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Resumo

Este trabalho teve por objetivo demonstrar a aplicaciio das técnicas de citogenética
molecular (FISH, CGH e SKY) na resolucio de casos de anomalias estruturais e mixoploidias
que ndo puderam ser solucionados pelas técnicas de citogendtica classica, e ainda de casos
com suspeita de anomalias estruturais que nfio haviam sido comprovadas pelas mesmas
técnicas. Para isso, foram estudados 23 pacientes pertencentes a 21 famnilias, que foram
divididos em quatro grupos de acordo com a técnica de citogenética molecular a ser utilizada
para cada caso. A utilizagio das técnicas de citogendtica molecular (FISH, CGH e/ou SKY)
permitin uma caracterizagio rapida e precisa ou, a0 menos, uma interpretacio mais
aprofundada das aberragdes cromossomicas estruturais em 10 dos 11 pacientes em que a
citogenética classica ndo havia sido suficiente para a correta definicdio dos segmentos
cromossomicos envolvidos, devido 2 falta de um padrio de bandas coerentes e reconheciveis.
Além disso, permitiu a detecglio de delecdes sub-microscopias em dois dos nove pacientes
com quadro clinico sugestivo da sindrome de Wolf-Hirschhorn-SWH (deleggo do brago curto
do cromossomo 4) e afastou a hipétese de uma deleciio envolvendo o gene PAX6 em uma
familia cujo caso-indice apresenta aniridia e translocacio equilibrada. As técmicas de
citogenética molecular demonstraram ser poderosas ferramentas a serem mcorporadas & rotina
laboratorial, uma vez que permitiram uma visualizaciio mais detalhada de toda a arquitetura
gendmica, resultando na identificacéio da origem de fragmentps de origem desconhecida, da
estrutura de rearranjos cromossdmicos complexos, e de pequeﬁas alteracBes nfio reconheciveis

pela citogenética classica.



Abstract

Unbalanced chromosome rearrangements comprise about 3% of all chromosome
aberrations in newborns. Depending on the chromosome(s) involved in the rearrangement,
they may lead to growth disturbance, mental and motor retardation, congenital anomalies,
sterility and(or) disorders of gonadal function. Diagnosis is made difficult due to the fact that
classical cytogenetic studies do not allow detection of abnormalities with a DNA length of
less than 5-10Mb. In addition, chromosome rearrangements with uncommon banding
patterns, such as marker chromosomes or complex translocations involving many different

breakpoints, are a difficult task to classical cytogenetic analysis. Molecular cytogenetic

techmques (fluorescence in situ hybridisation — FISH, comparative genomic hybridisation-
CGH and spectral karyotyping-SKY) became powerful tools to fast and accurate diagnosis of
numeric and structural chromosome abnormalities. This work was carried out to demonstrate
the usefulness of molecular cytogenetics to deal with cases which could not be solved by
classical techniques. Twenty three individuals belonging to 21 families were analyzed in order
to get an accurate diagnosis of numeric and structural chromosome rearrangements (11 cases);
investigate the existence of a 4p deletion in individuals with the Wolf-Hirschhorn syndrome
{WHS) phenotype and normal karyotype; and to analyze in detail a family in which the index
case has both aniridia and a balanced translocation inherited from the father and the mother,
respectively. Molecular techniques were of great help to a precise identification or at least a
better comprehension of numeric and structural chromosome rearrangements. In addition, in
two of the nine patients with WHS phenotype a 4p16.3 deletion could be detected; in the other
cases, an analysis of another critical region in the short arm of chromosome 4 would have to
be performed. Concerning the family with both aniridia and balanced translocation, a PAX6
gene deletion was not detected with the available probes, thus indicating a greater possibility
of an intragenic mutation. This work was able to demonstrate the great applicability of
molecular cytogenetic studies in the investigation of chromosome abnormalities, specially

when preceded by a thorough clinical evaluation and a classical karyotype of good quality.
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1. Introducio

1.1. Anomalias cromossomicas

L1.1 Definicsio e Classificaciio

Anomalias cromossomicas sfo defimdas como gquaisquer alterages nos
CTOmOSSOMOS que sejam visiveis, a partir de técnicas de citogenética clissica, ou mediante
a0 emprego de técnicas de citogenética molecular utilizada (STRACHAN & READ,
2002). Podem ser anomalias constitucionais, ou seja, presentes em todas as células de um
organismo, ou anomalias somdiicas, presentes apenas em algumas células ou tecidos.
Sejam constitucionais ou somaticas, as anomalias cromossdmicas sfo classificadas em trés
categorias: anomalias numericas, que se referem a um namero anormal de cromossomos,
envolvendo ganho ou perda de cromossomos inteiros, anomalias estrufurais,
caracterizadas por alterages na estrutura de um on mais cromossomos, € mixoploidia em
que ha a presenca de duas ou mais linhagens de celulares em um mesmo individuo
(STRACHAN & READ, 2002).

