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Resumo

Em 1900, Sutton desenvolveu a teoria cromossémica da hereditariedade, combinando as
componentes de citologia e genética, numa disciplina que denominou de citogenética.
Tjio e Levan otimizaram as técnicas de cultura e manipulacdo celular, publicando em
1956, o nimero correto de 46 cromossomas do complemento humano.

Com os avancos nas metodologias, em particular das técnicas de bandagem, foi possivel
a identificacdo de regides cromossémicas, bandas e sub-bandas, o que contribuiu para
uma melhor caracterizacdo da estrutura e morfologia dos cromossomas. Estes avangos,
consequentemente, permitiram a detecdo de alteracdes genéticas causais para certas
patologias, dentro do limite de resolucdo de 3-5Mb.

A citogenética molecular, com a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), capaz de
identificar alteragdes submicroscopicas, veio colmatar algumas das limitacbes da
citogenética convencional, aumentando em 10% a taxa de detecdo de anomalias
cromossomicas.

As alteracBes cromossémicas podem ser divididas em dois grandes grupos, numéricas e
estruturais, podendo envolver tanto 0s autossomas, Como 0S Cromossomas sexuais. Se a
alteracdo se der no evento meiotico, a anomalia considera-se constitucional, estando
presente em todas as células do individuo, enquanto se surgir num evento pds-zigético, a
anomalia d& origem a um mosaico constitucional.

O teste citogenético a criancas e adolescentes é requerido consoante manifestacoes
clinicas, que induzam suspeita de doenca cromossOmica, assim como amenorreia
priméaria/secundaria, perturbacbes no crescimento (baixa estatura, crescimento
excessivo), ambiguidade sexual, fendtipo anormal ou dismorfismos, anomalias
congénitas, atraso do desenvolvimento ou défice intelectual, suspeita de sindrome de
delecdo/ duplicacdo ou caracteristicas clinicas indicativas de sindrome associada a
alteracdo cromossomica.

Das anélises citogenéticas realizadas no Laboratorio de Citogenética do Hospital
Pediatrico de Coimbra, no ano letivo 2022/2023, foram selecionados oito casos clinicos,
com alteracGes cromossomicas representativas do grupo em estudo.

Apesar de, atualmente, outras metodologias mais automatizadas e com maior poder de

resolucéo estarem implementadas no diagnostico, a citogenética convencional continua a

Xl



ser um teste de diagnostico fundamental, ndo s6 no diagndstico pré-natal, como no
diagnostico pds-natal.

Palavras-chave: citogenética, diagnostico pos-natal, cromossomopatias, alteragdes
cromossomicas, cariotipo
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Abstract

In 1900, Sutton developed the chromosomal theory of inheritance, combining the
components of cytology and genetics, in a discipline he named cytogenetics. Tjio and
Levan optimized cell culture and cell manipulation techniques, publishing in 1956 the
correct number of 46 chromosomes of the human complement.

With advances in methodologies, in particular banding techniques, it was possible to
identify chromosomal regions, bands and sub-bands, which contributed to a better
characterization of the structure and morphology of chromosomes. These advances,
consequently, allowed the detection of causal genetic variants for certain pathologies,
within the resolution limit of 3-5Mb.

Molecular cytogenetics, with fluorescent in situ hybridization (FISH), capable of
identifying submicroscopic changes, has overcome some of the limitations of
conventional cytogenetics, increasing by 10% the detection rate of chromosomal
abnormalities.

Chromosomal abnormalities can be divided into two major groups, numerical and
structural, and may involve both autosomes and sex chromosomes. If the change occurs
in the meiotic event, the anomaly is considered constitutional, being present in all the
cells of the individual, while if it arises in a post-zygotic event, the anomaly originates a
constitutional mosaic.

Cytogenetic testing of children and adolescents is requested depending on clinical
manifestations that induce suspicion of chromosomal disease, such as primary/secondary
amenorrhea, growth disorders (short stature, excessive growth), sexual ambiguity,
abnormal phenotype or dysmorphisms, congenital anomalies, developmental delay or
intellectual deficit, suspected deletion/duplication syndrome, or clinical features
indicative of syndromes associated with chromosomal abnormalities.

From the cytogenetic analysis carried out at the Cytogenetics Laboratory of the Pediatric
Hospital of Coimbra, in the academic year 2022/2023, eight clinical cases, with
chromosome abnormalities representative of the study group, were selected.

Although other methodologies, more automated and with greater power of resolution, are
implemented in the diagnosis, conventional cytogenetics continues to be a fundamental

diagnostic test, not only in the prenatal diagnosis, but also in the postnatal diagnosis.
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1.1 Enquadramento do estagio curricular

No ano letivo de 2022/2023, foi realizado o estagio curricular inserido no Mestrado em
Genetica Clinica Laboratorial, da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra,
integrado na equipa do Laboratério de Citogenética do Hospital Pediatrico de Coimbra.
Este laboratorio esta sob responsabilidade da Professora Doutora Eunice Matoso e é parte
integrante do Servico de Geneética Médica do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (CHUC). Neste laboratério séo realizadas todas as analises de citogenética
convencional em contexto pds-natal, a partir de sangue periférico, requisitadas pelas
diversas consultas da instituicdo. Durante o ano letivo, de setembro a maio, foram
acompanhadas as metodologias realizadas, desde a citogenética cléassica a citogenética
molecular (FISH).

1.2 Objetivos

A integracdo na equipa do Laboratorio de Citogenética permitiu 0 acompanhamento de
todos os procedimentos laboratoriais, desde a rececéo de amostras, analise e interpretacao
dos resultados a elaboracdo do relatério final. Estabeleceram-se como principais
objetivos:

e Apos observacdo, integrar progressivamente a pratica laboratorial, seguindo os
protocolos estabelecidos;

e Realizar todas as etapas experimentais, sob supervisao técnica, cumprindo as boas
normas da qualidade;

e Realizar a analise dos resultados e a sua interpretacao;

e Interpretar os resultados obtidos, correlacionando com a indicagdo clinica dos
utentes;

e Adquirir competéncias basicas na elaborac¢do do relatdrio final, respeitando as
regras do “International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN(2020)).

e Elaborar um relatério de estagio final, englobando o trabalho realizado, desde os
conceitos tedricos a exemplificacdo e discussdo de casos clinicos no &mbito da

“Etiologia Das Perturbacdes Do Desenvolvimento Da Crianga e Do Adolescente”.



1.3 A Citogenética Cléassica e a Citogenética Molecular no Diagndstico
Pos-natal

1.3.1 Citogenética convencional — perspetiva historica

Originado a partir do grego “corpo corado”, o termo cromossoma foi introduzido, em
1888, por Waldeyer, apos as primeiras ilustracbes de cromossomas humanos, publicadas
pelo citologista e professor Walther Flemming. Em 1900, Sutton desenvolveu a teoria
cromossomica da hereditariedade, combinando as componentes de citologia e genética,

numa disciplina que denominou de citogenética. A genética médica surgiu com as

primeiras associacOes de doengas a tracos mendelianos, em 1902 (Ferguson-Smith 2008).
O primeiro objetivo dos citogeneticistas, passou por identificar corretamente o
complemento cromossémico humano. Atraves do estudo de cromossomas meioticos,
Painter reportou, repetidamente, a existéncia de 48 cromossomas humanos (o dobro dos
cromossomas que observava nos gametas), apesar de outros estudos discordantes. Esta
observagdo foi assumida como “confirmada”, nas décadas que se seguiram, pela
comunidade cientifica. Painter propds ainda na década de 1920, que seriam 0s
cromossomas X e Y, 0s responsaveis pela determinacgéo do sexo bioldgico no ser humano

(Painter 1923, Steven L. Gersen 2013, Ferguson-Smith 2015).

Apesar de todos 0s avan¢os nas técnicas e na instrumentacéo, a dificuldade em visualizar
e identificar os cromossomas no nucleo persistia. Um erro no procedimento laboratorial
proporcionou um grande ponto de viragem na citogenética. Hsu reportou, numa adenda
ao seu artigo, que as culturas celulares foram submetidas a uma soluc&o hipotonica, em
vez da solucdo salina isotonica, como estava estabelecido no protocolo (HSU 1952). Este
erro permitiu a observacao de metafases com boa dispersao, resultado da entrada da dgua
por osmose, deixando-as num estado tdrgido e permitindo a contagem correta do niumero
de cromossomas do complemento humano de 46. A introducdo da colchicina, bloqueando
o ciclo celular em metafase, permitiu adicionalmente melhorar o indice mitético e o

ndmero de células em metafase (Steven L. Gersen 2013).

Tjio e Levan otimizaram as técnicas de cultura e manipulacdo celular publicando, em
1956, que o numero correto do complemento cromossomico humano é 46, contrariamente

ao consenso que havia na comunidade, ha 3 décadas (TJIO and LEVAN 1956).




Por esta altura era ja do conhecimento da comunidade cientifica que algumas sindromes
estariam associadas a anomalias cromossomicas. A analise de pacientes com sindrome de
Down, conduzida por Martha Gautier e Turpin, detetou a presenca de um cromossoma 21

extra, indicando a existéncia de trissomia 21 (Lejeune 1959, Polani 1997). Seguiu-se a

descricdo e publicacdo de outras aneuploidias, nomeadamente envolvendo os
cromossomas sexuais, responsaveis por sindromes como a Sindrome de Turner, em
mulheres com a monossomia do cromossoma X (45,X) e a Sindrome de Klinefelter, em
homens, com a presenca de um cromossoma X extra (47,XXY). Ambas as descobertas
permitiram concluir que a funcdo de determinacdo do sexo estava atribuida ao
cromossoma Y. Estas observacdes foram possiveis devido a um fendmeno descrito ha

uma década: os corpusculos de Barr (Polani 1997, Steven L. Gersen 2013). Enquanto

estudava células de gato, Murray Barr observou um pequeno corpusculo corado, nos
nucleos em interfase. Apds constar que era um fendmeno exclusivo as células femininas,
chegou a conclusdo de que esse corpusculo existia devido a inativacdo de um dos

cromossomas X (Barr and Bertram 1949). Em 1961, Lyon sugeriu a hipdtese do

mecanismo de inativagdo e dosagem do cromossoma X, em mamiferos (Lyon 2003).

A primeira associa¢do dos cromossomas ao cancro foi feita por Nowell e Hungerford, em
1960, quando reportaram a existéncia de um cromossoma de tamanho estranhamente
pequeno, em pacientes com leucemia mieloide crénica (Nowell 1962). O cromossoma
Filadélfia, como se viria a designar, correspondia a um derivativo da translocacédo
reciproca que envolvia os bracos longos dos cromossomos 9 e 22, resultando no gene de

fusdo BCR-ABL expresso, nas celulas malignas (Koretzky 2007).

Com os avancos nas metodologias, em particular das técnicas de bandagem, foi possivel
a identificacdo de regides cromossémicas, bandas e sub-bandas, o que contribuiu para

uma melhor caracterizacdo da estrutura e morfologia dos cromossomas (Steven L. Gersen

2013). Estes avancos foram acompanhados com a introducdo de um sistema de
nomenclatura internacional, com a primeira publicacdo em 1960, que incluia as principais
decisbes tomadas em conferéncias da comunidade cientifica da area da citogenética
humana (1960).

O genoma humano, totalizando dois metros de DNA, estd organizado em 46

cromossomas (23 pares de homologos), sendo 44 deles autossomas, € um par de



cromossomas sexuais denominados de X e Y. Na gametogénese ocorre a meiose,

originando células haploides, com 23 cromossomas (n) (Izatt 2012, Gardner and Amor

2018). Os cromossomas distinguem-se pelo seu tamanho, posi¢do do centromero e padrao
de bandas. Estéo distribuidos por 7 grupos de A a G, os autossomas denominados do par
1 a0 22, os gonadossomas X e o0 Y.

A imagem do complemento cromossémico organizado denomina-se cariograma. A

escrita pela nomenclatura do complemento denomina-se cariétipo (ISCN 2020).

A cromatina pode ser classificada em eucromatina (cromatina ndo condensada) e
heterocromatina (cromatina condensada). A eucromatina é composta por genes
ativamente transcritos, apresentando uma coloracdo clara na bandagem G. A
heterocromatina pode ser constitutiva ou facultativa. A heterocromatina constitutiva é
repetitiva e ndo codificante, podendo variar a sua extensdo, estando presente nas regides
dos bracos longos dos cromossomas 1q, 99, 16q e Yq. A heterocromatina facultativa
corresponde a inativacdo aleatéria de um dos cromossomas X das mulheres, pelo que se

pensa ter a funcdo de regulacdo génica (Steven L. Gersen 2013).

Os cromossomas subdividem-se em dois segmentos, pelo seu centrdmero ou constri¢éo
primaria: um denominado de “p”, que geralmente corresponde ao brago curto, quando o
cromossoma é submetacéntrico e outro denominado de “q” que geralmente corresponde
ao braco longo. E ao centrémero e ao seu cinetocoro que se ligam os microttbulos do
fuso acromatico, responsaveis pela segregacao dos cromossomas homdélogos na anafase
| e das crométides irmds na anafase 11 da meiose, assim como na anafase da mitose. De
acordo com a posicdo do centrébmero, 0s cromossomas sdo denominados de

29 ¢

“metacéntricos”, “submetacéntricos” e “acrocéntricos” (Steven L. Gersen 2013, Jackson,

Marks et al. 2018).

Nas extremidades, de ambos 0s bracos, encontram-se as regibes denominadas de
telomeros, constituidos por repeti¢oes da sequéncia “TTAGGG”, que se formam devido
a atividade enzimatica da proteina telomerase. Esta regido repetitiva esta presente em
varias espécies, sugerindo conservacdo evolutiva e funcional. Os telomeros dé&o
estabilidade a cromatina, impedindo a fusdo entre telomeros, protegendo 0s cromossomas
no final da replicagdo. Erros genéticos e epigenéticos na telomerase, ou em proteinas
associadas aos telomeros, podem levar a alteracGes nas dimensdes, danos e/ou fusdo dos

telomeros, assim como instabilidade genomica (Lu, Zhang et al. 2013).




