gueremos estudar e as amostras de referéncia previamente extraidas com fluorocromos
de diferentes cores (Cy5- fluorocromo vermelho que marca as amostras em estudo; Cy3-
fluorocromo verde que marca as amostras de referéncia), depois de marcar as amostras
com os fluorocromos, estas tém que ser hibridizadas na presenca de Cot-1 DNA para
bloguear a hibridizacdo ndo-especifica e sdo hibridizadas com os oligonucledtidos
presentes nas laminas de vidro, o que é feito transferindo o DNA das amostras para as
laminas e fixar as mesmas com um gasket e depois inserir numa estufa a 652C overnight.
As laminas, apds a hibridizacao, sdo lavadas com washing buffer para remover o excesso
de DNA que nao foi hibridizado e depois sdo colocadas num scanner que medira os ratios
de fluorescéncia entre as amostras em estudo e as amostras de referéncia e nos dara os
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resultados. Depois os resultados sdo submetidos a controlos de qualidade através da
observacdo de varios parametros, e se estes passarem no controlo, serdo analisados no

software especifico de analise de aCGH, CytoGenomics da Agilent ® (Figura 29).
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Figura 29- Representac¢do esquematica do protocolo da técnica de aCGH. As amostras sdo primeiramente marcadas
com os fluorocromos Cy5 e Cy3 (Cy5- amostra em estudo; Cy3- amostra de referéncia). Depois as amostras sdo
hibridizadas na lamina de vidro que contém oligonucledtidos de vdrias regides genémicas. A lamina com as amostras
hibridizadas é analisada pelo scanner e, se os pardmetros de qualidade de controlo estiverem dentro de valores
aceitdveis é feita a analise dos resultados no software préprio: CytoGenomics da Agilent ®. Adaptado de Oostlander,
A. E., Meijer, G. A., & Ylstra, B. (2004). Microarray-based comparative genomic hybridization and its applications in
human genetics. In Clinical Genetics (Vol. 66, Issue 6, pp. 488-495). https://doi.org/10.1111/j.1399-
0004.2004.00322.x

Os resultados sdo introduzidos no software e os ratios de intensidades de
fluorescéncia emitidas pelos fluorocromos sdo traduzidas em valores logaritmicos.
Quando ndo existem CNVs em determinado segmento, o valor logaritmico sera zero:

2 . ; . .

Iogz(5)=0. No caso de existirem CNVs num segmento, o valor logaritmico ird ser alterado
. . . . 1

e tera um valor negativo no caso de uma perda de nimero de cépias: Iogz(z)=—1; eum

- . . - 3
valor positivo quando existe um ganho de nimero de cdpias: Iogz(5)=0,58@1. Para se

analisar os CNVs, é utilizada a base de dados University of California Santa Cruz Genome
Browser (UCSC Genome Browser), que tem dados de varios casos previamente descritos
como, se o CNV foi um ganho ou perda, o tamanho do CNV, a sua classificacdo de
patogenicidade e outros dados como genes abrangidos pelo CNV, registo de individuos
saudaveis com CNVs e fendtipos associados com o CNV. Com estes dados é possivel
averiguar, por comparac¢do, se a amostra em estudo é patogénica ou ndo, as suas
possiveis manifestacdes clinicas ou atribuir uma sindrome ou doenca ao caso em estudo.
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Quando se encontram CNVs patogénicas é necessario fazer uma pesquisa mais
aprofundada em outras bases de dados, procurando bibliografia que nos ajude a
confirmar o resultado para depois se poder elaborar um relatério para o caso em estudo
de acordo com as guidelines internacionais.

8.5. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

CNVs sdo uma das origens mais comuns de variacdo genética em humanos,
contribuindo para um grande nimero de doencas com origem genética. O MLPA é uma
técnica semi-quantitativa e especifica que permite a detecio de CNVs em até 60
amostras de DNA humano em simultdaneo num sé tubo, sendo uma técnica que nao
necessita de grandes quantidades de DNA (50ng), barata e rapida para a detecdo deste
tipo de altera¢des2l. A aplicacdo mais comum da técnica de MLPA é a analise de CNVs
em amostras de DNA gendmico humano para avaliar a possibilidade de haver variacdo
no nimero de cromossomas, detetar a perda ou ganho de regides subcromossémicas e
detetar dele¢Ges ou duplicagbes em regiGes génicas sendo assim bastante atil para
detetar mutacdes em genes causadores de doeng¢a como BRCA1 e BRCA2, DMD, MLH1
e MSH2 e outrosl®2,

Sonda 3" 1

Primer 3'

— Sonda 5' —|‘

Primer 5" Sequéncia stuffer
Sequéncia de hibridizag&o Sequéncia de hibridizagdo
DNA da amostra - Sequéncia alvo
[

Sonda

Figura 30- Representagdo esquemadtica de uma sonda de MLPA. Adaptado de MRC-Holland.

Como foi referido anteriormente, MLPA é uma técnica que pode analisar CNVs
de até 60 regides diferentes de DNA usando até 60 sondas especificas para a regido de
interesse. Cada sonda é constituida por duas meias-sondas, uma sonda 5’ e uma sonda
3’, estas sondas tém um primer universal marcado com um fluorocromo, que permite a
reacao simultadnea de PCR nas varias amostras e a sua detecdo apds a eletroforese
capilar, e a sequéncia que ird hibridizar com a sequéncia alvo. Adicionalmente, a meia-
sonda 3’ tem uma sequéncia stuffer que varia de tamanho entre as diferentes sondas,
permitindo a diferenciacdo do produto de amplificacdo baseado no seu tamanho apds
a eletroforese (Figura 30). Para realizar a técnica de MLPA, primeiro o DNA é
desnaturado e incubado com as sondas de MLPA num termorreciclador, as sondas de
MLPA vdo reconhecer as sequéncias especificas coincidentes na amostra de DNA e
hibridizardo com essa sequéncia. Depois as meias sondas hibridizadas ligam-se uma a
outra usando um mix de ligacao que contém a enzima ligase, formando assim uma sonda
completa. Apds a recdao de ligacdo, é feita a amplificacdo das sondas por PCR e
seguidamente a separacdo destes produtos amplificados por eletroforese capilar (Figura
31) 1,
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Figura 31- Representagdo esquematica do protocolo da técnica de MLPA. Adaptado de MRC-Holland.