1.1.1.1 Anomalias puméricas

As anomalias numéricas so subdivididas em euploidias, nas quais hi aumento ou
diminui¢iio de pelo menos um conjunio hapldide completc no genoma; aneuploidias,
definidas como ganho cu perda de um ou mais pares de cromossomos, mas nio de todos
eles, as quais representam pelo menos 3 a 4% de todas as gestaces clinicamente
reconhecidas (NUSSBAUM, 2002).

Nas aneuploidias, o aumento do nimero de cromossomos homdlogos denomina-se
polissomia, incluindo trissomias, tetrassomias, pentassoniias e assim por diante, conforme
haja trés, quatro, cinco ou mais homologos. Na auséncia de um homdlogo a célula sera
denornmada monossémica em refagio aquele cromossomo, € na ausénecia dos dois
elementos homdlogos, nulissdmica.

Entre as euploidias, por sua vez, estdo incluidas as poliploidias, em que hi ganho
de conjuntos cromossdmicos hapidides (n), como nas triploidias (3n) e tetraploidias (4n).
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A mixopioidia inchui 0 mosaicismo e o quimerismo, caracterizados pela presenga,
em um mesmo individuo, de duas cu mais linhagens celulares geneticamente diferentes.
No mosaicismo as linhagens sio derivadas de um dmico zigoto, enquanto no quimerismo
sédo provenientes de zigotos diferentes. O mosaicismo pode ser numénico (o mais comum)
ou estrutural (STRACHAN & READ, 2002).

As anomalias numeéricas sfo facilmente identificadas utilizando técnicas de
citogenética clissica, embora algumas vezes a utilizagiio das técnicas de citogenética
molecular agilizem a analise.

L.1.1.2 Anomalias estrutarais

As anomalias estruturais s#io consideradas equilibradas se nfio houver ganho nem
perda de material cromossémico; caso contrério, s3o consideradas desequilibradas. Alguns
rearranjos S0 estaveis durante as divisdes celulares (meiose e mitose); outros, no entanto,
sdo instiveis devido & falta de elementos funcionais normais, como um centrdmero

funcionante e dois teldmeros.

As anomalias estruturais equilibradas (inversdes, translocagbes reciprocas e
translocagdes robertsonianas), demonstradas na figura 1, ndio costumam acarretar efeito
fenotipico. Em alguns casos, porém, genes especificos podem ser truncados, deletados ou
inativados no rearranjo cromossdmico, levando a um fendtipo anémalo. Anomalias
estruturais equilibradas associadas a fenétipos andrmalos sdio observadas em cerca de 0,3%
dos exames realizados em laboratorios de citogenética humana, e podern estar associadas
a retardamento mental, esterilidade masculina ou feminina, quadros sindrémicos ou
anomalias congénitas isoladas (BUGGE et al, 2000).
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Trreersio Translocacie
roberfsoniana

Trandocaco

Figura 1: Anomalias estroturais equilibradas. A: Inversio, B: Translocaglio robertsoniana entre
dois cromossomas aoéniricos. C: Translocagho entre cromossomos nio homdlopos.

As anomalias estruturais desequilibradas sdo, geralmente, associadas a fenétipos
andmalos em decoméncia de ganho ou perda de material genético 1nos Cromossomos
envolvidos. SHo classificadas em duplicagbes, delegBes, insersdes, sitios frageis,
ISOCTOTIOSSOMOS, CIomossomos marcadores, em anel e dicéniricos (Figura 2).
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Figura 2: Anomalias estruturais desequilibradas. A: Delegbes termingl ¢ intersticial, cada uma
gerando um fragmento acéntrico. B: Insergdio de um fragmento de um cromossomo nfio homélogo. €:
Cromossomo em anel com dois fragmentos acniricos. D: Duplicagfio. E: Isocromossomo perado a partir do
hrago longoe do cromossomo,

Nas anomalias estruturais, diferentemente das numéricas, a identificacio dos
cromossomos ou bandas envolvidas no rearranjo ¢ freqiientemente dificuliada quando se
utilizam somente técnicas de citogendtica cléssica, devido, muitas vezes, 4 auséncia de um
padrio de bandas coerentes & reconheciveis. Por este motivo, técnicas de citogendtica
molecular estfio sendo utilizadas a fim de facilitar e agilizar sua identificagiio.