As regides organizadoras do nucléolo (NOR) estdo localizadas nos satélites dos
cromossomas acrocéntricos. Estas regides, compostas por genes que codificam para o
rRNA, sdo também responsaveis pela formacdo do nucléolo em células em interfase
(Steven L. Gersen 2013).

O cariograma é constituido pelos 23 pares de cromossomas, ordenados de 1 a 22, seguidos
dos cromossomas sexuais, todos com os bracos curtos orientados para cima.

A representacdo do padrdo de bandas caracteristico de cada par cromossémico para um
determinado nivel de resolucdo é designada por ideograma, representado na Figura 1
(ISCN 2020).

Figura 1 — Ideograma do cromossoma 1 em cinco resoluc@es diferentes, de acordo com
a bandagem G. Da esquerda para a direita encontram-se as resolucgdes de 300, 400, 550,
700 e 850 bandas. Adaptado do ISCN 2020: An International System for Human
Cytogenomic Nomenclature (2020), S.Karger AG.

O padrdo de bandas é construido a partir de uma sequéncia alternada, com diferente
coloracdo, intensidade variavel, criando uma combinacdo Unica para cada par de
homologos. Num cromossoma podem identificar-se regides, bandas e sub-bandas. Na
descricdo do caridtipo, 0 geneticista clinico laboratorial deverd sempre indicar o

complemento cromossémico, incluindo os cromossomas sexuais e se o individuo



apresenta alguma anomalia genética, seguindo as regras sugeridas pelo ISCN (ISCN
2020).

A citogenética apresenta, como qualquer metodologia, limitacGes nomeadamente ao nivel
da resolucdo, que pode atingir o limiar das 3-5 Mb, dependendo, no entanto, da(s)
regido(6es) do rearranjo envolvido. A interpretacdo do padréo de bandas, a qualidade das
metafases, assim como o tecido utilizado, sdo condicionantes decisivas e requerem um

profissional especializado e com anos de formacgéo (Gozzetti and Le Beau 2000, Kearney

2001, de Ravel, Devriendt et al. 2007). Esta metodologia continua a ser fundamental,

particularmente no diagnostico de alteracdes estruturais equilibradas, mosaicismo e na

caracterizacdo da origem de alteracOes estruturais desequilibradas (Kearney 2001,

Gardner and Amor 2018).

1.3.2 Citogenética molecular — FISH

A citogenética molecular, com a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), capaz de
identificar alteracdes submicroscopicas, veio colmatar algumas das limitacGes da
citogenética convencional, aumentando em 10% a taxa de detecdo de anomalias

cromossémicas (de Ravel, Devriendt et al. 2007, Steven L. Gersen 2013). Para além da

alta especificidade e resolucdo, esta técnica também tem como grande vantagem a

possibilidade de analise de células em interfase (Gozzetti and Le Beau 2000).

A técnica FISH usa sondas marcadas, direta ou indiretamente por fluorescéncia, que
hibridizam nas sequéncias de DNA alvo in situ. A marcacdo direta ocorre quando o
fluorocromo se encontra ligado aos nucleétidos da sequéncia da sonda, enquanto a
indireta consiste na incorporacdo de um hapteno, como molécula intermediaria, que é
revelado por imunofluorescéncia (Riegel 2014). Dependendo do alvo de estudo, varios
tipos de sondas podem ser utilizados na técnica de FISH. As sondas centromericas, o -
satélite, séo usadas para estudo de aneuploidias, enquanto as sondas chromosome painting
hibridizam com um cromossoma inteiro, sendo Uteis na classificacdo da origem de
cromossomas marcadores. Ja as sondas de sequéncia Unica de DNA variam em tamanho
e sdo Uteis na detecdo de alteracGes estruturais. Dentro destas, destacam-se as sondas
subteloméricas, essenciais no estudo de rearranjos envolvendo essas regides (Gozzetti

and Le Beau 2000). As sondas s&o aplicadas em células em interfase ou metafase. E usada




na detecdo de sindromes de microdelecdo conhecidas, incluindo delecbes nas regides

subteloméricas dos cromossomas (de Ravel, Devriendt et al. 2007).

Estas disciplinas, de citogenética convencional e citogenética molecular, fornecem
informacao essencial e muitas vezes complementar, para o diagnostico, assim como no

prognostico e monitorizacdo de uma grande variedade de tumores (Gozzetti and Le Beau

2000, Kannan and Zilfalil 2009).

1.3.3 Outras metodologias no diagnostico

Apesar da técnica FISH ter um maior poder de resolucdo, tem também a limitacao de ser
uma técnica direcionada. O nascimento da area da gendmica e a evolugdo das técnicas de
sequenciagdo de nova geracdo e da genética molecular, permitiram uma analise “whole

genome” COMO a citogenética convencional, mas de muito maior resolucdo (Riegel 2014).

1.3.3.1 Array-CGH

A técnica de array-CGH permite o estudo da variacdo no nimero de copias do DNA,
numa determinada amostra. Esta técnica baseia-se na marcacéo diferencial da amostra de
DNA a analisar e a amostra de DNA de referéncia, que posteriormente irdo competir pela
co-hibridizacdo com os fragmentos de DNA (BAC/PAC, ou oligonucle6tidos)
localizados na ldmina de array. Esta hibridizacdo é detetada pelo uso de dois fluorocromos
diferentes, que irdo demonstrar uma alteracdo na sua intensidade de sinal, se existirem

regides com delecdo ou duplicacdo de material genético (Yatsenko, Shaw et al. 2009,

Cheung and Bi 2018). O array-CGH apresenta uma vasta cobertura de todo o genoma,

podendo os seus painéis ser direcionados a um grupo de genes. Esta andlise extensiva
permite a determinacdo precisa dos limites dos CNVs nas amostras analisadas. Apesar
das vantagens, esta técnica ndo deteta alteracdes estruturais equilibradas, alteracbes de

ploidia ou mosaicos inferiores a 10-20% (Ballif, Rorem et al. 2006). A detecdo de

variantes com significado clinico desconhecido, assim como as variantes provavelmente
patogénicas, dificultam a interpretacdo de resultados, sendo necessario o recurso a bases
de dados de referéncia, assim como VarSome, DECIPHER, Database of Genomic

Variants e ClinVar (Tzetis, Kitsiou-Tzeli et al. 2012).




1.3.3.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

A técnica do MLPA surgiu recentemente com o objetivo de detetar duplicagdes/delecdes
de genes, assim como permitir a validacdo dos resultados da anélise de array-CGH, na
analise de CNVs. Esta técnica consiste num multiplex de PCR, com vérias sondas
diferentes. As sondas sdo compostas por duas partes, ambas compostas por uma sequéncia
complementar a sequéncia de DNA alvo e uma sequéncia universal onde se ligam os
primers, que permitem a amplificacdo da sonda. A amplificacdo da sonda apenas ocorre
se as duas partes da sonda se ligarem, fendmeno que apenas se da se ambas as partes
hibridizarem, de forma adjacente, com a sequéncia de DNA alvo. Cada sonda contém
ainda uma sequéncia stuffer, que varia em tamanho consoante a sequéncia de DNA alvo,
0 que vai permitir a diferenciacdo dos fragmentos amplificados. O processo da técnica de
MLPA pode ser dividido em 5 etapas: a) desnaturacdo do DNA e hibridizacao das sondas,
b) reacdo de ligacdo das duas partes da sonda, c) amplificacdo dos fragmentos por PCR,
d) diferenciacdo dos fragmentos amplificados por eletroforese, €) anélise de resultados.
Polimorfismos que ndo afetam a funcdo génica impedem a amplificacdo dos fragmentos
correspondentes a essas regides, pelo que as delecdes detetadas deverdo ser confirmadas
por outras técnicas. Por ser possivel fazer a analise com até 40 sondas em simultaneo a
um baixo custo, esta técnica tem sido cada vez mais usada no diagnéstico de doencas

genéticas (Stuppia, Antonucci et al. 2012, Fu, Shi et al. 2022).

1.3.3.3 Next Generation Sequencing (NGS)

A NGS ¢ conhecida como sequenciacdo massiva em paralelo, esta tecnologia de alta
resolucdo engloba varias técnicas de sequenciacdo, que analisam milhdes de fragmentos

de sequéncias de DNA em simultaneo (Muzzey, Evans et al. 2015). A metodologia desta

técnica consiste nos seguintes passos: extracdo de DNA, preparacdo da biblioteca,
enriquecimento da biblioteca e sequenciacdo. Atualmente, no mercado estdo disponiveis
diferentes tipos de plataformas de NGS, que diferem em preco de instalacdo, capacidade
de sequenciacdo, comprimento de leitura, entre outros, pelo que deve ser avaliada a
necessidade de cada fungédo, consoante o laboratorio em questdo e o tipo de analises de
interesse. Em contexto clinico laboratorial, as técnicas de NGS permitem a detecéo de

variantes genéticas herdadas ou adquiridas. No caso de variantes herdadas, recorre-se a
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um painel de genes especifico, quando ha suspeita clinica da sindrome ou fenétipo
correspondente a esse painel. Por outro lado, quando ndo ha suspeita clinica da origem da
patologia ou o estudo direcionado é inconclusivo, poderdo ser usadas as técnicas de
“whole genome sequencing” (WGS), que estuda o genoma completo ou “whole exome
sequencing” (WES), que estuda apenas 0 exoma, assim como sequenciacdo de DNA

mitocondrial (Yohe and Thyagarajan 2017). E frequente na analise por WES, o estudo de

tanto o probando como ambos 0s pais, o chamado “trio testing”, de forma a facilitar a
interpretacdo dos resultados de variantes genéticas. Para além destas aplicacOes, as
técnicas de NGS séo também utilizadas para a analise de DNA cell-free, em testagem pre-
natal, assim como na analise de DNA tumoral em circulacéo (bidpsia liquida), que podera

permitir o diagnostico, prognostico e tratamento de diversos tumores (Yohe and

Thyagarajan 2017). Algumas limitacbes impedem a técnica de NGS de ser a técnica
principal no diagndstico de doencas genéticas: o elevado custo de execucdo na rotina
laboratorial, a dificuldade na interpretacdo de resultados (variantes de significado clinico
desconhecido, novas ou raras), a dificuldade na sequenciacéo de regides repetitivas, zonas
ricas em guanina e citosina e regides homdlogas e, finalmente, a dificuldade em detetar
alteracBes cromossOmicas estruturais e variacdo no numero de coépias (Yohe and

Thyagarajan 2017, Yin, Butler et al. 2021).

1.4 Anomalias cromossémicas

As alteracGes cromossomicas podem ser divididas em dois grandes grupos, numéricas e
estruturais, podendo envolver tanto 0s autossomas, COmo 0S Cromossomas sexuais. Se a
alteracdo se der no evento meiético, a anomalia considera-se constitucional, estando
presente em todas as células do individuo, enquanto se surgir num evento pés zigotico, a

anomalia da origem a um mosaico constitucional (Gardner and Amor 2018).

1.4.1 AlteracGes Cromossomicas Numéricas

Quando o nimero de cromossomas é diferente de 2n= 46, estamos na presenga de uma
alteracdo cromossomica numérica. As alteragdes numéricas surgem a partir de um erro
de néo-disjuncéo, quer na meiose I, como na meiose Il. Estas alteragdes sdo denominadas

de aneuploidias, quando envolvem uma variagdo no nimero de copias de um determinado
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cromossoma, quer pela presenca de uma ou mais copias extra ou pela auséncia de uma
copia, dividindo-se em aneuploidias autossdmicas e aneuploidias sexuais. Ja as euploidias
sdo caracterizadas por multiplos exatos do complemento cromossémico normal, no caso
datriploidia (3n) e da tetraploidia (4n). Apenas as aneuploidias dos cromossomas sexuais,
as aneuploidias autossomicas, nomeadamente as trissomias 13, 18 e 21 sdo viaveis. Por
esta razdo, as restantes aneuploidias e euploidias sdo apenas detetaveis em técnicas de

diagndstico pré-natal (Steven L. Gersen 2013, Gardner and Amor 2018).

1.41.1 Aneuploidias autossomicas

1) Trissomia 21 [47,+21]

A trissomia 21, ou sindrome de Down, é a anomalia cromossémica mais comum, com
uma incidéncia de 1 em cada 700 nascimentos, em que a idade materna avancada é um
fator de risco. O fenotipo apresentado é caracterizado por défice intelectual, hipotonia
muscular, dismorfismo facial caracteristico, assim como defeitos em diversos sistemas de

6rgdos (ORPHA:870) (Gardner and Amor 2018). E 0 estado trissémico autossémico com

maior esperanca de vida, que podera ser explicado pela quantidade reduzida de genes no
cromossoma 21. Esta sindrome pode ter diversas formas citogenéticas, desde a forma
mais comum 47,+21, mosaicos, assim como 47,+21/46,N ou 45,-21/46,N/A7,+21,
isocromossoma 21, 46,i(21q), translocacao roberstoniana, em que num ter¢o dos casos a
alteracdo é familiar, e translocacdes reciprocas, em que é fecundada a configuracéo
desequilibrada (apesar de ser um dos tipos mais raros de sindrome de Down) (Gardner

and Amor 2018).

il) Trissomia 13 [47,+13] e trissomia 18 [47,+18]

A trissomia 13, também conhecida como sindrome de Patau, apresenta uma incidéncia de
1 em 12,000 nascimentos, sendo a idade materna um fator importante no risco associado.
E caracterizada por um fenétipo grave de malformacdes cerebrais, dismorfismos faciais,
anomalias oculares, malformacdes viscerais, polidactilia pos axial e atraso psicomotor

severo (ORPHA:3378) (Steven L. Gersen 2013, Gardner and Amor 2018). Ja a trissomia

18, ou Sindrome de Edwards, apresenta uma incidéncia de 1 em 6,000 nascimentos, com
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maior frequéncia em mulheres, em que a idade materna avancada também aumenta o risco
de incidéncia. O quadro clinico apresentado inclui atraso no crescimento, dolicocefalia,

anomalias nos membros e malformacdes viscerais (ORPHA:3378) (Steven L. Gersen

2013, Gardner and Amor 2018).