A analise dos fragmentos gerados apods a eletroforese capilar é feita no software
Coffalyser. Net™. Antes de analise ser feita é necessdrio efetuar um controlo de
qualidade verificando se os fragmentos de controlo MLPA presentes no kit de sondas
MLPA estdo nos parametros requeridos para permitir a validacdo os resultados do
MLPA. Existem 4 tipos de fragmentos no kit de sondas de MLPAL®.:

e Fragmento de referéncia: Um fragmento com o tamanho de 92 nucledtidos
cujo seu tamanho é usado como referéncia pelos outros fragmentos de
controlo de qualidade.

e Fragmentos de quantidade (Q): Fragmentos com diferentes tamanhos (64,
70, 76 e 82 nucledtidos) responsaveis por aferir se a quantidade de DNA
adicionada foi suficiente e se a reacao de ligacdo teve sucesso. O tamanho
do sinal serd elevado quando a quantidade de DNA é insuficiente ou a ligacao
falhou sendo considerado aceitdvel fragmentos que ndo excedem 33% da
altura do fragmento de referéncia.

e Fragmentos de desnaturagao (D): Fragmentos com diferentes tamanhos (88
e 96 nucledtidos) responsaveis por detetar sequéncias de ilhas CpG que sdo
mais dificeis de desnaturar devido a grande quantidade de nucleétidos CG.
Quando o tamanho destes fragmentos € menor que 50% do fragmento de
referéncia é indicativo que a amostra de DNA foi desnaturada
insuficientemente.

e Fragmentos X e Y: Fragmentos de diferentes tamanhos (100 e 105
nucledtidos) usados para impedir a confusdo entre diferentes amostras.

Se os parametros de controlo estdo dentro dos limites aceitaveis para a validacao

dos resultados, entdo pode-se proceder com a analise dos mesmos. Estes sdo analisados
em comparagdao com a amostra de controlo, sendo também possivel analisar a amostra
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por comparacao com os fragmentos de controlo. Os resultados sdo apresentados num
grafico com valores representativos do ratio entre o tamanho das amostras em teste e
das amostras de referéncia. Um ratio de 0,7 a 1,3 é considerado um valor normal, ou
seja, ndo existem CNVs nessa sequéncia e um ratio fora deste intervalo é indicativo da
presenca de CNVs nessa sequéncia sendo que um valor menor que 0,7 constitui uma
perda de numero de cépias e um valor superior a 1,3 constitui um ganho de nimero de
copias®,

8.5.1. Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

MS-MLPA é uma variante da técnica de MLPA que, para além de permitir a
detecdo de CNVs, possibilita também a detecdo do estado de metilagdo de genes®®, um
processo bioldgico que regula a expressdo génica inibindo a sua atividade sem alterar a
sequéncia ao adicionar grupos metil 8 molécula de DNAEZ,

Alteracdes do estado de metilacdo do DNA estdo associados com bastantes
doencas como doencas de imprinting gendmico, doencas cardiovasculares, doencas
neuroldgicas e cancrol®€l, Assim a detecdo do estado de metilacdo é de grande
importancia que no diagndstico pré-natal, quer no diagndstico pds-natal.

A técnica de MS-MLPA é idéntica a técnica de MLPA com a excec¢do das sondas
utilizadas, que para além das sondas regulares para a detecdo de CNVs, tem sondas
especificas para sequéncias de DNA que contém uma regido de restricdo para a enzima
Hhal, e do passo de ligacdo das sondas que é separado em duas reacdes, uma reagao é
processada da mesma maneira da técnica de MLPA usando apenas a ligase, sendo esta
reacao usada para a detecdao de CNVs e a outra reacao utiliza-se a ligase e outra enzima
denominada Hhal, uma endonuclease sensivel a metilagdo que ira digerir a sequéncia
alvo se essa sequéncia ndo estiver metilada, e esta ndo serd amplificada. Este ndo serd
0 caso se a sequéncia alvo estiver metilada, assim a Hhal ndo ird digerir a sequéncia e
este serd amplificadal®®l, Depois da amplificacdo e eletroforese capilar, os resultados sdo
analisados no software Coffalyser.net e, por comparagdao com as amostras de referéncia,
é determinado o estado de metilagdo e é verificada a presenga de CNVs nas sequéncias

em estudo (Figura 32).
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Figura 32- Representacdo esquematica do protocolo da técnica de MS-MLPA. Adaptado de MRC-Holland.

Capitulo IX- Fase Pds-Analitica

Um laboratdrio de testes clinicos tem de seguir os padrdes de qualidade
ISO15189 que classificam a fase pds-analitica como os processos posteriores a obtencao
de resultados do teste e sua analise. Parte destes processos incluem a retengdo e
armazenamento das amostras clinicas ndo usadas nos testes, para acesso futuro se
necessario, assim como o descarte das amostras utilizadas que ja ndo terdao uso. Outro
aspeto importante nesta fase é a qualidade do relatdrio final que deve seguir as
guidelines internacionais e deve incluir parametros como intervalos de referéncia,
resultados relevantes, interpretagdes clinicas e outras notificagdes como as limitagdes
dos testes utilizados. Para além desta informacao referente aos resultados, é necessario
ter informacgao necessaria sobre o paciente permitindo a sua identificacdo, o hospital e
clinico que referenciou este teste, as indicacdes clinicas e outros dados como o nimero
de processo do caso, data de chegada, analise, identificacdo do laboratério e dos
técnicos responsaveis pelo teste efetuado. Este pode-se considerar um passo tao
importante como a analise dos resultados uma vez que contém a informacao necessaria
para suportar o clinico e o paciente numa decisdo em como proceder com o caso em
guestdo de forma em obter um progndstico mais favoravel possivel para o
pacientel®79 O relatério dos resultados deve estar o mais estandardizado possivel, ser
informativo, breve e claro para uma pessoa nao especializada, de forma que este seja
percetivel para o paciente e o clinico responsavelZ%,

Outro aspeto importante da fase pds-analitica é o tempo de resposta que deve
ser o mais curto possivel e deve ter em conta o teste requerido, tecido usado e o nivel
de urgéncia (Tabela 2) (Tabela 3) 1,
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Tabela 2- Tempo de resposta maximo recomendado baseado no tempo de cultura de determinada amostra bioldgica.
Adaptado de Hastings, R., Howell, R., Bricarelli, F. D., Kristoffersson, U., & Cavani, S. (2012). General Guidelines and
Quality Assurance for Cytogenetics. 29, 7-25.