1.1.2 Origem das anemalias

1.1.2.1 Anomalias numéricas

As anomalias numéricas devem-se, mais freqientements, ac mecanismo
cromossOmico denominado ndio disjungfo, que pode ocorrer tanto na fase pré-zigdtica
(erros meibticos) quanto na pds-zigdiica (erros mitdticos). Corresponde 4 nfio separagiio
{ou segregaclio) dos cromossomos homoélogos na meiose I ou das cromatides irmés
durante sua migracic para pdlos opostos na meiose 1 ou na mitose, dando origem a duas
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¢élulas aneuploides, wma com auséneia de um cromossomo e a outra com um
cromossomo adicional.

Na fase pré-zigotica, duranie a gametogénese, a nio disjuncio pode ocorrer na
primeira ou segunda divisdo meidtica Se ocorrer na meiose I, o gameta com 0O
crornossomo extra tera um homoélogo de origem paterna e outro de origem materna. Por
outre lado, se a nfio disjungio ocorrer na meiose I, o gameta com © Cromossomo extra
tera dois homélogos com a mesma origem, paterna ou materna. Acredita-se que a causa da
segregacio imprépria dos cromossomos durante a divisdo celular seja uma falha no
emparethamento dos cromossomos na sua recombinacio em ambas.

Além da ndo disjuncdo classica, existe ainda a possibilidade da separacdo das
cromatides irm@s ocorrer prematuramente durante a meiose I, evento esse que
normalmente ocorre apenas na meiose II. As cromatides irmés separadas prematuramente
podem migrar para polos opostos na anafase I, gerando gametas com desequilibrio do
material cromossémico (THERMAN & MILLER, 2000).

Ocasionalmente, a nio disjuncio pode ocorer tanto na meiose I quanto na meiose
II, ou ainda, por acaso, simultaneamente nos gametas masculino e feminino. Isso resulta
em um zigoto com namero incomum de cromossomos, o que ¢ exiremamente raro em
CrOmOssomos autossdémicos, mas nio em cromossomos sexuais.

Embora os erros que ddo origem 4s anomalias numéricas sejam mais freqiientes na
divisdo meidtica, essas anomalias também podem surgir na fase pos-zigotica. Esses erros
mitoticos incluem a ndo disjungio das cromatides, j4 mencionada, ¢ a perda
cromossdmica, que pode ser decorrente de atraso na migracio da cromatide para um dos
polos do fuso durante a andfase, ou ainda de aberracdes estruturais que impecam a
viabilidade do cromossomo afetado. Se um desses eventos ocorrer em uma das primeiras
divisGes mitdticas do embrifio, o mosaicismo devers estar presente em todos os tecidos do
organismo. Entretanto, se ocorrer em fase mais tardia, apés o surgimento dos trés folhetos
embriondrios, a linhagem celular andmala podera ficar restrita a derivados de um vmico
folheto.

1.1.2.2 Anomalias estruturais

As anomalias estruturais surgem quando quebras cromossdmicas, devidas a dano
no DNA por agentes clastogénicos quimicos, fisicos ou infecciosos, ou pelo mau

fimcionamento do sistema de recombinagfio, sio reparadas incorretamente.

16



Os pontos de quebras que levam a rearranjos cromossémicos podem ocorrer em
todo o genoma porém s3c mais freqiientes nas regides pericentroméricas e
subtelomeéricas, que s&o ricas em pequeno namero de copias repetidas (fow-copy repeats,
LCRs). As LCRs sdo seqiiéncias repetidas com orientacéio direta ou invertida, de tamanho
de 10 a 500 Kb e com mais de 95% de similaridade Estfio presentes em 5 a 10% do
genoma humano em diferentes cromossomos e com freqiténcias diferentes. Ha indicaces
de que a maioria das recombinagdes homoélogas ndo alélicas (recombinagBes desiguais,
RDs) ocorrem principalmente nas regides das LCRs, o que sugere que os rearranjos
cromossdmicos ndo sdo aleatérios, mas sim resultado de uma predisposicio determinada
pela presenca dessas repeticBes. Acredita-se que as LCRs gerem uma instabilidade
gendmica, induzindo a formagio de delecBes, duplicagdes, inversdes, isocromossomos,
cromossomos marcadores e translocacdes (LUPSKI, 1998; SHAFFER & LUPSKI, 2000;
EMANUEL & SHAIKH, 2001; STANKIEWICZ & LUPSKI, 2002a; STANKIEWICZ &
LUPSKI, 2002b; STANKIEWICZ ef al.,2003; SHAW & LUPSKI, 2004).