Em ambas as trissomias, a esperanc¢a de vida destas criancas é reduzida, com poucas a
passar o primeiro ano de vida. Foram reportados casos de mosaicismo em ambas as
sindromes, com fendtipos de severidade varidvel, tendo sido identificados casos de

mulheres com trissomia 18 com longevidade prolongada (Steven L. Gersen 2013).

1.4.1.2 Aneuploidias sexuais

i) Sindrome de Turner

A sindrome de Turner é uma doenca caracterizada por baixa estatura, puberdade tardia,
infertilidade e faléncia ovérica prematura, podendo afetar muitos outros sistemas

(Gravholt, Viuff et al. 2019). Esta sindrome é causada pela auséncia parcial ou total de um

cromossoma X e afeta cerca de 1 em cada 2000 mulheres (Ranke and Saenger 2001,

Gravholt, Viuff et al. 2019). Em cerca de 50% dos casos, a mulher apresenta um cariotipo

com perda completa de um cromossoma X, ou seja um cari6tipo de 45,X, enquanto nos
casos restantes estdo incluidos mosaicos (45,X/46,XX, por exemplo), a presenga de um
isocromossoma do bracgo curto ou do braco longo, um cromossoma X em anel ou ainda a
presenca de material do cromossoma Y (mulheres 45X/46,XY, por exemplo) (Gravholt,

Viuff et al. 2019).

Desde que surgiu o diagnostico pré-natal, varios paises na Europa registaram a
interrupcdo da gravidez medicamente assistida em 76-84% dos casos de sindrome de
Turner detetados, o0 que levanta algumas questdes de ética, visto que o fenétipo desta
sindrome pode ser considerado ligeiro, quando nédo esta associado a malformac6es graves
(Gravholt, Viuff et al. 2019).

Numa primeira analise, a auséncia de um cromossoma X, nas mulheres, ndo deveria
causar nenhum impacto no fenotipo, devido a inativacdo do cromossoma X, que ocorre
em todas as células. No entanto, alguns genes desse cromossoma escapam a essa

inativacdo, como € o caso do gene SHOX (short-stature homebox), localizado na regido
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Xp22.2, que podera explicar a baixa estatura, que mulheres com a sindrome de Turner

apresentam (Ranke and Saenger 2001, Morgan 2007).

Meninas com baixa estatura podem ser referenciadas para estudo do cari6tipo, por

suspeita de sindrome de Turner, ja que outras caracteristicas fenotipicas podem ser muito

subtis (Morgan 2007).

ii) Sindrome de Klinefelter

A sindrome de Klinefelter, considerada a principal causa genética de infertilidade
masculina, é o distlrbio associado aos cromossomas sexuais mais comum nos homens,
responsavel por um quadro clinico, que vai desde génadas muito pequenas e firmes, a

ginecomastia e alta estatura (com pernas longas e tronco curto) (Lanfranco, Kamischke et

al. 2004, Kanakis and Nieschlag 2018). Esta doenca € caracterizada pela presenca de uma

cdpia extra do cromossoma X, formando o complemento de 47,XXY, o cari6tipo mais
comum (80-90% dos casos), assim como, em caso de mosaicismo, 0 cariotipo
46,XY/47,XXY (entre outros mosaicos). Pode ainda haver a presenca de um cromossoma

X anormal (com duplicag&o de informag&o genética) (Kanakis and Nieschlag 2018).

Nas células de um individuo com a sindrome, um dos cromossomas X é inativado, como
acontece com as células de mulheres saudaveis, como provado pela observacdo de um

corpusculo de Barr, em células 47,XXY (Bonomi, Rochira et al. 2017). Porém, pensa-se

que as consequéncias de uma coOpia extra do cromossoma X possam estar ligadas aos
genes que escapam a essa inativacdo do cromossoma X, como € o caso 0 gene SHOX, ja
referido na sindrome de Turner. Neste caso, ter trés cOpias ativas deste gene, resulta na

alta estatura apresentada pelos individuos (Bonomi, Rochira et al. 2017, Kanakis and

Nieschlag 2018).

Apenas 10% dos casos sdo obtidos por diagnostico pré-natal, sendo que indicacbes
clinicas como atraso no desenvolvimento, problemas de comportamento, puberdade
tardia, ginecomastia, hipogonadismo ou infertilidade, levantam a necessidade de analise

cromossomica, por suspeita do sindrome de Klinefelter (Kanakis and Nieschlag 2018).

Cerca de 75% dos homens com sindrome de Klinefelter ndo sdo diagnosticados, devido

a varios fatores (Lanfranco, Kamischke et al. 2004, Bonomi, Rochira et al. 2017):

e Heterogeneidade da apresentagdo clinica, que pode ndo levantar suspeita da

sindrome de Klinefelter, em quadros mais ligeiros;
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e Quadro clinico ndo identificado em consulta;
e Estigma dos individuos em relacdo a problemas de fertilidade, que os impedem

de consultar um médico.

iii) Sindrome do Triplo X

Contrariamente a sindrome de Turner, na sindrome do triplo X, a mulher apresenta uma
copia extra do cromossoma X (47,XXX). Esta anomalia cromossémica é a mais comum
nas mulheres, porém, estima-se que apenas 10% dos individuos sejam diagnosticados,
devido a existéncia de um fenotipo, muitas vezes ligeiro ou impercetivel (Tartaglia,

Howell et al. 2010). Em regime poés-natal, séo referenciadas para estudo genético as

mulheres que evidenciem atraso no desenvolvimento, QI mais baixo que o normal,
problemas na aprendizagem, distarbios do comportamento, hipotonia, escoliose
(principalmente na idade da adolescéncia) ou, ainda, faléncia ovérica prematura. As
caracteristicas fisicas mais prevalentes incluem alta estatura, dobras epicanticas,

hipotonia e clinodactilia (Otter, Schrander-Stumpel et al. 2010, Tartaglia, Howell et al.

2010).

iv) Sindrome de Jacobs

A sindrome de Jacobs, ou sindrome 47,XYYY é caracterizada pela presenca de uma copia
extra do cromossoma Y, nos homens. Individuos com esta condicdo podem apresentar
alta estatura, tamanho testicular aumentado, clinodactilia, hipertelorismo, tremores leves,
atraso no desenvolvimento, dificuldades na aprendizagem, problemas comportamentais e

de fertilidade (Bardsley, Kowal et al. 2013, Kim, Khadilkar et al. 2013). Devido a este

painel diverso de caracteristicas fenotipicas, o diagndstico podera ser complicado de
atingir. Homens com esta sindrome apresentam niveis mais altos de testosterona, que em
nada se relacionam com um possivel acréscimo de comportamentos agressivos
apresentados, contrariamente ao que 0s primeiros estudos sobre esta doenca indicavam

(Bardsley, Kowal et al. 2013, Kim, Khadilkar et al. 2013).
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1.4.2 Alteracbes Cromossomicas Estruturais

Derivadas de erros nos processos de recombinacdo, reparacédo e replicacdo do DNA, as
alteracBes cromossdmicas estruturais sdo responsaveis por um vasto leque de doencas
geneticas. A causa mais comum de anomalias cromossOmicas estruturais € a
recombinacdo homologa ndo alélica (NAHR), que ocorre em zonas muito repetitivas

(Burssed, Zamariolli et al. 2022). O ndmero de rearranjos possiveis € quase infinito, no

entanto nem todos os rearranjos sdo patoldgicos, como € o caso da inversdo do

cromossoma 9, que € bastante comum e apresenta um perfil polimorfico (Steven L. Gersen

2013).

As alteragdes cromossomicas estruturais dividem-se em equilibradas e desequilibradas.
As alteracdes dizem-se equilibradas, quando ndo ha perda nem ganho de material
genético, sendo os seus portadores geralmente fenotipicamente normais, enquanto nas
alteracdes desequilibradas ha perda ou ganho de informacao genética, que leva a um efeito

de dosagem no paciente, causando patologias (Robert Nussbaum 2015). E importante

perceber a origem deste tipo de alteracGes, que poderdo ser herdadas dos progenitores ou

poderdo ocorrer de novo (Steven L. Gersen 2013). Contrariamente as aneuploidias, a

maioria das alteracGes cromossomicas estruturais sdo herdadas dos progenitores e ndo de
novo. Por essa razdo, apesar de ndo terem geralmente impacto clinico no portador,
individuos com alteragdes cromossémicas equilibradas deverdo procurar aconselhamento
genético para planeamento familiar, visto que estes rearranjos estdo geralmente
associados a um risco acrescido de formacdo de gametas desequilibrados. (Benet, Oliver-

Bonet et al. 2005, Steven L. Gersen 2013).

1.4.2.1 AlteracBes Cromossomicas Estruturais Equilibradas

Afetando cerca de 1 em 500 individuos, este tipo de alteracdo esta geralmente associado
a um fenotipo normal. No entanto, quando os pontos de quebra nos cromossomas
envolvidos envolvem perda de sequéncia ou interrompem um gene com consequéncias
criticas, nomeadamente quando se altera a zona reguladora da expresséo de um gene, este

tipo de rearranjo podera provocar uma patologia no portador (Robert Nussbaum 2015,

Wilch and Morton 2018). Este grupo de alteracBes € constituido por translocacoes

reciprocas e robertsonianas, inversoes e insercoes.
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i) Translocacgdo (reciproca, robertsoniana)

As translocacGes podem resultar de trocas de segmentos cromossémicos entre dois
cromossomas ndo homdlogos, denominando-se reciprocas. Poderdo ainda ser nao
reciprocas, envolvendo apenas 0s cromossomas acrocéntricos, com quebra nas regides
pericentromeéricas e fusdo dos bragos longos, denominando-se robertsonianas.

As translocagBes reciprocas ocorrem quando ha troca reciproca dos segmentos
cromossomicos. Geralmente ndo provocam alteragcbes no fendtipo do portador, mas
resultam em problemas na formagdo de gadmetas do individuo, afetando a sua vida
reprodutiva. Nas gonadas, da meiose do portador, podem resultar trés tipos de
segregac0es, a partir da formacao quadrivalente: a segregacdo adjacente 1, a adjacente 2

ou a segregacéo alternativa (Figura 2).

adj-2
- , CCoIee

Emparelhamento meidtico

Desequilibrado

Normal Equilibrado i 7N\

Segregagao alternativa Segregagao adjacente 1 Segregagdo adjacente 2

Figura 2 — llustracdo das possiveis segregacGes de cromossomas envolvidos numa
translocacéo, durante a meiose. O tracejado representa 0s pontos de quebra da segregacao.
Adaptado de (Qing, Xia et al. 2012).
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Das segregacOes adjacentes, resultardo sempre gametas desequilibrados, com material
geneético a mais ou a menos, enquanto na segregacao alternada resultardo 50% de gametas
normais e 50% de gametas portadores equilibrados. Os cromossomas com rearranjos séo
denominados cromossomas derivados, que sdo denominados consoante o centrémero que
possuem. Podem ocorrer ainda as segregacdes 3:1 e 4:0, raramente viaveis (Robert

Nussbaum 2015, Gardner and Amor 2018).

As translocagOes robertsonianas ocorrem quando dois cromossomas acrocéntricos se
fundem na regido do centrémero, perdendo os bragos curtos, resultando num cariotipo de
apenas 45 cromossomas. Apesar da perda de ambos os bracos curtos, isso nao se traduz
num efeito deletério, visto que os bracos curtos dos cromossomas acrocéntricos sdo
constituidos por RNA ribossomico e DNA satélite, material altamente repetitivo no
genoma. Podem envolver qualquer cromossoma acrocéntrico, sendo que 95% das
translocacfes robertsonianas sdo entre cromossomas ndao homologos, em que a
translocacdo mais comum se da entre os cromossomas 13 e 14 (75%) seguida da

translocacdo entre os cromossomas 14 e 21 (10%) (Steven L. Gersen 2013, Robert

Nussbaum 2015). A formacdo mais comum de translocacgdes robertsonianas resulta num

cromossoma dicéntrico, em que um dos centromeros podera ficar suprimido. Este tipo de
translocacdo apresenta as mesmas opcOes de segregacao da translocacao reciproca, porém

gametas ndo equilibrados sdo sempre completamente aneuploides (Gardner and Amor

2018).
Estudos indicam que os portadores de translocag6es reciprocas sao mais frequentemente
homens, enquanto no caso das translocacdes robertsonianas, estes tém origem mais

frequente na oogénese das mulheres (Wilch and Morton 2018).

i) Inverséo

Inversdes sdo rearranjos cromossomico formados quando ha duas quebras no mesmo
cromossoma, seguido de uma rotagdo de 180° do segmento por elas delimitado.
Dependendo da localizagdo dessas quebras, as inversdes podem ser classificadas como
pericéntricas (quando o centromero se encontra incluido no segmento envolvido), com

uma frequéncia de 0.12-0.7% ou paracéntricas (quando o segmento resulta de quebras
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apenas no braco curto ou no brago longo), com uma frequéncia de 0.1-0.5% (Gardner and

Amor 2018).

Nas inversdes pericéntricas, a posi¢do do centrémero fica alterada, originando diferentes
dimensbes de ambos os bragos do cromossoma (Figura 3A). Algumas inversdes
pericéntricas observadas ndo tém impacto clinico, visto que envolvem as regides
heterocromaticas dos cromossomas, como é o caso dos cromossomas 1, 9 e 16. Devido a
alteracdo na estrutura do cromossoma e, principalmente, devido a alteracdo da posicéo do
centromero, o alinhamento dos cromossomas homdlogos, em preparacao para 0 processo
de crossing-over, € dado de uma forma adaptada, em gque a por¢do cromossémica que nao
emparelha com o cromossoma normal forma um loop. Os cromossomas recombinantes,
resultantes do crossing-over entre homodlogos com inversfes, irdo conter material
duplicado ou em delegéo. Se a inversdo foi de pequenas dimensdes, este alinhamento
alternativo podera nao se dar e a por¢do invertida ndo emparelha, formando um “baldo”.
Neste caso, a recombinacdo ndo se da na regido invertida e, por essa razdo, ndo se formam
cromossomas recombinantes anormais. Ao analisar 0s cromossomas resultantes da
recombinacdo de cromossomas com inversdes, conclui-se que inversdes de maiores
dimens6es provocam delec¢Ges/duplicagcdes de menor dimensao, no processo de crossing-
over, enquanto nas inversdes de menores dimensdes se dava o contrario.