Tipo de amostra bioldgica Tempo de resposta
Cultura de liqguido amnidtico e vilosidades coridnicas 17 dias
Cultura de linfécitos 28 dias
Cultura de medula éssea e tumores sdélidos 21 dias
Cultura de tecidos sélidos 28 dias
Cultura de curta duragdo de vilosidades coridnicas 7 dias
Cultura urgente de linfécitos e sangue do cordao umbilical 7 dias
Cultura urgente de medula éssea 7 dias

Tabela 3- Tempo de resposta maximo recomendado baseado no tipo de teste requerido. Adaptado de Hastings, R.,
Howell, R., Bricarelli, F. D., Kristoffersson, U., & Cavani, S. (2012). General Guidelines and Quality Assurance for
Cytogenetics. 29, 7-25

Tipo de teste Tempo de resposta
Despiste pré-natal de aneuploidias por FISH/QF-PCR 4 dias

aCGH pré-natal 17 dias

aCGH pods-natal do probando (sem follow-up) 60 dias

aCGH pods-natal do probando e progenitores 90 dias

aCGH dos progenitores apés o resultado aCGH do probando 60 dias

A taxa de sucesso dos testes realizados num laboratério certificado é um fator
importante para a garantia da qualidade e estes tém valores minimos que devem ser
cumpridos (Tabela 4). No entanto a taxa de sucesso depende de varios fatores internos
e externos ao laboratério como a qualidade da amostra quando é recebida e o
processamento da mesma dentro do laboratério. Devido a problemas fora do
laboratério em que este ndo tem controlo, a taxa de sucesso pode diminuir
significativamente e por essa razdo o laboratério deve usar para avaliar a sua taxa de
sucesso apenas as amostras que chegam ao laboratdrio com uma qualidade adequada.
No entanto o laboratério deve identificar ambos fatores internos e externos que possam
afetar negativamente a taxa de sucesso para que uma acdo corretiva possa ser tomada.

Tabela 4- Taxa de sucesso minima baseado no tipo de amostra bioldgica. Adaptado de Hastings, R., Howell, R.,
Bricarelli, F. D., Kristoffersson, U., & Cavani, S. (2012). General Guidelines and Quality Assurance for Cytogenetics.
29, 7-25

Tipo de amostra bioldgica Taxa de sucesso minima
Culturas vilosidades coridnicas e de liquido amnidtico 98%
Vilosidades coridnicas sem cultura 90%
Sangue periférico pds-natal 98%
Sangue fetal 98%
Amostras de hematologia 95%
Tumores solidos n/a
Produtos de concec¢do/Partes fetais/Bidpsias da pele 60%
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Capitulo X- Analise de Casos Clinicos

Durante o estdgio, tive a oportunidade de acompanhar casos clinicos nas areas
da citogenética convencional, citogenética molecular e genética molecular, assim como
efetuar as técnicas laboratoriais necessarias para a elaboracdo dos mesmos, com isto
obtive conhecimento sobre o procedimento laboratorial desde que a amostra chega ao
laboratério até a obtencdo de resultados, para alem disso, também tive a oportunidade
de acompanhar e efetuar andlises de resultados e interpretd-los de forma a que
conseguisse elaborar um relatério do caso que esteja de acordo com as guidelines
seguidas no laboratério. Neste capitulo vao ser analisados alguns desses casos clinicos.

55



10.1. Caso Clinico 1
Feto com 13 semanas e 4 dias. Rastreio bioquimico 1:120; Rastreio ecografico revelou
translucéncia nucal de 2,70

Foram requeridos, para este caso, o estudo do cariétipo e o despiste rapido das
aneuploidias mais comuns. O despiste rapido das aneuploidias mais comuns revelou um
resultado rsa(X,13,18,21)x2 o que constitui um feto do sexo feminino sem nenhuma
aneuploidia nos cromossomas 13, 18, 21, X e Y. A andlise de 6 metafases com bandas
GTL obtidas a partir de cultura de células de vilosidades coridnicas revelou um cariotipo
mos 47,XX,+15[2]/46,XX[4]. Um mosaico com 2 linhas celulares diferentes, uma linha
celular de constituicdo cromossémica feminina patolégica com trissomia do
cromossoma 15 detetada em 2 metafases (Figura 33) e uma linha celular de constituicdo
cromossémica feminina sem nenhuma anomalia cromossdmica detetavel em 4
metafases (Figura 34). Trissomia 15 em mosaico tem um fendtipo patoldgico
caracterizado principalmente pela restricdo do crescimento intrauterino, anomalias
cardiacas congénitas e dimorfismo craniofacial.
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Figura 33- Cariograma representativo da linha celular 47,XX,+15 onde existe um cromossoma 15 supranumerario.
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

LV IT ppm,
(i” "')
.‘“W""L
.
o
2
S e
M
L
’\l’

-
‘P

-§- o ;. Ly
Yo 3 ﬁ A S A
7 9

11 12

Y Y

15 16 17 18

§
ic 18 J

19 20 21 22

nef
ne»
Ty
NS )
s
‘u'@

=18

s
e |
> ety

Y
Figura 34- Cariograma representativo da linha celular 46,XX onde ndo se encontram alteragbes cromossdmicas.
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.
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O resultado tem a possibilidade de ser um caso de mosaicismo confinado a
placenta, por isso foi posteriormente realizada uma amniocentese para a colheita de
amnidécitos do feto e andlise ao seu caridtipo para verificar se o mosaicismo esta
presente em células fetais. A andlise de todas as metafases observadas com bandas GTL
obtidas a partir de cultura de células de liquido amniético revelou um cariotipo 46,XX,
de constituicdo cromossémicas feminina sem nenhuma anomalia cromossémica
detetdvel (Figura 35). Este resultado ndo exclui por completo a possivel presenca de
trissomia do cromossoma 15 em mosaico de baixa expressdo como foi detetado no
resultado anterior, pode também tratar-se de uma situa¢ao de mosaicismo confinado a
placenta. E possivel a presenca de heterodissomia uniparental no cromossoma 15
devido a trisomy rescue nas metafases cujo caridtipo é aparentemente normal. O que
pode constituir uma sindrome de Prader-Willi se a heterodissomia uniparental for de
origem materna, se a heterodissomia uniparental for de origem paterna pode ocorrer a
sindrome de Angelman. E recomendado fazer a pesquisa de presenca de dissomia
uniparental através da analise e comparacdo entre os marcadores de microssatélite do
feto, e ambos os progenitores.
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Figura 35- Cariograma de complemento cromossdmico 46,XX onde ndo se encontram alteragdes cromossdmicas.
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Este resultado deve ser discutido numa consulta de aconselhamento genético.
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10.2. Caso Clinico 2