Segundo SHAFFER & LUPSKI (2000), WANDSTRAT & SCHARTZ (2000),
EMANUEL & SHAIKH (2001) e STANKIEWICZ & LUPSKI (2002a), essas anomalias
cromossémicas teriam origem em trés formas de rearranjo baseadas nas LCRs:
intercromossdmica, intracromossémica e intracromatide. O rearranjo intercromossdmico
resultaria do emparelhamento desigual nas LCRs seguido de crossing over entre
cromossomos homoélogos ou nfo; no intracromossdmico, o enparethamento desigual
ocorreria enire cromatides irmds, e no intracromatide entre as LCRs na mesma cromatide.
Em todas essas situagOes, o emparethamento desigual daria origem & duplicacdio, delecao
e inverséo, dependendo da orientacfio das LCRs.

Caso o emparelhamento desigual ocorresse entre LCRs com orientagfo direta, por
exemplo, teriamos, nos rearranjos inter e intracromossomais, duplicacio e delecio (Figura
3a e 3d), e caso ocorresse entre LCRs com sentido invertido haveria inversio com as trés
formas de rearranjo (Figura 3b, 3e e 3h). Um rearranjo intercromatide decorrente de
emparelhamento desigual com orientacfio direta levaria, por sua vez, ao surgimento de
delecbes e cromossomos marcadores {Figura 3g). Se a forma infercromossdmica ocorresse
entre cromossomos diferentes, daria origem a translocagdio reciproca desde que os
cromossomos estivessem  alinhados (Figura 3a); ocormrendo enire C¢romossomos

acrocéntricos, teriamos uma translocagfo robertsoniana
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As LCRs podem ainda emparelhar-se de forma complexa, dando origem a
delegBes, duplicagBes, inversdes e a cromossomos marcadores (Figura 3¢, 3f e 3i}. Nota-
se, ainda, a formacfio de fragmentos dicBntricos de duplicacho invertida, denominados inv
dup, muito freqiientes nos cromossomos 15 e 22, cuja formagio resulta de RD inter ou
ntracromossdmica entre LCRs invertidas (Figura 3c e 3e).

- Intercromossomais { Infracromossomais Intercromatides
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Figura 3: Represeninglio esquemdética de recombinagles desipuais entre seqiéneias de pequeno
ndmero de cdpias repetidas {LCRs) {(adaptado de STANKIEWICZ & LUPSKI, 2002a). (2): anparelhamento
de cromossomos homdélogos ou nfo de forma direta, (&) emparelhaments de cromossomos homdlogos on
ndo de forma invertida, (¢) emparcthamento de cromossomos homsdlogos ou nio de forma complexa, {d)
emparelhamento entre cromitides irmdis de forma direta, (¢) emparelhamento enire cromatides irmis de
forma imvertida, {f) emparelhamento de crométides irmas de forma complexa, {g) emparelhamento de LORs
dentro de uma mesma croméatide de forma direta, (h) emparethamento de LCRs dentro de uma mesma

crométide de forma invertida e (i) emparelhamento de £.CRs dentro de umz mesma cromatide de forma
complexa.

Além das formas j& mencionadas, as delegbes também podem surgir por meio de
uma (nica quebra na regific terminal de um determinado Crormossomo muitas vezes
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encoberta por repeticdes teloméricas (TTAGGG)n como resultado de uma translocaciio
critica envolvendo regides subteloméricas, o que € muito comum, ou ainda por acio da
telomerase para evitar a instabilidade cromossdmica, um fendmeno denominado captura
telomérica (THERMAN & MILLER, 2000). As deleges podem surgir, ainda, a partir de
duas quebras no mesmo brago de cromossomo, dando origem a uma deficiéncia intercalar
¢ um segmento acéntrico, que se perde durante a divisdo celular; ou ainda por segregagiio
anormal na meiose de um portador de uma translocacfio equilibrada ou de uma invers3o.
As delegGes, portanto, podem ser terminais ou intersticiais.

Assim como a delecfio, as duplicagBes também podem ser originadas a partir da
segregacdo anormal de uma translocagfio equilibrada ou de uma inversdo. Por sua vez, as
inversdes surgem quando duas quebras ocorrem no mesmo CIOMOSSOMO € O Segmento
entre as quebras € reconstituido de forma invertida o que, como ja foi visto, pode ser
decorrente de emparelhamento desigual entre LCRs com orientagfio invertida. Ha dois
tipos de mversdes: as paracéntricas (sem envolver o centrdmero) e as pericéntricas {que
incluem o centrémero).

Os cromossomos em anel formam-se quando um cromossomo sofre duas quebras,
pericéntricas ou paracéntricas, e as extremidades fraturadas do cromossomo se unem em
forma de um anel, ou, como ja foi mencionado, quando ha RD entre LCRs de uma mesma
cromatide, formando um cromossomo em anel acéntrico (Figura 3g). Se a quebra for
pericéntrica, formar-se-4 um cromossomo em anel contendo um centrémero, podendo ser
mitoticamente estavel; se for paracéntrica, ou seja, sem a presenca de um centromero, ele
se perdera durante a divisio celular.