Por outro lado, inverses de maiores dimensdes levantam maior preocupacao, visto que
0s cromossomas recombinantes, com micro delegdes ou duplicagdes, tém maior
probabilidade de serem compativeis com a vida e dar origem a descendéncia com
patologias. Pequenas inversGes estdo associadas a abortos espontaneos, devido a
formacdo de cromossomas recombinantes com grandes duplicacdes/delecBes (Robert

Nussbaum 2015, Gardner and Amor 2018).

Durante o fenémeno de emparelhamento e recombinacdo de cromossomas que sofreram
inversdo paracéntrica, 0s gametas resultantes podem ter cromossomas ndo recombinantes
(normais ou com a inversdo), cromossomas acéntricos ou cromossomas dicéntricos
(Figura 3B). Cromossomas acéntricos sao inviaveis na meiose, visto que ndo tém ponto
de ancora para serem puxados pelo fuso mitético. Ja os cromossomas dicéntricos sdo
considerados instaveis, devido as forcas opostas exercidas nos cromossomas, em direcao

aos polos, justificado pela existéncia de dois centromeros a que o fuso mitotico se liga.
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Se eventualmente um dos centromeros sofrer inativacéo, serd possivel a descendéncia ser

portadora de um cromossoma dicéntrico (Steven L. Gersen 2013).
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Figura 3 — Esquema representativo do emparelhamento, recombinacgéo e segregacao
dos cromossomas na meiose, quando um dos cromossomas apresenta uma A — inversao
pericéntrica; quando apresenta uma B — inversdo paracéntrica.

Adaptado de (Steven L. Gersen 2013).

iii)Insercéo

A insercdo consiste na translocacdo de um segmento cromossémico de um cromossoma,
para a regido intersticial de outro cromossoma homologo (insercédo intracromossémica)
ou ndo homdlogo (insercdo intercromossdmica). O segmento inserido podera sofrer
também inversdo, no momento de fusdo com o novo cromossoma. Visto que estes
rearranjos requerem trés quebras cromossOmicas para ocorrerem, sdo considerados
rearranjos complexos. O fenotipo resultante para a descendéncia varia consoante o

tamanho do segmento, assim como os genes envolvidos e a orientagéo da insercao (Steven

L. Gersen 2013, Gu, Szafranski et al. 2016). Durante o emparelhamento dos homdlogos,

a regido inserida poderd formar uma bolsa (frequente em insercBes de maiores
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dimensoes), ndo emparelhando com nenhuma regido do homologo, ou podera efetuar um
emparelhamento desalinhado, que leva a rearranjos, no momento do crossing-over.
Gametas resultantes da meiose de um portador de uma inser¢éo incluem, em proporgoes
iguais: cromossomas normais, cromossomas com a insergdo equilibrada, cromossomas
com trissomia parcial e cromossomas com monossomia parcial (para o segmento

cromossomico em questdo) (Gardner and Amor 2018).

1.4.2.2 Altera¢Bes Cromossomicas Estruturais Desequilibradas

i) Delecdes

Delecdes envolvem a perda de uma porcdo do cromossoma, levando a uma insuficiéncia
da expressdo dos genes envolvidos (haploinsuficiéncia). Delecdes detetadas pela
citogenética, ou seja, entre 3-5Mb tém uma incidéncia de 1 em cada 7000 nascimentos,
porém microdelecdes sdo muito mais frequentes. Estas alteracdes podem ocorrer na
regido terminal do cromossoma — delecdo terminal — ou ao longo do cromossoma —
delecdo intersticial. Podera ter origem numa quebra cromossémica, em que o0 segmento

acéntrico se perdeu em mitoses consecutivas (Robert Nussbaum 2015). Ha relatos de

delecdes que ndo tém impacto fenotipico, quer por envolverem zonas pobres em genes ou
por se tratar de regides com informacéo repetitiva e redundante, como € o caso das regides
NOR, porém, em geral, estas mutacdes causam patologias graves nos pacientes.
Alteracdes de maiores dimensdes estdo associadas a malformacdes mais severas. Para
além da dimenséo da delecdo, também os genes envolvidos contribuem para a diferente

severidade do fendtipo (Gardner and Amor 2018).

ii) Duplicacdes

Em regra, duplicacdes tém menor impacto fenotipico, relativamente a dele¢Ges. Estas d&o
origem a uma trissomia parcial, devido a duplicacdo de material genético. Podera estar
associado a outras alteracdes, como dele¢bes ou inversdes e surgir a partir da mesma
cromatide, da cromatide irma ou até mesmo de um cromossoma diferente. Por vezes
fendtipos de duplica¢bes traduzem-se no fendtipo contrario aquele provocado por

delecdes do mesmo segmento, como € o caso da duplicacdo/delecdo do gene MMP23, na
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regido 1p36. Este tipo de alteracdo pode ter origem em erros de meiose, assim como

podem surgir da recombinacdo de cromossomas com inversdes (Gardner and Amor

2018).

iii) Cromossomas em anel

Os cromossomas em anel resultam de quebras nas regides distais, em ambos 0s bragos de
um cromossoma, seguidos de fusdo dos pontas, formando uma estrutura circular, em
forma de anel. Esta anomalia provoca dele¢des terminais de material genético, levando a
monossomias parciais, ou trissomias parciais, no caso de se apresentar como
supranumerario. Os cromossomas em anel mais frequentes séo dos cromossomas 13 e 18,
apesar de ja terem sido reportados anéis de todos 0s cromossomas. Estes cromossomas
sdo caracterizados por serem instaveis, aquando da divisdo celular. A instabilidade,
causada pela sua configuracdo estrutural, faz com que as trocas cromossémicas que
acorrem naturalmente entre todos os cromossomas, resultem em perdas ou ganhos de
informacao genética. Alguns rearranjos cromossomicos sdo tao graves, que levam a morte
da célula, resultando em graves atrasos no crescimento e desenvolvimento do portador
(Steven L. Gersen 2013).

Estudos reportaram a existéncia de anéis cromossomicos formados por fusao telomérica,
em que ndo ha perda de informacéo genética. No entanto, portadores destes cromossomas
frequentemente apresentam uma sindrome de anel cromossémico, caracterizada por
atraso severo no crescimento, acompanhado de distdrbios intelectuais ligeiros a
moderados. Este quadro clinico é causado pela instabilidade do anel cromossémico, sendo
que tipicamente, anéis de cromossomas de maiores dimensdes levam a um fendtipo mais

severo (Steven L. Gersen 2013, Gardner and Amor 2018).

Algumas células perdem o anel cromossoémico, originando mosaicismo dindmico. O
fendtipo de um portador de anel cromossémico ira depender da presenga/auséncia deste
mosaicismo dindmico e da sua percentagem, da quantidade de informacdo genética
perdida (ou duplicada, no caso de um anel supranumerario), dos genes envolvidos e da

instabilidade apresentada (Steven L. Gersen 2013).

A epilepsia é a caracteristica fenotipica mais comum e relevante em portadores do
cromossoma 20 em anel, condi¢do que se apresenta em duas formas principais: de fusdo

telomérica p6s-zigotica (mosaico) ou entdo com delegdes terminais, em ambos 0s bragos,
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originadas aquando da meiose. A epilepsia manifesta-se em idades mais jovens, no caso
da forma completa de cromossoma em anel, em que todas as células o possuem. Estes
pacientes demonstram um padréo caracteristico de episodios epiléticos, pelo que devem
ser referidos para anélise citogenética quando isso é detetado. Cromossomas em anel dos
cromossomas 14 e 17 também incluem a epilepsia como um dos sintomas, apesar de néo

ser tdo comum ou tao severo (Singh, Gardner et al. 2002, Mulley and Mefford 2011,

Gardner and Amor 2018).

iv) Isocromossomas

Um isocromossoma € um cromossoma com duas copias idénticas do mesmo brago
cromossoémico. Quando se encontra como supranumerario causa tetrassomia do segmento
duplicado, enquanto individuos com 46 cromossomas irdo ter trissomia do brago

duplicado e monossomia do brago ausente (Steven L. Gersen 2013). Geralmente, quanto

mais pequeno 0 isocromossoma, maior serd a sobrevivéncia, visto que havera um
desequilibrio menor. E também por essa raz&o que a maioria dos casos reportados so de
isocromossomas de bracos curtos. O isocromossoma do braco longo do cromossoma X é
a forma mais frequente de anomalia estrutural que causa uma variante da sindrome de

Turner (Steven L. Gersen 2013, Robert Nussbaum 2015). J& foram reportados casos de

isocromossomas complementares, em que um dos isocromossomas contém os bragos
curtos e o outro os bracos longos. Este fendmeno da origem a dissomia uniparental, que
podera trazer problemas fenotipicos para o portador, no caso de envolver cromossomas
com genes ligados a imprinting materno ou paterno e traduz-se também em problemas
reprodutivos, ja que € muito pouco provavel ter descendéncia sem anomalias genéticas

(Gardner_and Amor 2018). Um dos mecanismos propostos para a formacdo dos

isocromossomas descreve que resultam da separacdo transversal do cromossoma pelo
centrébmero, em vez da separacdo longitudinal esperada, seguida da replicacdo dessa
crométide. Estudos moleculares demonstraram, porém, que a quebra cromossomica
muitas vezes ocorre em regides adjacentes ao centromero, resultando num cromossoma

isodicéntrico (Steven L. Gersen 2013).
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1.5 Guidelines europeias para analise citogenética em diagnostico pos-

natal

Segundo as guidelines europeias, seria indicado realizar um diagndstico pds-natal, por

cariotipo constitucional, nas seguintes situacdes (Silva, de Leeuw et al. 2019):

- Historial familiar relevante de:

Rearranjos cromossomicos;
Défice intelectual de possivel origem cromossomica (em que ndo é possivel
estudar o individuo afetado);
Abortos espontaneos, fetos malformados ou nados mortos de etiologia

desconhecida;

- Paciente com:

Amenorreia primaria/secundaria ou menopausa prematura;

Azoospermia ou oligospermia severa;

Crescimento anormal (baixa estatura, crescimento excessivo, micro e
macrocefalia);

Ambiguidade sexual;

Fendtipo anormal ou dismorfismos;

Anomalias congénitas;

Atraso do desenvolvimento ou défice intelectual;

Suspeita de sindrome de delecdo ou duplica¢do;

Caracteristicas clinicas indicativas de sindrome de instabilidade cromossomica;

- Casais com:

Anomalia cromossdmica ou variante rara detetada num diagnostico pré-natal;
Abortos espontaneos de repeticdo (trés ou mais), nados mortos ou mortes
neonatais, onde ndo é possivel estudar o individuo afetado;

Filho com uma anomalia cromossdmica ou variante rara;

Infertilidade de origem desconhecida.
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Capitulo Il — Patologias do desenvolvimento da crianca e do
adolescente
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2.1 Perturbacdes do crescimento

O crescimento esta dividido em 3 periodos: desde 0 nascimento até aos 24 meses, onde é
totalmente dependente da nutricdo; dos 2 aos 9 anos de idade, onde este é
maioritariamente influenciado pela hormona de crescimento; e finalmente dos 10 aos 19
anos de idade, em que a puberdade e as hormonas sexuais tém um grande papel. A altura
de um dado individuo é influenciada, tanto pelo seu genoma (fator familiar), sendo um
dos tracos humanos mais herdados, como apresenta influéncias ambientais, de certas
condi¢des antenatais ou fatores ambientais que rodeiam a crianca ao longo do seu
crescimento. Anomalias genéticas relacionadas com a estatura tanto podem provocar um

sob crescimento, assim como um sobre crescimento (Argente, Tatton-Brown et al. 2019).

2.1.1 Baixa estatura

Baixa estatura na infancia € uma das alteracbes do crescimento que requer
acompanhamento clinico e exclusdo/confirmacdo de causa etiolégica. A maioria das
criangas com baixa estatura sdo saudaveis, no entanto algumas tém doencas raras e
requerem acompanhamento. Baixa estatura é definida como a altura abaixo do 3° percentil

da populacdo geral (Yadav and Dabas 2015). Aproximadamente 5% das criancas

indicadas para avaliacdo de baixa estatura apresentam uma causa patolégica (Barstow and

Rerucha 2015). As principais causas da baixa estatura séo (Barstow and Rerucha 2015,

Yadav and Dabas 2015):

e Baixa estatura familiar (FSS);

e Atraso no crescimento constitucional (CGD);

e Deficiéncia da hormona do crescimento (GHD).
A realizacdo de estudo citogenético em meninas com baixa estatura € ainda mais
relevante, visto que baixa estatura e puberdade tardia poderdo ser os Unicos sintomas da

sindrome de Turner (Barstow and Rerucha 2015). As sindromes de Down, Bloom,

Nijmegen e Fanconi s&o outras condi¢Bes genéticas que podem causar uma baixa estatura

e que sdo identificaveis por realizacdo de cariotipo (Yadav and Dabas 2015, Grunauer

and Jorge 2018, Meler, Sisterna et al. 2020).
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2.1.2 Crescimento excessivo

O crescimento excessivo resulta de um conjunto de fatores genético, epigenéticos e
ambientais que alteram o normal desenvolvimento humano. Individuos que sofrem de
crescimento excessivo poderdo estar também em risco acrescido de predisposicdo
tumoral. Esta patologia pode ser dividida em 3 grupos: crescimento excessivo pré-natal,
ou seja, durante o periodo gestacional; crescimento excessivo pos-natal, caracterizado por
um crescimento aumentado na inféncia e adolescéncia, causado maioritariamente por
distarbios enddcrinos; e crescimento excessivo segmental, caracterizado por crescimento
aumentado em determinadas partes do corpo, como por exemplo a cabeca, originando

macrocefalia (Manor and Lalani 2020).