Progenitora com rearranjo cromossémico: 46,XX,t(10;19)(p13;p13.3)mat e filho
anterior com resultado de array:
arr[hg19]10p15.3p13(136361_13107401)x3,14g23.1(61112261_61112795)x1

Foi requerido o estudo do caridtipo. A andlise cromossdmica de todas as
metafases com bandas GTL, obtidas a partir da cultura celular de células de vilosidades
coridnicas, revelou um caridtipo 46,XX,der(19)t(10;19)(p13;p13.3)dmat de constituicdo
cromossémica feminina com um derivativo do cromossoma 19 resultante de uma
translocagao equilibrada materna, com pontos de quebra em 10p13 e 19p13.3 herdada
de forma desequilibrada devido a uma segregacao adjacente (Figura 36). Este resultado
representa uma monossomia parcial do cromossoma 19 e uma trissomia parcial do
cromossoma 10 que tém um fendtipo provavelmente patoldgico caracterizado
principalmente por dismorfismos faciais, anomalias osteoarticulares, atraso de
desenvolvimento e défice intelectual moderado a severo.
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Figura 36- Cariograma de complemento cromossémico 46,XX,der(19)t(10;19)(p13;p13.3)dmat. Pode-se observar
uma translocagdo desequilibrada entre o brago curto do cromossoma 10 e o brago curto do cromossoma 19
resultando num derivativo do cromossoma 19. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

O resultado deve ser discutido numa consulta de aconselhamento genético de

modo a discutir opcbes disponiveis para esta gravidez. Testes de diagndstico pré-natal
serao oferecidos nas préximas gestacdes.
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10.3. Caso Clinico 3
Idade materna avangada

O despiste rapido das aneuploidias mais comuns revelou um resultado
rsa(X,Y)x1,(13,18,21)x2 o que constitui um feto do sexo masculino sem nenhuma
aneuploidia nos cromossomas 13, 18, 21, X e Y. A andlise cromossémica de todas as
metafases com bandas GTL, obtidas a partir da cultura celular de células do liquido
amnidtico revelou um caridtipo 46,XY,t(1;18)(q32.1;g21.2) de constituicdo
cromossémica masculina onde existe uma translocacdo entre o cromossoma 1 e o
cromossoma 18 onde os pontos de quebra se situam em 1932.1 e 18q21.2 (Figura 37).
Trata-se de um rearranjo aparentemente equilibrado, logo ndo é expectdvel ter um
impacto no fenétipo. Para averiguar se o rearranjo é herdado dos progenitores, o que
poderd causar problemas numa futura gravidez, ou de novo, estudos familiares
analisando o cariétipo dos mesmos com amostras de sangue periférico devem ser
efetuados.
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Figura 37- Cariograma de complemento cromossémico 46,XY,t(1;18)(q32.1;g21.2). Pode-se observar uma
translocagdo entre a regido terminal do brago longo do cromossoma 1 e a regido terminal do brago curto do
cromossoma 18. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

O resultado deve ser discutido numa consulta de aconselhamento genético.
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10.4. Caso Clinico 4
Foi requisitado um teste de diagndstico de array-CGH de 180K sondas para o estudo

genético de uma criang¢a que foi diagnosticada com autismo de modo a descobrir a
causa genética do fenétipo do paciente.

O estudo genético por array-CGH 180K revelou um resultado: arr[GRCh37]
10911.22g11.23(46964973_51826226)x1. A andlise deste resultado revelou uma
delecdo em heterozigotia (log ratio de -0,89) no braco longo do cromossoma 10, uma
delecdo de 4861 Kb, abrangendo 145 sondas, que tem inicio na posi¢ao 46,964,973 e

fim em 51,820,226 que se localiza em 10q11.22g11.23 (Figura 38).
= ¢ T X
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Figura 38- Resulta&o do aCGH do crom;ssoma 10 (arr[GRCh307] 10q11.22q11.23(46!1964973_51826226)x15 com um
log ratio de -0,89 indicativo de uma delegdo em heterozigotia. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Esta delecdo envolve a perda de 22 genes (Figura 39), sendo que 7 deles estao
reportados no OMIM Morbid Map (RBP3, GDF2, ERCC6, CHAT, SLC18A3, OGDHL,
MSMB). Esta delecdo é intersticial e assim tem dois pontos de quebra, o primeiro é
situado no exdo do gene SYT15 e o segundo é situado no exdo do gene ndo codificante
FLJ31813. Na base de dados Decipher e ClinGen estdo reportados casos com delecdes
gue sdo sobreponiveis a delecdo deste caso e que reportam fendtipos como autismo,
défice intelectual, atraso do desenvolvimento e problemas respiratérios.

60



Gene View :chr10 : 46964973-51826226 , 4.86 Mb
g 5 @ e

25¢

3 5 T
a & a| & 8
o (S I : o
s o = = > I
T 3 - o
e w w [ < b
o« € -
% -
g = by
< =z 0
48.0 Mb @ - =4 m o
o By - . o T o
of % = 4 o .'3 & =
e 3 B S 2 %| a o
« 1 o a = b "1 .
o L = fil @ "o
. ] O S
0 -
o a
) v 3
49.0 Mb = = o
@ @ g o
— &
B N s” =
g & N =
= ;)' ".'
4 -
50.0 Mb I
k= iz
S 8
O w8 v me.
= o 1) ® ;:’,
o o
I i, O s
51.0 Mb o 5 . 5" 2
- o
, .
9(— g o
-3 -3
g &
T T T

Figura 39- Genes abrangidos pela-zdelegéo arr[-C;RCh37] 1Oq101.22q11.23(461964973_518226226)x1. Imagem cedida
pelo LCG-FMUC.