Em relaclio aos isocromossomos, embora sua origem ainda nio seja bem
esclarecida, existem dois possiveis mecanismos. O primeiro seria a divisio andémala do
cenirdbmero durante a divisfo celular, levando a uma separagfio transversal, e nfo
longitudinal, dos elementos centroméricos. Isso provocaria a separagio dos dois bragos
cromossdémicos ao invés das cromatides irmés. O outro, e possivelmente mais comum,
seria por translocagdo envolvendo o braco de um cromossomo e seu homoélogo (ou
cromatide irmd) na regifo pericentromérica (SHAFFER & LUPSKI, 2000).

O mats comum dos isocromossomos ¢ aquele formado a partir do brago longo do
cromossomo X, cuja freqiiéncia em seres humanos é de 1:13.000 individuos (SHAFFER
& LUPSKI, 2000). Devido a sua inativacio preferencial, sio evitados efeitos de dosagem

geénica anormal; por outro lado, a haploinsuficiéncia de genes presentes no brago curto do
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cromossomo X e que escapam 3 inativagiio determina o fendtipo da sindrome de Tumer.
Os isocromossomos de brago fongo do cromossomo X s8o, em sua maioria, dicéntricos,
com pontos de quebra mapeados na regifio Xp11.21, na qual h& vanas LCRs. A possivel
explicacfio para sua origem seria por meio de um mecanismo de reunidio em formade U
entre as oromatides imis ou entre cromossomos homodlogos, ou através do
emparethamento desigual enre LCRs com sentido invertido (STANKIEWICZ &
LUPSKIL 2002a). No entanto, acredita-se que o mecanismo em forma de U seja o mais
comum; essa hipbtese baseia-se em estudos realizados com marcadores genéticos que
permitiram a observagio de homozigose dos mesmos ao loago dos bragos longos do
cromossomo X que constituem o isocromossomo (SHAFFER & LUPSKI, 2000).

Outros isocromossomos fregaentemente observados so os formados a partir de
Cromossomos  acrocéntricos, mcluindo o Y, pois a auséncia do brago curto desses
cromossomos ndo afeta sua viabilidade (THERMAN & MILLER, 2000). Nesses casos, a
origem dos isocromossomos “de novo™ pode ser tanto patema quanto materna na mesma
proporgdo, com excegdio, logicamente, dos derivados de Y. Entretanto, 0s 1Socromossomos
derivados de autossomos que surgem por meio de translocagdes robertsonianas s&o quase
que exclusivamente de origem materna Embora exista a hipotese de que a maioria dos
isocromossomos seja de origem pos-zigdtica, alguns pesquisadores acreditam que sejam
formados a partir de uma recombinagic durante a meiose. De acordo com essa Gltima
hipétese, os isocromossomos originar-se-iam por um mecanismo de reunidio em forma de
U entre as crométides irmds na porglio proximal do braco curto ou dentro da regifio
centromeérica que contém DNA o satélite, o que levaria 4 formacdo de isocromossomos
dicéntricos ou monocéntricos, respectivamente (SHAFFER & LUPSKI, 2000).

No caso dos cromossomos marcadores, eles aparecem com maior frequéncia em
mosaico ¢ hi uma proporgéo relativamente alta de derivados dos cromossomos 15, 22 e X.
Curiosamente, alguns cromossomos marcadores nfo apresentam seqiiéncias de DNA
centromerico identificdvers, o que deveria torna-los instiveis. No entanto, eles possuem
fragmentos de bragos cromossémicos que, geralmente, estavam a uma pequena distincia
do centrdmerc normal e que inexplicaveimente adquirem atividade centromérica
(THERMAN & MILLER, 2000).

A origem da maioria dos cromossomos marcadores (CMs) ¢ ainda indefinida.
Entretanto, no caso especial dos CMs derivados do cromossomo 15, estudos tém revelado
que esie cromossomo possui varias regifes de LCRs (LCRIS -BP1, LCR1S -BP2,
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LCRIS -BP3 ¢ LCRIS -BP4) que seriam resporsévess pelos imimeros reatranjos que
dariam origem a essas anomalias estruturais (STANKIEWICZ & LUPSKI, 2002a)
(Figura 4).