Outras causas para 0 crescimento excessivo pos-natal poderdo ser alta estatura familiar,
puberdade precoce, obesidade, assim como um vasto leque de sindromes causadas por
alteracdes em determinados locus. Alteragdes essas que podem ser detetadas por teste
citogenético, quando envolvem translocagBes ou inversdes das regides criticas das
sindromes caracterizadas por crescimento excessivo. Neste grupo de sindromes estdo
incluidas as sindromes de Soto, Beckwith-Wiedemann, Marfan, entre outras (Chen 2012,

Manor and Lalani 2020).

A alta estatura € uma caracteristica muito comum em algumas aneuploidias sexuais, assim
como a Sindrome de Klinefelter e a Sindrome de Jacobs (47,XYY), e todos os cari6tipos
que apresentam uma ou mais cépias suprenumerérias do cromossoma X efou Y
(48,XXYY; 47, XXX, por exemplo), todos detetados pela andlise da citogenética

convencional (Leung and Robson 1995, Sotos 1997).

A alta estatura é definida por uma altura acima de dois desvios-padrdo da média para a
populacdo do mesmo sexo, idade e etnia e apesar da percentagem de criancas com alta
estatura ser semelhante as criancas com baixa estatura, € muito menos provavel criancas

com alta estatura serem seguidas medicamente (Barstow and Rerucha 2015).

Individuos com a sindrome do X fragil também apresentam crescimento excessivo, no
entanto o teste citogenético ndo é recomendado para a sua detecdo, devido a ndo detetar
cerca de 20% dos homens portadores e mais de 50% das mulheres portadoras (Sotos
1997).

Finalmente, a trissomia 8p é caracterizada por criangcas com membros grandes, com uma

testa proeminente e uma face larga, sendo diagnosticada atraves da analise do cariétipo,
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que demonstra uma duplicacdo do braco curto do cromossoma 8, devido a uma
translocacédo equilibrada num dos progenitores ou devido a uma mutacao de novo (Sotos

1997).

2.2 Ambiguidade genital

Os disturbios de desenvolvimento sexual compdem um grupo de condi¢Bes congénitas,
associadas ao desenvolvimento atipico dos genitais internos e externos. Estes individuos
poderdo ser detetados a nascenga, pela presenca de genitais externos ambiguos, ou apenas
mais tarde, devido a sua virilizagdo p6s-natal, atraso ou auséncia da puberdade ou até
infertilidade (Witchel 2018).

Tipicamente, a presenca do gene SRY, no cromossoma Y, desencadeia a cascata
molecular, que levam ao desenvolvimento do sexo masculino, porém, apesar do sexo
genético e da diferenciacdo gonadal ser determinada pelos cromossomas sexuais, 0
fenotipo esta dependente da influéncia das secrecdes hormonais dos testiculos
(Frimberger and Gearhart 2005, Witchel 2018).

O sexo genético, determinado pelo caridtipo, € o fator mais importante na classificacao
de um individuo intersexo, sendo que se dividem em: mulheres pseudo-hermafroditas,
com um cariétipo feminino (46,XX) e caracteristicas masculinas, causadas por um
excesso de androgénios no Utero e homens pseudo-hermafroditas, com um cariétipo
masculino (46,XY) e caracteristicas femininas, devido a falta de recetores de testosterona
ou androgeénios.

Ja o verdadeiro hermafrodita € aquele individuo que possui tecido testicular e ovarico. A
maioria destes individuos sdo 46,XX, apesar de haver casos de 46,XY ou mosaicos
45 X/46,XY (Frimberger and Gearhart 2005).

A anélise de sangue periférico, através do cariotipo convencional, podera ser Gtil para
identificar os cromossomas X e Y, arranjos cromossomicos equilibrados e grandes
rearranjos estruturais. FISH usando sondas especificas para os cromossomas X e Y pode
ser realizado para detetar mosaicismo e sondas especificas para o gene SRY podem ser
usadas para avaliar rearranjos no Yp (Witchel 2018).

Poderéa ajudar no diagndstico obter tecido gonadal, para obter o seu cari6tipo e considerar

as opcOes de mosaicismo ou um caso de quimera. O objetivo da testagem é chegar a causa

29



da ambiguidade genital, assim como indicar corretamente o sexo do individuo

(Stambough, Magistrado et al. 2019).

2.3 Mosaicismo

O mosaicismo é definido pela presenca de duas ou mais linhas celulares com composi¢oes
geneticas diferentes, provocado por um fendmeno pds zigotico, em que ocorrem novas

alteracdes espontaneas (Moog, Felbor et al. 2020, Thorpe, Osei-Owusu et al. 2020).

H4 trés tipos de mosaicismo: o somatico (que apenas ocorre em células somaéticas), o
mosaicismo gonadal (que ocorre nas células germinativas) e a juncao dos dois (gonadal e
somatico).

E dificil prever as consequéncias clinicas do mosaicismo, visto que esta dependente da
altura do evento mutacional, dos tecidos afetados, da percentagem de mosaicismo e da
alteracdo. Quanto mais tarde se der a alteracdo, mais ligeiros serdo os sintomas (Spinner

and Conlin 2014). Em regra, qualquer doenca monogeénica pode ocorrer sob a forma de

mosaico, sendo que estd associado a fenotipos mais leves ou assintomaticos (Moog,

Felbor et al. 2020).

Apenas 3 trissomias autossomicas sdo compativeis com a vida: sindrome de Down
(trissomia 21), sindrome de Patau (trissomia 13) e a sindrome de Edwards (trissomia 18).
Todas as outras trissomias sdo letais a nivel embrionério, contudo, quase todas as
trissomias e monossomias sdo viaveis na forma de mosaico. O fenotipo é severo,
incluindo crescimento intrauterino tardio, doencas cardiacas congeénitas e dismorfismos
(Thorpe, Osei-Owusu et al. 2020).

Visto que estas alteracfes ndo sdo herdadas dos progenitores, ndo ha risco acrescido de
fetos, de gravidezes futuras, desenvolverem a mesma condi¢do. A unica forma do
individuo afetado passar a alteragdo genética, é no caso de o mosaico afetar também as

células germinativas (Moog, Felbor et al. 2020).

Técnicas como 0 MLPA e 0 a-CGH néo sdo indicadas para a detecdo de mosaicismo de
baixa expressdo. Por outro lado, a analise citogenética permite a identificacdo e
caracterizacdo de duas ou mais linhas celulares presentes numa amostra, visto que cada
célula é analisada individualmente e o seu cari6tipo averiguado facilmente (Spinner and

Conlin 2014, Thorpe, Osei-Owusu et al. 2020). A capacidade de detecdo vai aumentado a
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medida que mais células vdo sendo contadas, sendo que a analise de 30 células (o valor
estabelecido de contagens em casos de suspeita de mosaicismo), permite a detecdo de
mosaicismo de até 10%. A detecdo de mosaicismo por citogenética convencional esta
limitada ao unico tecido em estudo, pelo que a técnica de FISH podera colmatar esse
problema, ao permitir o estudo de outros tecidos, com células em interfase e com um

maior poder de resolucdo (Spinner and Conlin 2014).

Novos métodos de diagnostico como a NGS tém-se mostrado eficazes a detetar casos de

mosaicismos de expressdo tdo baixa quanto 1% (Moog, Felbor et al. 2020, Cook,

Armstrong et al. 2021). Estas técnicas permitem a leitura de multiplos sinais distintos, ao

longo da éarea de interesse, permitindo a sua avaliacdo quantitativa. A detecdo de
mosaicismo € particularmente importante, de forma a ser possivel um correto

aconselhamento genético as familias (Cook, Armstrong et al. 2021).

2.4 Sindromes de instabilidade cromossémica

As sindromes de instabilidade cromossomica sdo um grupo de doencas herdadas de forma
predominantemente recessiva associada a defeitos no sistema de reparacdo do DNA,
levando a instabilidade cromossémica, quebra dos cromossomas e um vasto leque de
consequéncias fenotipicas. Deste grupo de sindromes de instabilidade cromossomica,
fazem parte a Anemia Fanconi (FA), a Ataxia Telangiectasia (A-T), também denominada
sindrome Louis-Bar, a sindrome de quebras de Nijmegen (NBS) e a sindrome de Bloom

(BS) (Taylor, Rothblum-Oviatt et al. 2019). Outras doengas como sindrome de Roberts e

a sindrome ICF também apresentam cromossomas aberrantes em cultura, porém nao
fazem parte do grupo de sindromes de instabilidade cromossomica. Todas estas condicoes
apresentam um perfil citogenético caracteristico, em alguns casos, apenas quando as
células sdo sujeitas a determinados agentes ou diferentes tipos de meios de cultura
(Gardner and Amor 2018).

As células de pacientes com Ataxia telangiectasia demonstram sensibilidade a radiacao
ionizante, instabilidade cromossémica, telomeros encurtados, senescéncia prematura e

defeitos na resposta a quebras na cadeia dupla do DNA (DSBs) (Rothblum-Oviatt, Wright

et al. 2016, Amirifar, Ranjouri et al. 2019). Em cultura, os linfécitos T destes pacientes

demonstram alteracfes cromossomicas ndo aleatdrias, envolvendo principalmente os

cromossomas 7 e 14. Quebras em 4 bandas cromossomicas especificas (7pl4, 7q35,
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14912 e 14932) causam translocacdes e inversdes nestes cromossomas, a uma frequéncia
de 33 e 50 vezes superior a dos cromossomas de células de individuos saudaveis,

respetivamente (Kojis, Gatti et al. 1991). Estas caracteristicas sdo evidentes quando as

células sdo expostas a radiacao ionizante ou a bleomicina. No entanto, o diagnostico desta
condicdo é preferencialmente feito através da analise do gene ATM, a qual é mais exata
(Gardner and Amor 2018).

A sindrome de Nijmegen (NBS) partilha caracteristicas com a AT, com 0S mesmos
rearranjos frequentes (inversdes e translocagdes) envolvendo o cromossoma 7 e 0

cromossoma 14 (Chrzanowska, Gregorek et al. 2012). E igualmente preferivel a anélise

direta dos genes envolvidos na sindrome de Nijmegen, para ser alcangcado um diagndstico
(Gardner and Amor 2018).

As células de um individuo com sindrome de Bloom séo caracterizadas por uma elevada
taxa de trocas entre as cromatides irmas (SCES), que é detetavel através da sua marcacao
diferencial. Apesar de ndo serem especificas a doenca, as células de BS também
apresentam outras alteracdes citogenéticas, como falhas e quebras cromossémicas
espontaneas em 15% das metafases, associacdo telomérica e figuras quadri-radiais, que
resultam do processo de recombinacdo entre cromossomas homologos que nao foi

finalizado, em 1 a 5% das metafases (German, Crippa et al. 1974, German 1993, Arora,

Chacon et al. 2014, Ababou 2021).

Apesar de as células FA apresentarem uma frequéncia mais alta de quebras
cromossomicas, relativamente a células normais, ndo é um fator distintivo para o
diagnostico da doenca. Para a obtencdo de um diagnostico é entdo necessario recorrer ao
uso de agentes de cross-linking, que provocam quebras nos cromossomas de forma
diferencial entre células normais e células FA , sendo os fibroblastos o tecido mais viavel

para este estudo (Tischkowitz and Hodgson 2003, Gardner and Amor 2018).

As células de pacientes com sindrome ICF apresentam anomalias cromossomicas
envolvendo as regides pericéntricas heterocromaticas dos cromossomas 1, 9 (menos
frequente) e 16, devido a hipometilacdo de sequéncias dessa regido. Estas anomalias
consistem em configuragfes de cromossomas com multiplos bracos e descondensacao
das regides indicadas, fendmeno que parece ser muito mais frequente devido a

estimulacdo de crescimento celular, ou seja, em culturas celulares de linfocitos T, pelo
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que a analise citogenética € muito importante no diagnostico desta sindrome (Smeets,

Moog et al. 1994, Wijmenga, Hansen et al. 2000).

Relativamente a pacientes com a sindrome de Roberts, na observacdo de células, séo
detetados “inchagos” nas regides centroméricas, assim como uma repulsao, designada por
repulsdo heterocromatica (HR), originada pela separacdo prematura dos centroOmeros
(PCD). O “inchago” dos centromeros ¢ mais visivel em cromossomas com grandes
regibes de heterocromatina, como o0s cromossomas 1, 9 e 16, enquanto a repulsédo
heterocromatica é mais evidente nos bragos curtos dos cromossomas acrocéntricos e no
braco longo do cromossoma Y. Estes achados sdo mais evidentes com a coloragéo CBG,
na bandagem dos cromossomas. A analise citogenética tornou-se entdo uma técnica de

diagnostico muito usada para esta doenca (Van Den Berg and Francke 1993, Gardner and

Amor 2018).
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Capitulo 111 — Materiais e Métodos
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3.1 Grupo de estudo

O estégio foi realizado no Laboratério de Citogenética do Hospital Pediatrico e envolveu
a andlise citogenética de amostras de utentes na faixa etaria de 0-18, criancas e
adolescentes com alteracBes do desenvolvimento. Os casos clinicos apresentados
envolvem resultados representativos de amostras processadas entre 0 més de setembro de
2022 até a0 més de maio de 2023.

3.2 Citogenética Convencional

3.2.1 Colheita e identificacdo de amostras

Todo os procedimentos realizados seguiram os protocolos experimentais implementados
na rotina do Laboratério de Citogenética do Hospital Pediatrico de Coimbra. O processo
inicia-se apos rececdo da colheita de sangue periférico, em tubo de heparina sddica,
acompanhado da requisicdo na base de dados laboratorial e da indicagdo clinica. A
triagem, no laboratdrio de citogenética, envolve a verificacdo dos dados do utente e
atribuicdo de um numero interno a cada amostra, com codificacdo pré-estabelecida. Os

tubos de colheita sdo mantidos a 4°C até ao estabelecimento de culturas celulares.