De modo a averiguar se a alteracdo é herdada dos progenitores ou de novo foi
realizado um array-CGH 180k em ambos os progenitores. A analise dos resultados do
array-CGH 180k feito conclui que existe uma delecdo em heterozigotia no braco longo
do cromossoma 10, mais especificamente, uma delecdo em 10911.22q11.23 no pai
(Figura 40), o que indica que esta alteracdo genética foi herdada do pai.
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Figura 40- Resultado do aCGH dos progenitores revelando que existe (A) uma dele¢do em heterozigotia no cromossoma
10 do pai com a localizagdo 10911.22q11.23 e que (B) a mde ndo apresenta alteragdes do nimero de cdpias patoldgicas.
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Esta delecdo é provavelmente patogénica, estando associada a um fendtipo de
autismo, défice intelectual, estenose pulmonar e atraso do desenvolvimento. Devem ser
efetuados testes genéticos familiares para averiguar a presenga desta alteragdo nos
restantes familiares proximos. Este resultado deve ser discutido numa consulta de
aconselhamento genético.
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10.5. Caso Clinico 5
Foi realizado um estudo de array-CGH de 180K sondas para detecdo de possiveis

alteragGes genética que correlacionem com o fenétipo de malformagoes do sistema
nervoso central nomeadamente didametro do cerebelo no percentil 5 e hipoplasia do
corpo caloso detetado no feto.

O estudo genético por array-CGH 180K revelou um resultado: arr[37GRCh]
10926.2026.3(129268804_135403668)x3,18q21.2923(48424104_78012829)x1. A
anadlise deste resultado revelou uma duplicagdo em heterozigotia (log ratio: 0,656) no
braco longo do cromossoma 10, uma duplicagdao de 6135Kb, abrangendo 294 sondas,
que tem inicio na posicdo 129,268,804 e fim na posicao 135,403,668 que se localiza em
10026.2926.3 (Figura 41).
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Figura 41- Resultado do aCGH do cromosso:na 10 (arr[37GR0Ch] 104g26.2926.3(129268804_135403668)x3) com um
log ratio de 0,656 indicativo de uma duplicagdo em heterozigotia. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Esta duplicacdo envolve o ganho de 29 genes (Figura 42), sendo que 5 destes
estdo reportados no OMIM Morbid Map, (EBF3, NKX6, TUBGCP2, ECHS1, SYCE1). Esta
duplicacdo tem um ponto de quebra, porém ndo é intragénico. Na base de dados
Decipher e ClinGen estao reportados casos com duplicacdes sobreponiveis a duplicagao
do cromossoma 10 deste caso que reportam fendtipos como atraso global do
desenvolvimento, ataxia, défice intelectual e hipoplasia do vermis cerebelar.
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Figura 42- Genes abrangidos pela dup;zlicagéo arr[;7GRCh] 10q026.2q26.3(1129268804_335403668)x3. Imagem cedida
pelo LCG-FMUC.

A analise de array-CGH 180K revelou também uma delecdo em heterozigotia
(log ratio: -0,848) no brago longo do cromossoma 18, uma delecdao de 29189Kb,
abrangendo 1431 sondas, que tem inicio na posicao 48,824,104 e fim em 78,012,829
que se localiza em 18q21.2g23 (Figura 43).

Esta dele¢do envolve a perda de 81 genes (Figura 44), sendo que 23 deles estdo
no OMIM Morbid Map (DCC, TCFU, FECH, NARS1, ATP8B1, NEDD4L, MALTI1, RAX,
LMAN1, CCBE1, MC4R, PIGN, TNFRSF11A, BCC2, KDSR, SERPINB7, SERPINB8, RTTN,
CYB5A, ZNF407, TSHZ1, CTDP1, TXNL4A).
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Figura 43- Resultado do aCGH do cromossoma 18 (arr[37GRCh] 18q21.2q23(48,824,104_78,012,829)x1) com um log
ratio de -0,848 indicativo de uma delegdo em heterozigotia. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Esta delegdo é terminal com um ponto de quebra numa regidao ndo intragénica.
Nas bases de dados Decipher e ClinGen estdo reportados casos com delecGes que sao

sobreponiveis a delecdo deste caso e que reportam fendtipos como défice intelectual,
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morfologia anormal do corpo caloso, dismorfismos faciais, polimicrogiria, atraso do
desenvolvimento pré-natal e hipotonia.
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Figura 44- Genes abrangidos pela d-élegéo arr[37-éRCh] 18q21.02q23(48,824,1104_78,012,8229)x1. Imagem cedida pelo
LCG-FMUC.

Este € um caso de uma trissomia parcial do cromossoma 10 e uma monossomia
parcial do cromossoma 18, estas alteragdes sao indicativas de um dos progenitores
possuir uma alteracdo cromossémica estrutural equilibrada entre estes dois
cromossomas, nomeadamente uma translocacgao reciproca, que foi transmitida ao feto
de forma desequilibrada criando um desequilibrio genético. Deste modo foram feitos os
cariotipos do feto, mde e pai para confirmar esta hipotese (Figura 45). Os caridtipos
tiveram um resultado de 46,XX no caso da mae, 46,XY,t(10,18)(g26.1,g21.1) no caso do
pai isto constitui uma translocacdo reciproca do braco longo do cromossoma 10 e o
braco longo do cromossoma 18 e 46,XY,der(18)(t10;18)(g26.1;921.1)dpat no caso do
feto o que constitui uma translocacao desequilibrada do braco longo do cromossoma
10 e o braco longo do cromossoma 18. O resultado do pai permite confirmar que a
alteracdo genética do feto foi herdada do pai de forma desequilibrada devido a um
fenédmeno de segregacao adjacente I.

Devem ser feitos testes familiares de modo a averiguar se existem outros
familiares que possuam o rearranjo cromossomico do pai do feto. Este resultado deve
ser discutido numa consulta de aconselhamento genético e diagndstico pré-natal serd
oferecido em futuras gestacoes.
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Figura 45- Resultados dos caridtipos efetuados nos progenitores e feto. (A) Cariétipo da mae 46,XX sem alteragoes
cromossdmicas detetaveis. (B) Caridtipo do pai 46,XY,t(10,18)(q26.1,q21.1) o que constitui uma translocagdo
reciproca do brago longo do cromossoma 10 e o brago longo do cromossoma 18. (C) Caridtipo do feto
46,XY,der(18)(t10;18)(g26.1;g21.1)dpat o que constitui uma translocagdo desequilibrada do brago longo do

cromossoma 10 e do brago longo do cromossoma 18 herdada de forma desequilibrada do pai. Imagem cedida pelo
LCG-FMUC.
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10.6. Caso Clinico 6
Foi realizado um estudo de array-CGH de 180K sondas para detecdo de possiveis

alteragGes genéticas que correlacionem com o fenétipo de restricao do crescimento
fetal e perimetro abdominal inferior ao percentil 3.