O emparethamento desigual nessas regides, seguido de crossing over enire
cromossomos homdlogos, croméitides irmés ou em uma mesma cromatide, seria a causa
da presenca de uma variedade de tamanhos desses marcadores. Assim, dependendo da
quantidade de sucromatina envolvida, os CMs poderiam envolver regies importantes,
como 15q11-g13 (associada &s sindromes de Prader-Willi e Angelman) ou regifes sem
importéncia quanto 4 expressio fenotipica. Desse modo, tanto podem estar associados a
fendtipos normais quanto a quadros que incluem retardo do desenvolvimento
nearopsicomotor, hipotonia, anomalias congénitas, distirbios de comportamenio e
convulsdes. Alm disso, tem sido detectada uma frequiéncia alta de CMs derivados do
cromossomo IS5 entre homens com oligo ou arzoospermia (WANDSTRAT &
SCHWARTZ, 2000; YONGGANG er al, 2000 EGGERMANN et al, 2002). O
tromossomo 13 possui, ainda, vérios genes que sofrem imprinting, © que aumenta o risco
de surgimenio de anomalias decomrentes de dissomnias uniparentais (SHAFFER &
LUPSKI, 2000; EGGERMANN eral 2002},

tromossome 15

Figura 4: Localizagio das LCRs no cromossome 13,
TEL: Telbmero; RON: Regifio organizadora de nuckéolo, CEN: Centrdmero; LCR: Pequeno
ntmere de oopias repetidas; BP: Breakpoint {Ponto de quebra)

Uma das formas mais comuns de CMs & o inv dup (15), que compreende cerca de
50% de todos 0§ CMs (WANDSTRAT & SCHWARTZ, 2000; EGGERMANN ef al.,
2002). Esse cromossomo marcador ¢ comumenie classificado como grande ou pequeno,
baseado no seu tamanho e na presenga ou na auséneia dos loci responsiveis pelas
sindromes de Prader Willi e/ou Angelman (SPW/SA). O primeiro grupo possui a regifio
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critica responsdvel pelas SPW/SA (15q11-q13), dois satdlites e pode ser mono ou
dicéntrico. O outro grupo nfio possui a regiio critica responsdvel pela SPW/SA
(SHAFFER & LUPSKI, 2000; SHIM et af, 2001). Tanto no primeiro quanio no segundo
grupo, a maioria dos inv dup (15) ¢ dicdnirico com um dos centrémeros inativo, ou seja,
pseudodicéntrico (psu dic). Os portadores de inv dup (15) pequeno possuem, geralmente,
fendtipo normal. Entretanto, ocasionalmente, esse cromossomo marcador extra tem sido
descrito com fendtipos semelhantes & SPW/SA. Isso pode ser resuliado de dissomia
uniparental de dois cromossomos 15 moriologicamente normais ou de delegio de um dos
cromossomos homélogos (SHIM e al, 2001). J4 o primeiro grupo, que possui regifio
critica responsdvel pelas SPW/SA, esta associado a fendtipos clinicos que incluem retardo
mental e de crescimento, convulses e dismorfismos,

Quanto & formaglio desse tipo de CM, o inv dup {15) origina-se por meio de
emparelhamenio desigual inter ou intracromossémico entre LCRs invertidas seguido de
crossing over, como visto anteriormente. (YONGGANG ez af, 2000; STANKIEWICZ &
LUPSKI, 2002a) (Figura 5). As quebras cromossbmicas no cromossomo 15 para dar
origem 2o inv dup (15) pequeno podem ocorrer em dois pontos em igual freqhidncia, que
s80 os pontos de gquebra proximais ao centrdmero. J4 os inv dup {15) grandes originam-se
a partir de pontos de gquebra distais ao centrdmero (SHAFFER & LUPSKI, 2000;
WANDSTRAT &SCHWARTZ, 2000).

CEN RON

inv dup (15) inv dup (15) |

A B

Figrara 5: Esquema da formacio do inv dup {15) supranumerério, psendodictntrico e bissstelitado. Forma
A inv dup (15) pequeno que néio apresenta regifo de eucromating clinicamente significativa, podendo ser
compativel com fendtipt normal. Forma B inv dup {15) grande que possui vegifio de eucromatina

clinicamente significativa, levando a retardo mental e anomalias congénitas.
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CEN = centrémero e RON = regifio organizadora de nucléolo.

1.1.3. Incidéncia das anomalias cromossémicas

Estima-se que 15% das gestagdes reconhecidas clinicamente terminam em aborto
esponténeo antes da 20" semana de gestagfo; em aproximadamente metade dos casos
(47.9%) ha anomalias cromossdmicas detectaveis (THERMAN & MILLER, 2000;
ROBINSON er al, 2001). Entre as anomalias cromossdmicas encontradas as mais comuns
sdo as anomalias numéricas, em particular as trissomias (aproximadamente 30% do total
de perdas), seguidas pela monossomia de cromossomos sexuais (10%) (ROBINSON et
al., 2001). Entre as trissomias destacam-se as autossdmicas, envolvendo oS Cromossomos
13, 14, 15, 16, 21 & 22 (RUBIO et al, 2003).