3.2.2 Estabelecimento de culturas

Para o estabelecimento de culturas, sdo preparados dois tubos com 5ml de meio de cultura
PB-MAX, Gibco ®, por utente, que irdo corresponder a duas culturas de linfocitos. A
cada tubo de meio séo adicionadas 8-10 gotas de sangue da amostra (consoante o tempo
de incubacdo), com pipeta de Pasteur descartavel estéril.

Apd6s homogeneizacao, as culturas sdo incubadas numa estufa a 37°C, numa inclinacao

de 45°, de forma a promover as trocas gasosas, durante 48 ou 72h.

3.2.3 Sincronizagéo do ciclo celular

Decorrido o tempo de incubacéo, séo adicionados 50ul de metotrexato (10 uM) aos tubos
de cultura, homogeneizando de seguida. Estes sdo novamente colocados na estufa a 37°C

e ficam a incubar por mais 17h. Este reagente vai bloquear todas as células na fase S,
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permitindo a sincronizacdo do ciclo celular. Posteriormente, as amostras sdo
centrifugadas a 1200rpm durante 10 minutos, sendo descartado o sobrenadante. Sao
adicionados 5ml a cada tubo de um novo meio RPMI, suplementado com soro fetal
bovino na proporgdo de 10% e antibidticos 1% (streptomicina e penicilina). Adiciona-se
ainda 50 ul de timidina (1 mM) a cada cultura, seguindo a incubacéo a 37°C por 5h, o que

vai permitir a retoma do ciclo celular de uma forma sincronizada.

3.2.4 Manipulagdo

A adicao de 50ul de colcemida (10 ug/ml) a cada cultura, € seguida de incubacéo a 37°C
por 10 minutos. Este composto inibe a formacdo do fuso acromatico, através da sua
ligacdo a tubulina, pelo que a célula fica bloqueada em metafase.

Segue-se uma centrifugacdo a 1200rpm durante 10 minutos, o sobrenadante € descartado
e o restante segue para o choque hipoténico com 5ml de cloreto de potéssio (KCI, 75
mM), incubados a 37°C por 25 minutos, que provoca a entrada de agua para as células,
resultando num estado de turgescéncia, que facilita visualizacdo dispersdo dos

cromossomas nas células.

3.25 Fixacao

Para a fixacdo, os tubos sdo centrifugados a 1200 rpm, durante 10 minutos e o
sobrenadante retirado. Este processo € dividido em trés momentos de fixacdo. Na primeira
fixacdo sdo adicionados, lentamente, 4ml de uma solucdo (a -20°C) de metanol e acido
acético, numa proporcao de 3:1, a cada tubo, sob agitacdo constante no vortex, de forma
a ndo formar coagulos. Os tubos seguem para centrifugacdo e remoc¢édo do sobrenadante,
para se proceder entdo a 22 fixacdo, em que se adiciona 4ml da solucdo, desta vez sem
agitacdo, sendo estes posteriormente armazenados a 4°C, durante 20 minutos. Decorrido
este tempo, seguem para a 32 fixacéo, que é idéntica a 22 fixacdo, em que os tubos ficam

depois em repouso a 4°C graus até ao espalhamento.

3.2.6 Espalhamento (preparacgdo das laminas histoldgicas)

Realiza-se uma nova lavagem das células com fixador fresco, seguida de um ajuste de

concentracdo da amostra. O espalhamento realiza-se numa camara com as condicdes de
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temperatura e humidade controladas (22°C e 54% de humidade) e consiste em dispensar
duas gotas da suspensdo de células numa lamina, de forma distanciada, para que seja
possivel o eficiente espalhamento das metafases. Ao longo do processo, as laminas séo
observadas ao microscopio de contraste de fase, de forma a verificar se o espalhamento
foi eficaz, ou se seria necessario um ajuste de concentracdo. Apos o espalhamento, as
laminas sdo envelhecidas numa estufa a 80°C durante 4h, para bandagem GTL, ou durante
3h para bandagem CBG ou FISH. As laminas espalhadas para posterior anélise por FISH
sdo guardadas a -20°C até ao dia de hibridizacéo.

3.2.7 Bandagem

Apds o espalhamento, a proxima etapa é a bandagem. A técnica de bandagem standard é
a bandagem GTG (corante Giemsa) ou GTL (corante Leishman), que cora oS
cromossomas de forma a cada um ter um padréo de bandas escuras, quando se trata de
uma regido heterocromatica (rica em adenina e timina) e claras, quando se trata de uma
regido eucromatica (rica em citosina e guanina).

A coloracdo CBG (corante Giemsa), é efetuada para estudar as regides centroméricas e
heterocromaticas, incluindo a regido distal do Y (Figura 4).

Figura 4 — Metafase obtida ap6s cultura sincronizada de linfdcitos de sangue periférico,
com bandagem CBG, de um individuo do sexo masculino com o complemento 46,XY .
Figura cedida pelo Laboratoério de Citogenética do Hospital Pediatrico de Coimbra.
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Figura 5 — Cariograma representativo de um cariotipo, sem alteracfes, de uma a)
mulher (46,XX) e de um b) homem (46,XY), usando a bandagem GTL.
Figura cedida pelo Laboratorio de Citogenética do Hospital Pediatrico de Coimbra.

Bandagem GTL - é preparado um banho-maria a 37°C, com jarros de Coplin
organizados sequencialmente, contendo: tripsina [0,02g/mol], NaCl [0,9%], 2 jarros com
tampdo Girr (pH=6,8) e agua. Fora do banho encontra-se o corante Leishman (5%), a
temperatura ambiente. As preparacgdes sdo incubadas, durante alguns segundos, no jarro
de tripsina, que vai digerir a cromatina, o que vai permitir a entrada de corante nos

cromossomas. De seguida, passa por duas lavagens, em NaCl e tampdao Giirr, de forma a
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parar a acdo da tripsina. De seguida sdo incubadas em corante Giemsa por 8 a 9 minutos,
passando novamente por duas lavagens posteriores, em tampao Gurr e por fim agua, para
retirar 0 excesso de corante e prevenir precipita¢cdes do corante nas laminas. Apds secarem
a temperatura ambiente, sdo observadas ao microscépio Otico (1000x) para avaliar a

necessidade de ajustar os tempos de incubacdo em tripsina e no corante.

Bandagem CBG — é preparado um banho a 56°C, onde vai ser colocado o jarro de Coplin
com a solugdo 2xSSC. A temperatura ambiente encontram-se, sequencialmente, os jarros
com HCI 1N, agua, solucdo saturada de hidréxido de bario, 2 jarros com agua, corante
Giemsa 4%, 2 jarros com tampdo Gurr (pH=6,8). As laminas ficam submersas em HCI
por 10 minutos, seguido de uma lavagem em &gua. De seguida, passam pelo hidréxido de
béario por alguns segundos (dependendo do tempo de envelhecimento) e novamente duas
lavagens em agua. A partir dai seguem para a solugdo 2xSSC, onde ficam por 1 hora, até
irem para o corante Giemsa durante 15 minutos, findos os quais, passam por 2 Gltimas

lavagens em tamp&o Gurr, antes de secarem a temperatura ambiente.

3.2.8 Analise cromossdmica ao microscopio otico

Ap0s obtencdo das laminas preparadas, estas sdo observadas ao microscopio ético, com
0 objetivo de localizar metafases de boa qualidade: bem espalhadas, sem muitas
sobreposicdes, bem isoladas umas das outras e com boa definicdo e coloracdo. As
metafases selecionadas irdo ser capturadas e os seus cariogramas montados através do
programa de software informético Cytovision ®, de forma que cada par de cromossomas
consiga ser analisado de p a g, verificando-se cada regido em pelo menos duas metafases.
Durante a analise sdo geralmente avaliadas no minimo 15 metafases, englobando a
contagem do complemento cromossomico, andlise estrutural e construcdo de
cariogramas. Em casos de suspeita de mosaicismo, sdo avaliadas 30 a 50 metafases
consoante a indicacéo clinica.

Finalmente, na elaboracdo do relatorio final, segue-se as regras internacionais e de
nomenclatura do ISCN (ISCN 2020).
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3.3 Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Todas as etapas, até ao espalhamento, sdo semelhantes a citogenética convencional até
preparacdo do material alvo. Apds o espalhamento, as laminas sdo armazenadas a -20°C.
Selecionam-se as laminas com maior indice de metafases. Se existir citoplasma, o pré-
tratamento com pepsina € importante, para digerir e permeabilizar o nlcleo a passagem
da sonda. Inicia-se com a incubagao numa solucéo de 2xSSC, a 37°C, por 10 minutos. No
caso de ser necessario o tratamento de pepsina, apds o tratamento em 2xSSC, as laminas
sdo incubadas por 5-10 minutos, numa solucdo de pepsina com HCL 1N
(0.075mg/500ml), a 37°C. Segue-se 5 minutos em PBS 1x (para lavar), 5 minutos em
formaldeido (para fixar) e, novamente, 5 minutos em PBS 1x.

Segue-se a desidratagdo, com concentracdo crescente, 70%, 85% e 100% de etanol, 2
minutos sequencialmente. Posteriormente, pipeta-se 1.5-2ul de sonda na zona a
hibridizar, sendo depois fixada por uma lamela. A lamela sela-se com cola e a lamina
coloca-se na placa térmica a 74°C, de forma a se dar a desnaturacdo conjunta da sonda e
do DNA alvo, durante 2-3 minutos. Posteriormente, da-se a hibridizacdo numa camara
himida, sendo armazenada na estufa a 37°C onde fica a hibridizar overnight. Apés a
hibridizacdo, mergulha-se a lamina em 2xSSC, de forma a ajudar no amolecimento da
cola, para se retirar a lamela. De seguida, mergulha-se a lamina em 0.4xSSC, a 70°C, por
2 minutos e em 2xSSC TW20, a temperatura ambiente, por 1 minuto. Adicionam-se 8ul
de DAPI (contraste), na zona hibridizada, colocando-se novamente uma lamela por cima.
A lamina coloca-se entdo numa caixa opaca a 4°C, por 30 minutos. Por ultimo, observam-
se as laminas no microscopio de fluorescéncia e avalia-se a necessidade de lavagens
adicionais, para remover hibridizacGes inespecificas. Na observacdo de cada metafase ou
interfase identificam-se os sinais da sonda controlo e da sonda em estudo.
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Do grupo de amostras selecionadas, de setembro de 2022 a maio de 2023, 85,7%
apresentou um caridtipo sem alteracdes e em nove observaram-se cromossomopatias. Na
Tabela 1 estdo representados os casos selecionados com alteragdes cromossomicas,
denominados por casos clinicos 1 a 8, que irdo ser discutidos.

N° Sexo Idade Indicacao clinica Resultado

1 F 19m sindrome de Angelman - array-CGH a indicar delegdo 15911.2g13.1 46,XX ish del(15g11.2g11.2)(UBE3A/D15510-)
2 F 14m baixa estatura mos47,XXX[26]/45,X[4]

3 M 15 baixa estatura, hipogonadismo 46,XY Sindrome ICF

4 M 14 tumor dsseo 47, XXY

5 M 14d DPN trissomia 21 47 XY ,+21

6 F 2 ADPM, microcefalia, epiepsia, dismorfismos, autismo, tripicagdo 15q11.2q12 47,XX, +psu idic(15)(pter-q12::q12-pter)

7 F 11 desaceleragdo de crescimento, baixa estatura 46,X,i(X)(q10)

8 F 8 suspeita sindrome de Turner 46,X,idic(Y)(q11.2)[18]/45,X[12].ish idic(Y)(SRY ++)
9 F 7 baixa estatura mos 45,X[4]/46,XX[46]

10 M 11 ADPM, defice cognitivo, duplicacdo cromossoma X em a-CGH 47, XXY

11 F 2 fendtipo trissomia 21 47, XX,+21

12 M 31d dismorfismos, suspeita de trissomia 21 47 XY ,+21

Tabela 1 — Resumo dos casos analisados, com a respetiva indicacdo clinica e seus
resultados.

Legenda:

d- Dias

m — Meses

M — Masculino

F — Feminino

Do grupo de casos clinicos selecionados, as idades distribuiram-se de acordo com o
representado no Gréafico 1. O grupo com maior representatividade correspondeu a faixa
etaria dos 0-4 anos, representando 35% do total das amostras e 0 grupo com menor
representatividade foi o da faixa etéaria dos 15-18 anos, correspondendo a 19% do total.

A “baixa estatura” foi a indicacgdo clinica mais representada, com 35 casos, com apenas

dois utentes do sexo masculino.

19%
m 0-4
5-9
10-14
21% 15-18

25%

Gréfico 1 — Distribuicdo das idades dos utentes analisados, por faixa etaria, em
percentagem.
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4.1 Caso Clinico 1

Bebé de 19 meses, do sexo feminino, foi indicada para teste citogenético apos o resultado
do estudo por array-CGH (realizado no Laboratério de Citogenética e Gendmica, da
Faculdade de Medicina, da Universidade de Coimbra (LCG-FMUC)), que revelou uma

delecdo no cromossoma 15 na regido 15g11.2g13.1.

De forma a esclarecer o tipo de rearranjo estrutural na origem da delecéo, foi realizado o
estudo citogenético. Apos a obtencdo de metafases, a partir da cultura de linfocitos, estas
foram coradas utilizando a bandagem GTL. A sua analise permitiu identificar um
complemento cromossémico do sexo feminino, sem alteragdes cromossomicas

microscopicamente visiveis, com o complemento 46, XX (Figura 6).
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Figure 6 — Cariograma com bandas GTL, representativo do caso clinico 1 (46,XX). Nao
se observam alteragGes nos cromossomas analisados. Em destaque, encontra-se o par de
homdlogos 15, sem alteragdes visiveis.