O estudo genético por array-CGH 180K revelou um resultado arr[37GRCh]
14932.2932.31(100,397,006_101,488,936)x1. A andlise deste resultado revelou uma
delecdo em heterozigotia (log ratio: -0,763) no braco longo do cromossoma 14, uma
delecdo de 1092Kb, abrangendo 184 sondas, que tem inicio na posi¢dao 100,397,006 e
fim na posicdao 101,488,936 que se localiza em 14g32.2932.31 (Figura 46).
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Figura 46- Resultado do aCGH do cromossoma 14 (arr[37GRCh] 14g32.2932.31(100,397,006_101,488,936)x1) com
um log ratio de -0,763 indicativo de uma delegdo em heterozigotia. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.
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Esta delecdo envolve a perda de 22 genes (Figura 47) sendo que 3 deles estdo no
OMIM Morbid Map (EML1, YY1, WARS1). Esta delegdo é intersticial com um ponto de
guebra intragénico no exdao 18 do gene EML1 e outro ponto de quebra numa regiao
intergénica. Nas bases de dados Decipher e ClinGen estdao reportados casos com
delecbes que sdo sobreponiveis a delecdo deste caso e que reportam fendtipos como
anomalias faciais, restricdo do crescimento pré e pds-natal e anomalias cardiacas.
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Figura 47- Genes abrangidos pela d_elet;ﬁo arr[37GRCh] 14g32.2932.31(100,397,006_101,488,936)x1. Imagem cedida
pelo LCG-FMUC.

O cromossoma 14 tem regides com genes sujeitos a imprinting genémico e a
delecao detetada por array-CGH 180K abrange uma dessas regides, a regiao 14q32.
Perdas genéticas estdo associadas a sindrome de Temple, se estas ocorrerem no alelo
paterno, e a sindrome de Kagami-Ogata, se estas ocorrerem no alelo materno, assim é
necessario averiguar em que cromossoma ocorreu a alteragdo genética, o que pode ser
feito pela técnica de MS-MLPA.

E efetuada também uma confirmacdo da delecdo genética pela técnica de MLPA
(Figura 48) com o painel de sondas ME032 UPD7-UPD14 e os progenitores sao também
testados para averiguar se a alteracdo no feto é de novo e ap6s a andlise do resultado
dos pais, ndo se encontra qualquer alteragdo (Figura 49), confirmando que a alteragado
encontrada no feto é de novo.

283 DLKI3 4q32.2_14-100,065041 3667 18748 0,51 004 << 54 01
347 DLK1-4 4g32.2  14-100,268221 3488 19203 0,56 003  <<* 58 02
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176 MEG3-up 4q32.2  14-100,347867 3176 14020 0,51 003 << 13
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300 ME 1 [HHA1] 14932 14-100,362175 3558 18020 0,57 ,02 << ? 42 K

383 MEG3-1 4g32.2  14-100,381549 3188 18326 0,56 0,03 <<~ 48 00
400 MEG3-1 4g32.2 14-100,396948 4000 24795 0,59 002 << 62 02
274 RILI-A 4q32.31 14-100418050 3767 17966 0,57 002 << 2 02
340 RTLi- 4q32.31 14-100,42049 3714 22273 0,64 002  <<* 69 01
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54
Figura 48- Confirmacgdo da delegdo detetada no feto por MLPA (rsa 14q32.2(DLK1,MEG3,RTL1,MIR380)x1). Este
resultado confirma a delegdo na regido do cromossoma 14 em heterozigotia (ratios < 0,7). Imagem cedida pelo LCG-
FMUC.
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Figura 49- Andlise de MLPA aos progenitores concluindo que ndo existe nenhuma alteragdo de nimero de cépia na
regido testada. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

O estudo da metilagdo por MS-MLPA permitiu concluir que a delecdo ocorreu no
alelo paterno, assim esta delecdo esta associada a sindrome de Temple. Isto é possivel
concluir uma vez que o gene MEG3 é de expressao materna e num caso normal devia
ter uma metilagcdo de 50% uma vez que esta metilado no cromossoma paterno, porém
ndao houve metilagdo neste caso uma vez que, no teste de MS-MLPA ¢é utilizada uma
enzima sensivel a metilagdao que cliva a sonda quando nao existe metilagdo e assim esta
ndo é detetada, como ndo houve detecdo da sonda (Figura 50), significa que ndo houve
metilacdo do gene MEG3, isto significa que o alelo paterno nao esta presente e assim
conclui-se que a dele¢cdo ocorreu neste.

Ratio

220 MEG3-1[HHA1]  14932.2 14-100.361799 427 1613 011 0 <<* = 9 0.0
124  MEG3-1[HHA1] 149322 14-100,362070 0 0 0 0 << << 0 0,0
300 MEG3-1[HHA1] 149322 14-100,362175 0 0 0 0 << <<t 0 0.0

Figura 50- Analise de MS-MLPA do feto onde a sonda direcionada para o gene MEG3 ndo foi detetada concluindo que
a delegdo é ocorreu no alelo paterno. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Este feto do sexo masculino possui uma delecdo patogénica associada a
sindrome de Temple, uma sindrome caracterizada por restricdo do crescimento uterino
no estagio pré-natal e por hipotonia, atraso nas atividades motoras, problemas de
ingestdo de alimentos, puberdade precoce, estatura menor que o normal, m3os e pés
pequenos e anomalias faciais. Este resultado deve ser discutido numa consulta de
aconselhamento genético e diagndstico pré-natal sera oferecido em futuras gestacoes
devido a um risco de recorréncia acrescido para a sindrome de Temple.
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10.7. Caso Clinico 7

Gravida de uma gravidez gemelar com dois fetos do sexo feminino, no feto 1 foi
detetado higroma e cardiopatia e no feto 2 ndo foram detetadas anomalias. Pai tem
dois irmaos com sindrome do X-Fragil.