No entanto, a freqiéncia de anomalias especificas depende da idade materna na
casuistica estudada. De fato, a freqiiéncia das trissomias aumnenta consideravelmente com
o aumento da idade materna, o que ji ndo se observa em relacio 4 monossomia de
cromossomos sexuals € as poliploidias, cuja freqaéneia é semelhante 2 do caridtipo 45,.X
(10%) (ROBINSON er al, 2001). Além disso, com o aumento da idade gestacional a
freqiéneia de anomalias cromossémicas tende a diminuir, de tal forma que s#o
encontradas em aproximadamente 6% dos natimortos e em 0.6% dos nativivos, como tem
ocorrido para a maioria das trissomias (RUBIO ez al, 2003).

A incidéncia de anomalias cromossémicas em neonatos é de aproximadamente 1
em 160 nascimentos (0,7%) (NUSSBAUM, 2002). Estima-se que a incidéncia em recém-
nascidos das trissomias mais freqiientes, dos cromossomos 21, 18 e 13, seja 1750, 16000
¢ 1712000, respectivamente (THERMAN & MILLER, 2000). Quanto & sindrome de
Turner (45,X), anomalia isolada mais comumente observada em abortos espontineos, esta
corresponde a menos de 1% dos nativivos cromossomicamente anormais. Ja as demais
aneuploidias de cromossomos sexuais sio mumito comuns entre  nativivos
cromossomicamente anormais (3 em cada 10) e mais raras entre os abortos com
aberragdes cromossémicas (4/750) (NUSSBAUM, 2002).

Quanto &s anomalias estruturais, os rearranjos equilibrados sfio encontrados em
1:500 individuos na populagfio, enquanto que os rearranjos desequilibrados correspondem
a 3% de todas as anomalias cromossémicas encontradas em nativivos (SHAFFER &
LUPSKI, 2000,
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Entre as anomalias estruturais desequilibradas, vale ressaltar a freqiiéncia dos
cromossomos marcadores de 0,14 a 0,72/ 1000 nascimentos (WANDSTRAT &
SCHWARTZ, 2000; EGGERMANN er al, 2002; YARON et al,, 2003). Como ja foi dito,
em metade desses casos o marcador ¢ derivado do cromossomo 15 (COCKWELL ef al.
2001; EGGERMANN er ai, 2002), e sua forma mais comum ¢ cromossomo de
duplicacdo invertida, ou seja, inv dup (15) (SHAFFER & LUPSKI, 2000: WANDSTRAT
& SCHWARTZ, 2000). Também ¢ elevada a fregiéncia de marcadores derivados de
cromossomos sexuais (NUSSBAUM et al, 2002).

L2. Fendtipos associados ias anomalias cromossémicas

As aneuploidias s@o, sem diivida, as anomalias cromossémicas mais significativas
em termos clinicos, e estdo associadas a distirbios de crescimento, retardo mental e(ou)
neuromotor ¢ anomahas congénitas. As aneuploidias autossOmicas mais freqiientes em
nativivos sdo as frissomias dos cromosomos 13, 18 ¢ 21, porém apenas a trissomia do 21 é
compativel com uma sobrevida longa na grande maioria dos casos.

Enquanto que a maioria das aneuploidias autossémicas determina desequilibrios
do material genético incompativeis com a sobrevivéncia do embrifio, as aneuploidias dos
CTomossomos sexuais t€m expresséo fenotipica bem menos grave, o que as toma muito
mais freqiientes. Entre elas estfo as trissomias 47,XXX, 47.XXY e 47.XYY ¢ a
monossomia do X (45,X); clinicamente, manifestam-se principalmente por esterilidade ¢
por distlirbios da funcfio gonadal e do crescimento.

Quanto 4s anomalias estruturais, a expressio clinica depende de haver ou ndo
desequilibrio do material genético. As anomalias estruturais equilibradas geralmente ndo
determinam qualquer efeito fenotipico em seus portadores. Em alguns casos, porém, genes
especificos envolvidos pa alteragdo estrutural sdo truncados, deletados ou inativados,
levando, assim, a retardamento mental, esterilidade, quadros sindrémicos ou anomalias
isoladas (TOMMERUP, 1993; COLLINS, 1995; WIRTH er al, 1999; BUGGE et al.,
2000).