Complementou-se com a técnica de Fluorescence in situ hybridization (FISH), ja que esta
apresenta um poder de resolucdo superior a citogenética convencional. Foi utilizado um

conjunto de sondas da CytoCell®, composto por uma sonda direcionada para o gene em
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estudo (UBE3A/D15S10, 15911.2q11.2) e uma sonda controlo (15gter, 15926.3) no

cromossoma 15, representadas a vermelho e verde, respetivamente, na figura 7.

SSULINL D

15qter
T~ 15q1124q12
H-HE'E_

Angalman Syndrome Region
ﬁ l_) l_)|_) UBE3A

15510

100kb 108kb

Figura 7 — Representacdo grafica da regido de hibridizacdo da sonda UBE3A/D15S10,
que engloba grande parte do gene UBE3A, e da sonda controlo 15qter (CytoCell®).
Adaptado de https://www.ogt.com/media/zhcnjynr/Ipu006-v011-00.pdf .

A andlise de metafases por FISH confirmou o diagnéstico realizado anteriormente por
array-CGH, observando-se apenas um sinal da sonda UBE3A/D15S10 (Figura 8). Deste
modo, verifica-se a deleg&o intersticial da regido 15911.2911.2, incluindo o gene UBE3A,
num dos cromossomas 15, 46,XX.ish del(15)(q11.2911.2)(UBE3A/D15S10-).

Figura 8 — Metafase, do caso clinico 1, observada ao microscopio de fluorescéncia, apos
andlise por FISH, onde € possivel verificar dois sinais de hibridizacdo da sonda controlo
15qter, marcada a verde, e apenas um sinal da sonda UBE3A/D15S10, marcada a
vermelho, confirmando a delecdo desta regido.
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Alteracdes na regido 15911.2q13.1 do cromossoma 15 de origem materna estdo
associados a sindrome de Angelman. A sindrome de Angelman afeta cerca de 1 em cada
15,000 individuos e caracteriza-se por disfungdo motora, défice intelectual severo,
dificuldades na fala, convulsdes, hiperatividade e doenca no espetro do autismo

(Margolis, Sell et al. 2015, Gardner and Amor 2018). A alteracdo identificada esta

associada ao fen6tipo reportado neste caso.

Na origem desta sindrome poderédo estar delecdes de novo de regides que envolvam o
gene UBE3A, que corresponde a causa mais frequente (70-80%) e ao fenotipo mais
severo. Adicionalmente, esta sindrome pode estar associada a heranca materna de
alteracbes nesse gene (10-20%), a dissomia uniparental (3-5%) ou a defeitos de

imprinting, que afetam a expresséo do gene (3-5%) (Gardner and Amor 2018).

Sendo os pais fenotipicamente normais, poderdo ser portadores de uma alteracdo
estrutural equilibrada. Ambos 0s progenitores foram sujeitos a estudo citogenético, cuja
andlise ndo revelou altera¢cdes cromossdmicas. Visto que a sindrome de Angelman, em
10-20% dos casos € causada pela heranca materna de uma alteracdo no gene UBE3A,
adicionalmente, foi realizado o estudo por FISH da mée da bebé, com a mesma sonda,
que também ndo apresentou alteracBGes. Estes resultados excluem a possibilidade de
rearranjos equilibrados dos progenitores terem sido herdados, de forma desequilibrada,
pela bebé de 19 meses. Trata-se, portanto, de uma delecdo de novo. Sendo uma alteragédo

de novo, o risco de recorréncia é de 1% (Van Buggenhout and Fryns 2009). Todas estas

questdes devem ser abordadas e discutidas, no ambito de consultas de aconselhamento

genetico.
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4.2 Caso Clinico 2

Bebé de 14 meses do sexo feminino, com baixa estatura, sem estudos previamente

realizados.

Ap0s estabelecimento de cultura de linfocitos e anélise de metafases com bandas GTL,

identificaram-se duas linhas celulares distintas. Uma das linhas celulares apresentava uma
cdpia extra do cromossoma X (47,XXX), enquanto a outra linha celular apresentava uma
monossomia do cromossoma X (45,X). Este resultado corresponde a um mosaico da

sindrome de Turner, mos 47,XXX[26]/45,X[4] (Figura 9).
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Figura 9 — Cariogramas, com bandas GTL, representativos das duas linhas celulares. A
— Linha celular com o cariotipo 47,XXX, identificado em 26 metafases. B — Linha
celular com o cariotipo 45,X, identificado em quatro metafases.
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A sindrome de Turner é uma doenca que afeta 1 em cada 2000 mulheres, causada pela
haploinsuficiéncia dos genes pertencentes ao cromossoma X, devido a auséncia total ou
parcial de um dos cromossomas X. Uma das principais caracteristicas fenotipicas
apresentadas é a baixa estatura, sendo concordante com a indicagdo clinica deste caso. A
baixa estatura podera ser resultado da auséncia de uma das copias do gene SHOX (short
stature homeobox), localizado na regido distal do cromossoma Xp22.2. Este gene faz
parte do grupo de genes que escapa a inativacdo do cromossoma X, pelo que a sua

auséncia tem impacto no fenotipo (Gravholt, Viuff et al. 2019).

Sendo um caso de mosaicismo, ndo é possivel prever a extensdo do fendétipo ao longo da
vida desta bebé, visto que se desconhece a distribuicdo de cada linha celular, nos
diferentes tecidos. No entanto, casos de mosaicos da sindrome de Turner apresentam um
fenotipo mais ligeiro, comparativamente a mulheres com completa monossomia do X
(Gardner and Amor 2018).

A sindrome de Turner pode resultar de varios mecanismos: completa monossomia do
cromossoma X, diversos mosaicos (45,X/46,XX; 47,XXX,46,XX, etc), isocromossoma
do braco p ou g do cromossoma X, cromossoma X em anel ou material genético do

cromossoma Y (Gravholt, Viuff et al. 2019). O mosaico 47,XXX/45,X representa apenas

1,5% de todas as mulheres com sindrome de Turner, pelo que € uma ocorréncia rara. Este
mosaico podera ter resultado pela ndo disjuncdo mitética, logo apo6s a formacao de um
zigoto 2n. Se a ndo disjuncdo tivesse ocorrido mais tarde no desenvolvimento, haveria

uma terceira linha celular, 46,XX (Gardner and Amor 2018, Mavridi, Ntali et al. 2018).

Ja foram reportados casos de gravidezes em mulheres 0 mosaico 47,XXX/46,XX, porém,
é rara a gravidez espontanea, devido & insuficiéncia ovarica prematura que estas mulheres

apresentam (Mavridi, Ntali et al. 2018).

Este resultado, e as suas possiveis expressdes fenotipicas futuras, deverdo ser discutidas

em consulta de aconselhamento genético.
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4.3 Caso Clinico 3

Adolescente de 15 anos, do sexo masculino, que apresenta baixa estatura e
hipogonadismo.
Estudo ao exoma, realizado previamente, noutro laboratorio externo, com recurso a um

painel de genes ligados a imunodeficiéncias, obteve resultado negativo.

O estudo citogenetico, realizado com recurso a cultura de linfocitos e analise das
metafases obtidas, indicava um complemento cromossémico, sem alteracdes, de 46,XY,
nas 50 células analisadas. Apesar de apresentar um cariétipo sem alteragdes, foram
observadas aberra¢fes cromossémicas, como se pode observar na Figura 10. Os
cromossomas 1 e 16, por vezes, apresentavam configuracdes com multiplos bracos g. Este
fendmeno esta associado a uma sindrome caracterizada pela instabilidade cromossémica

observada nas metafases, caracteristica da sindrome ICF (Gardner and Amor 2018).
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Figure 10 — Metafases, com bandas GTL, observadas ao microscépio 6tico, onde é
possivel distinguir configuracdes de multiplos bragos longos A — do cromossoma 1 e
B — do cromossoma 16.

A sindrome de ICF caracteriza-se fenotipicamente por imunodeficiéncia, atraso no
crescimento e desenvolvimento e anomalias faciais. Uma das complicagdes mais
frequentes sdo as infecBes respiratdrias recorrentes, que levam a hospitalizacdo dos

doentes (Gardner and Amor 2018). A baixa estatura e hipogonadismo apresentados por

este adolescente sdo concordantes com o fendtipo, descrito bibliograficamente, de atraso
no crescimento e desenvolvimento.

A nivel citogenético, em cultura de linfdcitos, as células apresentam instabilidade
centromérica, mais frequentemente nos cromossomas le 16, como se verifica no caso em
estudo, embora também se possa observar no cromossoma 9. Estes cromossomas
possuem uma regido pericéntrica composta por heterocromatina, que se torna instavel
devido a hipometilagdo dos satélites 11 e 111, essenciais para a estrutura dos cromossomas
(Gardner and Amor 2018).
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Esta descrito na literatura que o nimero de aberracBes cromossdémicas encontradas
aumenta conforme o tempo de cultura aumenta e sdo predominantes em culturas de

linfocitos, em comparagdo com outros tecidos (Smeets, Moog et al. 1994).

Neste caso clinico, foi possivel verificar a importancia do teste citogenético no
diagnostico de doengas genéticas, visto que apenas através do estudo dos cromossomas
em metafase foi possivel identificar uma caracteristica tipica da sindrome ICF, desta
forma orientando para o diagnostico correto.

Esta sindrome possui heranga autossomica recessiva, onde os genes envolvidos séo,
predominantemente, a DNA-metiltransferase 3 beta ou o gene ZBTB24, pelo que 0s

progenitores deverdo seguir para uma consulta de aconselhamento genético (Gardner and

Amor 2018).
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4.4 Caso Clinico 4

Adolescente de 14 anos, do sexo masculino, com suspeita da sindrome de Klinefelter,
apresenta um tumor 0sseo, para o qual ja se encontra em tratamento no Hospital Pediatrico
do CHUC.

A analise de metafases, obtidas a partir da cultura de linfocitos, permitiu a observacéo de
um cromossoma X extra, em todas as células, levando ao resultado 47,XXY, associado a

sindrome de Klinefelter (Figura 11).
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Figura 11 — Cariograma, com bandas GTL, representativo do caso clinico 4, com a
presenca de um cromossoma X extra, correspondente ao caridtipo 47,XXY.

A sindrome de Klinefelter é a doenca cromossomica mais prevalente nos homens, estando
presente em 1 a cada 650 recém-nascidos, do sexo masculino. Esta sindrome apresenta
varias formas, sendo a mais comum a classica 47,XXY, presente em 80-90% de todos 0s
casos de sindrome de Klinefelter. Individuos com sindrome de Klinefelter expressam um

fendtipo que engloba hipogonadismo, infertilidade, alta estatura, ginecomastia e uma
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predisposicdo para cancro das células germinativas e cancro da mama, mais elevada do

que a populacdo geral (Bonomi, Rochira et al. 2017, Kanakis and Nieschlag 2018). A

suspeita levou ao estudo citogenético deste utente confirmando o diagndstico de sindrome
de Klinefelter. Apesar de estar descrita na literatura uma predisposicdo mais elevada para
cancro das células germinativas e cancro da mama, a mesma associacdo nao se verifica
com tumores 0sseos, pelo que esta caracteristica clinica ndo devera estar associada ao
diagndstico da sindrome de Klinefelter.

Este adolescente recebeu o seu diagnostico aos 14 anos de idade, assim como 5% de todos
0s homens com sindrome de Klinefelter, que acabam por ser diagnosticados antes dos 20
anos de idade, devido a indicacGes clinicas de atrasos no desenvolvimento, problemas
comportamentais, puberdade atrasada ou ginecomastia. Apenas 10% dos casos séo
detetados em diagnosticos pré-natal, 17% sdo diagnosticados em idade adulta, devido a
problemas de fertilidade ou hipogonadismo, enquanto os restantes casos continuam sem

diagndstico (Kanakis and Nieschlag 2018).

Esta aneuploidia tem origem na ndo disjuncdo meidtica dos cromossomas X, quer na
primeira ou na segunda divisdo, durante a gametogénese. Pensa-se que, 0 risco de

recorréncia ndo serd mais elevado do que na populagdo geral (Visootsak and Graham

2006). Todas as questdes referidas deverdo ser abordadas em consulta de aconselhamento

genético.
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4.5 Caso Clinico 5

Recém-nascido de 14 dias de vida, do sexo masculino.
Estudo anterior, em contexto de DPN, realizado pelo LCG-FMUC, detetou trissomia 21,

uma aneuploidia associada & sindrome de Down.

A anélise cromossomica revelou a presenca de um cromossoma 21 extra, em todas as

metafases observadas (Figura 12), 47,XY,+21.
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Figura 12 — Cariograma, com bandas GTL, representativo do caso clinico 5. Neste
cariograma € possivel observar trés copias do cromossoma 21, correspondendo ao
cariotipo 47,XY,+21.

Este resultado confirmou o diagnostico previamente obtido por DPN de trissomia 21.

A sindrome de Down apresenta um quadro de dismorfismos faciais caracteristicos, défice
intelectual e diversos sistemas de 6rgdos afetados. E o estado trissomico que maior
longevidade apresenta e pensa-se que a quantidade reduzida de genes no cromossoma 21

podera justificar esse facto (Gardner and Amor 2018).
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Existem diversas formas de trissomia 21, sendo que a mais comum € a trissomia 21 livre,
como € o caso deste recém-nascido. As restantes formas podem ser variados mosaicos
47,+21/46,N ou 45,-21/46,N/A7,+21, isocromossomas 21, 46,i(21q) ou ainda resultados
de translocacOes robertsonianas, como 46,+21, der(14;21), por exemplo (Gardner and
Amor 2018). Através do estudo citogenético, é possivel identificar a forma da trissomia
21, no individuo, e avaliar o risco de recorréncia. A trissomia 21 livre corresponde a uma
alteracdo de novo, com origem na ndo disjuncdo meiotica dos cromossomas 21, na
primeira ou segunda divisdo da gametogénese. A esta forma, estd associado um risco de
recorréncia de 1%. Todas estas questdes devem ser avaliadas numa consulta de

aconselhamento genético, com os progenitores deste recém-nascido.
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4.6 Caso Clinico 6

Crianca de 2 anos de idade, do sexo feminino, apresentava um leque de sintomas clinicos,
assim como atraso de desenvolvimento psicomotor (ADPM), microcefalia, epilepsia,
dismorfismos e autismo.