Foi feita uma analise ao numero de tripletos CGG no gene FMR1 do pai por PCR
convencional, de modo a averiguar se o pai possui um nimero acima do normal de
tripletos CGG no gene FMR1, uma vez que possui dois irmaos com sindrome do X-Fragil,
que podera ser patogénico para os fetos. O resultado desta andlise foi de 101 tripletos
CGG (Figura 51), este numero de tripletos é acima do limite considerado normal e
constitui uma pré-mutacao (55 a 200 tripletos CGG), apesar de ndo constituir uma
mutacdo completa, certos individuos com um nimero elevado de repeticdes do tripleto
(>100) foram caracterizados com sintomas relacionados com sindrome de X-Fragil como
dificuldades de aprendizagem, problemas emocionais e défice intelectual.
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Figura 51- Eletroferograma do PCR para a dete¢do do niumero de tripletos CGG no gene FMR1 do pai. Observa-se que
0 pai é portador de um alelo com pré-mutagdo com 101 tripletos (507-221=284; 284/3=94,667; 94,667+6=100,667).
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Individuos do sexo masculino com uma pré-mutacdo tém risco de tremores e
ataxias relacionadas com a sindrome de X-Fragil (FXTAS) em idades mais avancadas.
FXTAS é uma doenca cuja penetrancia aumenta com o nimero de repeticdes de tripletos
CGG, com a idade e se o individuo afetado for do sexo masculino, tem desenvolvimento
progressivo de ataxias e tremores e é frequentemente acompanhada por dificuldades
cognitivas e comportamentais (perda de meméria, ansiedade e deméncia) progressivas.
Individuos do sexo feminino com uma pré-mutacado tém risco de cerca de 20% de terem
insuficiéncia ovdrica prematura relacionada a sindrome do X-Fragil (FXPOI).

A transmissdo da permutacdo é feita de forma dominante, assim toda a
descendéncia do sexo feminino deste individuo tera a pré-mutacdo que esta associada
a FXTAS e FXPOI, porém existem casos em que, a partir de transmissdo paterna, o
numero de tripletos transmitidos a descendéncia é reduzido, podendo regredir para um
numero de tripletos normal.
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Para confirmacao do resultado anterior fez-se uma andlise numero de tripletos
CGG no gene FMR1 por TP-PCR, o que revelou um resultado de 111 tripletos CGG (Figura
52), o que constitui uma pré-mutac¢do que podera ser passada para a descendéncia.
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Figura 52- Eletroferograma do TP-PCR para a dete¢do do nimero de tripletos CGG no gene FMR1 do pai. Observa-se

que o pai é portador de um alelo com pré-mutagdo com 111 tripletos CGG (560-228=332; 332/3=110,667). Imagem
cedida pelo LCG-FMUC.
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Foi feito o estudo rapido das aneuploidias comuns por QF-PCR através de bidpsia
de vilosidades coridénicas a ambos os fetos, devido as indicagdes clinicas presentes no
feto 1. O resultado do feto 1 foi, feto do sexo feminino com trissomia do cromossoma
18 (Figura 53) e o resultado do feto 2 foi, feto do sexo feminino sem anomalias
cromossOmicas (Figura 54) detetadas pelo teste efetuado.
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Figura 53- Eletroferograma do QF-PCR para o despiste das aneuploidias mais comuns no feto 1 com um resultado
rsa,(18)x3,(13,21,X)x2 indicativo de trissomia do cromossoma 18. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.
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Figura 54- Eletroferograma do QF-PCR para o despiste das aneuploidias mais comuns no feto 2 com um resultado
rsa,(13,18,21,X)x2 sem anomalias cromossémicas detetaveis. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

O resultado do feto 1 é patoldgico, trissomia do cromossoma 18 representa uma
sindrome de Edwards. Fetos afetados com esta sindrome tem um elevado risco de
morte in utero (cerca de 95%), porém fetos do sexo feminino tém uma taxa de

71



sobrevivéncia maior que fetos do sexo masculino. Os principais sintomas da sindrome
de Edwards sdo hipotonia, problemas de alimentacdo, atraso do crescimento,
microcefalia e malformacgdes cardiacas, do sistema digestivo, do sistema excretor e dos
olhos. Bebés com esta sindrome tém um progndstico de morte antes do primeiro ano
de vida em 90% dos casos e apenas desenvolvem uma autonomia muito limitada com
atraso de crescimento significativo.

Foram feitos estudos do nimero de tripletos CGG no gene FMR1 em ambos os
fetos através do teste de TP-PCR em bidpsias de vilosidades coridnicas. O resultado do
feto 1 foi um alelo com 31 repeti¢des de tripletos CGG e outro alelo com 81 repeti¢Ges
de tripletos CGG (Figura 55), isto constitui uma pré-mutacao e significa que o feto 1 tem
suscetibilidade a FXTAS/FXPOI. O resultado do feto 2 foi um alelo com 31 repeticdes de
tripletos CGG e outro alelo com 104 repeticdes de tripletos CGG (Figura 56), isto
constitui uma pré-mutacdo e significa que o feto 2 também tem suscetibilidade a
FXTAS/FXPOI.
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Figura 55- Eletroferograma do TP-PCR para a detegao do numero de tripletos CGG no gene FMR1 do feto 1. Observa-

se que o feto 1 é portador de um alelo com pré-mutacdo com 81 tripletos CGG (470-228=242; 242/3=80,667) e de
um alelo normal com 31 tripletos CGG (321-228=93; 93/3=31). Imagem cedida pelo LCG-FMUC.
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Figura 56- Eletroferograma do TP-PCR para a dete¢do do niumero de tripletos CGG no gene FMR1 do feto 2. Observa-
se que o feto 2 é portador de um alelo com pré-mutagédo com 104 tripletos CGG (539-228=311; 311/3=103,667) e de
um alelo normal com 31 tripletos CGG (321-228=93; 93/3=31). Imagem cedida pelo LCG-FMUC.
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Estes estudos genéticos permitem-nos chegar a conclusdo de que o pai é
portador de uma pré-mutacdo do gene FMR1 e transmitiu a mesma para ambos os fetos
do sexo feminino, o que remete para uma maior suscetibilidade a FXTAS/FXPOI, para
além disso o feto 1 possui uma trissomia do cromossoma 18, associado a sindrome de
Edwards. E incomum ocorrer uma contracdo do nimero de tripletos de geragdo para
geracao, porém, existem casos onde o gene FMR1 transmitido pelo pai contrai quando
transmitido as filhas 72, Diagndstico pré-natal serd oferecido em futuras gravidezes
devido a suscetibilidade a FXTAS/FXPOI e ao risco de recorréncia da sindrome de
Edwards. Estes resultados devem ser discutidos numa consulta de aconselhamento
genético.
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10.8. Caso Clinico 8
Em estudos anteriores foi feito um cariétipo ao sangue que revelou 4 linhas celulares

distintas: 48,XXXX[1]/47,XXX[1]/45,X[1]/46,XX[70].