Um estudo prévio por array-CGH, revelou uma triplicacdo da regido 1591113, de cerca
de 7.6Mb. Adicionalmente foi realizado um estudo por MS-MLPA, que identificou 4

copias da regido, sendo 3 delas de origem materna.

O estudo citogenético foi realizado para pesquisa da alteracdo estrutural que estaria na
origem do desequilibrio genémico.

A andlise de metafases revelou um cromossoma marcador supranumerario, constituido
por material genético do cromossoma 15. Trata-se de um marcador pseudo isodicéntrico,
como se pode observar na Figura 13 e que estava presente em todas as células analisadas,

47, XX, +psu idic(15)(pter-q12::ql2-pter).
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Figura 13 — Cariograma, com bandas GTL, representativo do caso clinico 6, com o
cariotipo 47,XX,+psu idic(15)(pter-q12::912-pter), onde €& possivel observar o
marcador pseudo isodicéntrico supranumerario.
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A regido que se encontra em triplicacdo, originando tetrassomia para essa regido do
cromossoma 15, é a regido critica das sindromes de Prader-Willi e Angelman, de tal forma
que o fendtipo varia consoante a origem da alteracdo cromossémica (materna ou paterna).
Os estudos, previamente realizados, confirmaram a origem materna das 2 cépias extra da

regido do cromossoma 15 (Figura 14).

Paterno Materno Paterno Materno Materno

Figura 14 — Representacdo grafica da estrutura dos cromossomas 15, provenientes dos
progenitores, e do marcador isodicéntrico do cromossoma 15, de origem materna.
Adaptado de (Lusk, Vogel-Farley et al. 1993).

O fendtipo causado por esta anomalia cromossémica € composto por atraso no
desenvolvimento psicomotor, défice intelectual, epilepsia e perturbacGes no espetro do

autismo (Gardner and Amor 2018). Todas as indicac@es clinicas, da crianca em estudo,

estdo de acordo com as caracteristicas fenotipicas descritas na literatura.

A mée da crianca foi referenciada para estudo citogenético, de forma a averiguar a origem
do cromossoma marcador, no entanto o seu cariotipo era normal, confirmando que esta
alteracdo, na crianca de 2 anos, é de novo.

A anélise citogenética foi essencial, neste caso clinico, para entender o mecanismo de
origem da tetrassomia e possiveis implicacdes futuras. Por essa razdo, é necessario o

acompanhamento com consultas de aconselhamento genético (Battaglia 2008, Gomes

2010, Gardner and Amor 2018).
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4.7 Caso Clinico 7

Crianca de 11 anos de idade, do sexo feminino, apresentava desaceleracdo de crescimento

e baixa estatura.

Apds cultura de sincronizada de linfécitos e avaliagdo das metafases, com bandagem

GTL, observou-se um isocromossoma do cromossoma X: 46,X,i(X)(g10).

Este isocromossoma, composto por duas copias do braco longo do cromossoma X e

delecdo do brago curto, estava presente em todas as metafases analisadas (Figura 15).

1

~
,"‘ -
-
-
1
oy '* '
- W
° i 2
g‘ -
3 ™
5 % &

19

g Ed
: ‘." v
L .
- ~ LR ) ‘
\ ¥ (t ’
FA -
"~I ,ll’ .'; R !
2 3
~ d 2 4
¥ . s ‘; - & ‘(',
S iy °
. § §RORE
) 8 9 10
. s .
\ WY .
Y| £ A
. & e
- y » F 9
14 15 16
2 4 - > o
g e e 5
20 21 22

“> 4 -
.
({ 1
‘W " S
4 5
\'f' o ” :o
|
iE '
11" 12
LI s
17 18
.‘:‘ ,.‘5
F €,
'\ &
.9
v

Figura 15 — Cariograma, com bandas GTL, representativo do caso clinico 7, com o
cariotipo 46,X,i(X)(q10), onde é possivel observar o isocromossoma X, destacado pela

seta vermelha.

Devido a presenca do isocromossoma X, estas células apresentam monossomia para o

braco deletado (brago curto) e trissomia para o brago duplicado (brago longo). Associado

a este genotipo esta a sindrome de Turner, devido a delecéo parcial do cromossoma X.
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Cerca de 10-12% dos casos de sindrome de Turner sdo provocados por um

isocromosssoma do braco longo do cromossoma X (Guzel Erdal and Balkan 2020).

Como foi referido anteriormente, a baixa estatura € uma caracteristica comum em
mulheres com sindrome de Turner, devido a haploinsuficiéncia da regido Xp22.2, que

contem o gene SHOX (Ranke and Saenger 2001). O fendtipo desta crianca esta, portanto,

de acordo com o descrito na literatura, visto que apresenta desaceleracao de crescimento
e baixa estatura.

Este tipo de rearranjo cromossomico pode ser provocado por falha na divisdo
centromérica ou ainda por quebras nas cromatides irmas e reunido das mesmas, numa
regido adjacente ao centromero, sendo uma alteracdo cromossomica estrutural de novo
(Gardner and Amor 2018).

O resultado do estudo citogenético, assim como as suas implicacbes deverdo ser

discutidas em consulta de aconselhamento genético.
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4.8 Caso Clinico 8

Crianca de 8 anos de idade, do sexo feminino, com uma indicacgéo clinica de suspeita de

sindrome de Turner, sem estudos previamente realizados.

As metafases analisadas usando a bandagem GTL revelaram a presenca de duas linhas
celulares distintas. Uma das linhas celulares, com 46 cromossomas, apresentava um
cromossoma Y de tamanho reduzido, presente em 18 metafases. A outra linha celular,

apesentava monossomia do cromossoma X, em 12 células analisadas (Figura 16).
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Figura 16 — Cariogramas, com bandas GTL, representativos das duas linhas celulares
encontradas na analise de metafases. A — Linha celular com o cromossoma Y de estrutura
ambigua, identificado em 46 metafases. B — Linha celular com o cariotipo 45,X,
identificado em 12 metafases.
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De forma a averiguar o contetdo genético do cromossoma de estrutura ambigua, foi feita
a analise cromossomica, com recurso a bandagem CBG (Figura 17). Este método de
bandagem marca a heterocromatina constitutiva, correspondendo as regides

centroméricas e as zonas polimérficas dos cromossomas 1, 9, 16 e Y.

Figura 17 — Metafase representativa de uma das linhas celulares, do caso clinico 8,
com coloracdo CBG, onde se destaca o cromossoma Y com dois centromeros e sem
regido Ygh (seta vermelha).

A técnica de bandagem CBG confirmou a existéncia de dois centromeros, tratando-se,
entdo, de um cromossoma dicéntrico.

Devido a suspeita de se tratar de um cromossoma Y isodicéntrico, foi realizada a analise
por FISH, com recurso a uma sonda controlo, que hibridiza com a regido centromérica do
cromossoma X (CCPX) e uma sonda que hibridiza com o gene SRY, presente no
cromossoma Y (LSP SRY), de acordo com a Figura 18. Este kit de sondas da CytoTest ®
foi desenhado para detetar a presenga do gene SRY e 0 nimero de cdpias do cromossoma
X, simultaneamente.

A anélise de metafases de ambas as linhas celulares, por FISH, encontra-se representada

nas Figuras 19 e 20.
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Figura 18 — Representacdo grafica da regido de hibridizacdo da sonda LSP SRY,
que engloba o gene SRY, e da sonda controlo CCPX, da CytoTest®.

Adaptado de https://www.cytotest.com/uploadfiles/file/2015-
10//SRY_CCPX_DS_V2015 03 _01.pdf.

Figura 19 — Metafase da linha celular com o cromossoma idic(Y), observada ao
microscopio de fluorescéncia, apds analise por FISH do caso clinico 8. E possivel
verificar um sinal de hibridizagdo da sonda controlo CCPX, marcada a verde, e dois
sinais da sonda LSP SRY, marcada a vermelho, confirmando a existéncia de duas
cdpias do gene SRY nesta metafase e apenas uma copia do cromossoma X.
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Figura 20 — Metafase da linha celular 45,X, ap6s andlise por FISH, do caso clinico 8.
E possivel verificar apenas um sinal de hibridizagio da sonda controlo CCPX, marcada
a verde. Ndo houve marcacdo da sonda referente ao gene SRY, pelo que é possivel
confirmar a sua auséncia nesta metafase e apenas uma copia do cromossoma X.

Os resultados obtidos pela analise por FISH confirmaram a presenca de um
isocromossoma Y, com duas cépias do gene SRY e, pela sua estrutura, de todo o brago
curto Yp e possivelmente parte do brago longo nessa linha celular.

Concluiu-se que esta crianca € portadora de mosaicismo dos cromossomas sexuais, com
0 cariotipo: mos 46,X,idic(Y)(q11.2)[18]/45,X[12].ish idic(Y)(SRY ++).

Esta condigéo, de mosaicismo dos cromossomas sexuais, que ocorre cerca de 1,7 vezes a
cada 10.000 nascimentos, ja foi descrita miltiplas vezes na literatura e esta associado a
trés fendtipos diferentes: individuos com genitais femininos, associado a sindrome de
Turner; individuos com genitais masculinos, 0 mais comum, mas menos estudado; e

individuos com genitais ambiguos, caracterizados por disgenesia gonadal (Guzewicz,

Howell et al. 2021). Por esta raz&o, a apresentagdo fenotipica varia muito entre individuos,

0 que complica o aconselhamento genético pré-natal, devido a imprevisibilidade da
expressao fenotipica. Varios estudos indicam que ndo ha correlacdo entre o fenotipo e o
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cariotipo ou nivel de mosaicismo (Chang, Clark et al. 1990, Telvi, Lebbar et al. 1999,

Guzewicz, Howell et al. 2021).

Neste caso, a menina de 8 anos apresentava genitais femininos, pelo que a indicacédo
clinica incidiu na suspeita de sindrome de Turner, concordante com o que é descrito na
literatura. Associado a casos de mosaico de sindrome de Turner, com material genético
do cromossoma Y, estd o risco aumentado de gonadoblastoma, pelo que devera ser

avaliada a necessidade de remover as gonadas disgenéticas (De Arce, Costigan et al. 1992,

Telvi, Lebbar et al. 1999, Gardner and Amor 2018).

Este resultado devera ser discutido e as implicacdes fenotipicas e reprodutivas deverdo

ser abordadas em consulta de aconselhamento genético.
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Capitulo V — Consideracdes finais
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O estagio curricular, decorrido no ano letivo 2022/2023, no Laboratdrio de Citogenética
do Hospital Pediatrico de Coimbra, permitiu o desenvolvimento de competéncias a nivel
da rotina laboratorial e interpretacéo de resultados na &rea da citogenética pos-natal.

Foi acompanhado o processo desde a cultura dos linfocitos, de sangue periférico, até a
sincronizacao do ciclo celular e manipulacdo das células, observacdo ao microscopio e
analise cromossomica.

A citogenética permite a observacdo dos cromossomas, assim como a identificacdo de
alteracfes cromossomicas estruturais equilibradas e mosaicismos de baixa expressdo, que
de outra forma nédo seriam detetados usando metodos de maior resolucdo, como o array-
CGH ou 0 MLPA. Para além de ser capaz de identificar essas alteracfes, deteta também
outros rearranjos estruturais e numéricos, até ao nivel de resolucdo de 3-5Mb, a um baixo
custo.

Apesar da citogenética convencional ndo ser o teste de primeira linha, nos casos de
perturbacdes do desenvolvimento das criancas e adolescentes, esta técnica demonstra ser
indispensdvel na caracterizagdo da alteracdo envolvida. Com uma caracterizacéo
completa das alteracBes genéticas que o individuo apresenta, é possivel avaliar riscos de
recorréncia, assim como fornecer aconselhamento genético direcionado, para geracdes
futuras.

Diversas indicacBes clinicas alertam para a necessidade de realizar um estudo
citogenético, em contexto pds-natal: amenorreia primaria/secundaria, perturbacdes no
crescimento (baixa estatura, crescimento excessivo), ambiguidade sexual, fenotipo
anormal ou dismorfismos, anomalias congeénitas, atraso do desenvolvimento ou défice
intelectual, suspeita de sindrome de delecdo/ duplicacdo ou caracteristicas clinicas
indicativas de sindrome associada a alteracdo cromossomica.

Dos casos analisados ao longo do ano letivo, a “baixa estatura” foi uma das indicagdes
clinica mais frequentes. Isto deve-se ao facto de ser uma caracteristica comum em
mulheres com sindrome de Turner, pelo que este teste se tornou o teste de primeira linha
para diagnostico da sindrome.

Os casos clinicos discutidos incluiram alteragcGes cromossémicas numeéricas (sindrome de
Down, Turner e Klinefelter), assim como alteracdes cromossomicas estruturais (delecdes,
marcadores isodicéntricos e isocromossomas) e figuras cromossémicas aberrantes,
associadas a sindrome ICF. Através do estudo dos casos clinicos apresentados, foi

possivel perceber a importancia da complementaridade das diferentes tecnicas de
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diagnostico, permitindo a aplicacdo dos tratamentos adequados aos utentes, assim como
0 seu correto seguimento.

Apesar de surgirem técnicas de diagnostico cada vez mais abrangentes, automatizadas e
com maior poder de resolucdo, a citogenética convencional, assim como a citogenética
molecular (FISH) continuam a ter uma importancia inegavel, tanto no diagnostico pre-
natal, como no diagnostico pds-natal, em casos de anomalias congénitas, défices
intelectuais, suspeitas de mosaicismo e atrasos no desenvolvimento de criangas e

adolescentes.
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