Para a confirmacgdo deste resultado foi efetuado a pesquisa do cromossoma X
por FISH em células de fibroblasto.

Neste estudo FISH foram utilizadas o kit de sondas centroméricas para os
cromossomas 18 (D18Z1), X (DXZ1) e Y (DYZ3) do sistema FAST-FISH (Cytocell-
Aquarius®). Esta sonda hibridiza com as regides centroméricas dos cromossomas 18, X

e Y (Figura 57).
D18Z1

(I]]III]CI]]]]]]:[I]]II]I]IID

Figura 57- Locais de hibridizagdo do kit de sondas centroméricas para os cromossomas 18 (D18Z1), X (DXZ1) e Y (DYZ3)
do sistema FAST-FISH da Cytocell-Aquarius®.

A andlise de FISH de 102 células de fibroblastos (interfases e metafases) com a
sonda centromérica do cromossoma X revelou uma situacdo de mosaicismo com 4
linhas celulares:
- 2 células com tetrassomia do cromossoma X (DXZ1x4)

- 1 célula com trissomia do cromossoma X (DXZ1x3) associadas a sindrome do triplo X

(Figura 58)
- 4 células com monossomia do cromossoma X (DXZ1x1) associadas a sindrome de

Turner (Figura 58)
- 95 células normais com 2 cromossomas X (DXZ1x2) (Figura 58).

Figura 58- Observacdo de células em interfase através dos microscopico de fluorescéncia podendo observar células
com 3 sinais para o cromossoma X o que constitui uma trissomia X (seta vermelha), 2 sinais para o cromossoma X
(seta verde) e 1 sinal para o cromossoma X o que constitui uma monossomia X (seta azul). Imagem cedida pelo LCG-
FMUC.

Este resultado confirma o mosaicismo detetado na amostra de sangue anterior
e deve ser discutido numa consulta de aconselhamento genético, uma vez que existe
mosaicismo potencialmente patogénico, ndo sendo possivel prever a distribuicao das
diferentes linhas celulares nos diferentes tecidos e consequentemente prever o seu

impacto fenotipico.
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Capitulo XI- Conclusao

O estagio curricular no LCG-FMUC enriqueceu tanto o meu conhecimento
académico como as minhas habilidades praticas em laboratdrio. No decorrer do estagio
ganhei conhecimento sobre todas as etapas da andlise genética em laboratério e como
estas sdao imperativas para o sucesso do diagndstico genético. A importancia da
qualidade e precisdao em todas as etapas do diagndstico genético é de grande peso, uma
vez que, esta é responsavel pela obtenc¢ado de resultados fidedignos.

Durante o estdgio, tive a oportunidade de trabalhar em colaboracdo com uma
equipa dedicada de profissionais no campo da genética clinica pré e pés-natal. Colaborar
com profissionais com conjuntos de habilidades diversas ampliou a minha perspetiva no
campo do diagndstico genético permitiu-me testemunhar a importancia da colaboragao
interdisciplinar na abordagem de casos clinicos complexos. Isto é evidenciado, quando
se compara os campos da citogenética convencional, citogenética molecular e genética
molecular. A citogenética convencional permite a andlise do complemento
cromossémico possibilitando a detecdo de altera¢gdes cromossémicas equilibradas e
desequilibradas que estejam acima do limite de resolucdo da técnica. A técnica de FISH
complementa a técnica de citogenética convencional, oferecendo um limite de
resolucdo superior permitindo a detecdo de alteracbes cromossdmicas microscopicas
ndo detetdveis na citogenética convencional, porém precisa de sondas especificas para
a regido alvo para detetar estas alteracdes tornando-se mais dispendiosa e dirigida,
podendo nao detetar alteracdes que ndo sdo cobertas pelo kit de sondas utilizado. O
campo da genética molecular tem um grande leque de técnicas, umas mais especificas
gue apenas detetam CNVs de regides especificas guiadas por marcadores ou sondas
como é o caso da técnica de MLPA e o QF-PR, mas também existe a técnica de aCGH que
permite detetar alteracdes de CNVs com um poder de resolucdo muito elevado em
guase todo genoma, porém os resultados serdo muito mais robustos e complexos de
analisar uma vez que obtemos uma grande quantidade de informacao a partir deste
teste o que em torno resulta num periodo mais longo até a emissdo do relatério. Para
além disso nenhuma das técnicas de genética molecular referidas conseguem detetar
alteragdes equilibradas, sendo necessario recorrer a citogenética convencional para a
detecdo destas.

Uma das ligdes mais significativas, foi a importancia da precisdo e atencao aos
detalhes no diagndstico genético. O compromisso de um laboratério certificado em
manter rigorosas medidas de controlo de qualidade destacou a importancia da precisdo
em cada etapa do processo diagndstico. Essa experiéncia aprimorou as minhas
habilidades no processo da aplicacdo das diferentes técnicas de diagndstico, incutindo
um senso de responsabilidade e meticulosidade que levarei comigo no meu futuro
profissional.
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Além dos aspetos técnicos, o meu tempo no estdgio iluminou a importancia das
consideracdes éticas associadas aos testes genéticos. Aprender sobre a importancia do
consentimento do paciente, privacidade e o uso responsdavel das informacgdes genéticas
aumentou minha consciéncia das implicagdes mais amplas do diagndstico genético em
individuos e na sociedade como um todo.

Concluindo, a utilizacdo das técnicas de citogenética e genética molecular
complementam-se permitindo oferecer um diagnéstico genético o mais completo
possivel, por essa razao a escolha dos testes de diagndstico para estudar um caso clinico
é crucial para permitir oferecer um diagndstico completo que podera contribuir para
relacionar o fenétipo com o gendtipo. Em todo este processo é importante cumprir as
regras do laboratério e ser meticuloso e organizado de modo a minimizar os erros
possiveis, o que inclui também o processo de analise de resultados e elaboracdo do
relatdrio para que seja possivel para o clinico responsavel e para o paciente obter uma
resposta claro sobre o seu caso clinico.
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