O grande risco representado pelas anomalias estruturais equilibradas refere-se
geracdo seguinte, pois seus portadores produzem gametas desequilibrados em proporgio
elevada e, por este motivo, 1ém maior possibilidade de ter uma prole anormal. Quanto as

anomalias desequilibradas, o fendtipo anormal deve-se ao efeito de dosagem do material
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genético a mais ou a menos. Nesses casos, as manifestagdes clinicas mais freqlientemente
observadas envolvendo cromossomos autossomos sio retardo de crescimento intra-uterino
e pds-natal; sinais dismorficos, especialmente de face, membros e genitais; malformagGes
multiplas; retardamento neuropsicomotor e, principalmente, deficiéncia mental. J4 nas
anomalias estruturais desequilibradas envolvendo cromossomos sexuais, as manifestagdes
clinicas, 4 semelhanca do que ocorre com as aneuploidias, s3o menos graves; destacam-se

os distarbios da fungio gonadal e do crescimento (alta ou baixa estatura).

1.3. Analise clissica do cari6tipo humano

Estudos de rotina com a utilizagio de técnicas de citogenética classica,
especialmente a técnica de bandamento G, permitem detectar tanto anomalias numéricas
quanto estruturais. Entretanto, alteracSes envolvendo menos do que 5-10 Mb de DNA sio
dificels ou impossiveis de serem identificadas por esta técnica, principalmente se os
cromossomos analisados nfo forem profasicos ou prometafisicos, ou sgja, se nio
apresentarem distensdo ao nivel de 500 a 2000 bandas. Em alguns casos, mesmo as
técnicas de distensdo cromossOmica nfio permitem um diagnéstico citogenético pelas
téenicas classicas. Além disso, rearranjos cromossOmicos com padrdes de bandas
Incomuns, tais como cromossomos marcadores ou translocagdes complexas envolvendo
muitos pontos de quebra, sdo de dificil interpretagdo. Finalmente, o nimero de metafases
para analise toma-se um fator limitante para detecclio de linhagens em mosaico
(KEARNEY, 2001; TANEMURA ef al., 2001).

Apesar de todas essas desvantagens, ainda assim a andlise classica ¢ de extrema
importancia por permitir uma avaliagfio geral dos cromossomos humanos de modo simples
¢ barato. Além disso, sua associagdo com o estudo do quadro clinico do paciente pode
direcionar a investigacdio para a utilizacio de técnicas de citogenética molecular mais

apropriada ao caso, possibilitando um diagnéstico mais répido e preciso.
L4. Técnicas de citogenética molecular
As técnicas de citogenética molecular baseadas em hibridagdo in sifu por

fluorescéncia (fluorescence in sity hybridisation-FISH) tornaram-se poderosas ferramentas

para o diagnostico répido e preciso de anomalias cromossdmicas numéricas e estruturais.




Apds a técnica de FISH, a hibridacdio gendmica comparativa (comparative genomic
hybridisation-CGH) e a cariotipagem espectral (spectral karyoryping-SKY) surgiram,
consecutivamente, com a finalidade de facilitar cada vez mais a identificacdo de anomalias
cromossémicas e de sanar as dificuldades que cada uma delas apresenta em casos
especificos. Dessa forma, em alguns casos elas se tornaram ferramentas diagndsticas

complementares.

1.4.1. FISH

Esta técnica baseia-se na capacidade de hibridacfio de sondas de DNA marcado
por fluorescéncia as seqiincias que thes sf3o complementares no DNA gendmico,
permitindo que elas sejam visualizadas e analisadas, Essas sondas, que sfo altamente
especificas para seus alvos, podem ser utilizadas para o estudo de um sitio especifico no
Cromossomo, ou mesmo para a identificacdio de um cromossomo inteiro. Podem ser
classificadas em quatro tipos principais: as sondas especificas para um determinado gene,
as que identificam segtiéncias repetitivas, as sondas de “pintura” cromossdmica e aquelas
que identificam todo um DNA gendmico.

O pnmeiro tipo de sonda tem como alvo seqiiéncias especificas de um
cromossomo. Essas sequéncias sdo clonadas em uma variedade de vetores tais como
plasmideos (1-10Kb), cosmideos (30-40Kb) e vetores maiores como Bacterial artificial
chromosome (BAC), yeast artificial chromosome (YAC) e Pl-derived artificial
chromosome (PAC) (80Kb-1Mb). Tais sondas sfo tteis no estudo de delegSes e sindromes
de microdelecSes e para analise de translocacgles, inversdes e duplicagdes especificas
(McNEIL & RIED, 2000).

As sondas especificas para seqiiéncias repetitivas ligam-se a regibes ricas em
determmadas repetigdes de pares de bases, como os centrOmeros, ricos em repetigdes AT
em tandem, e os teldmeros, reconhecidos pelas sequiéncias repetidas curtas TTAGGG. As
sondas centroméricas sdo aplicadas na identificagdo de cromossomos supranumerarios de
onigem indefinida em metafases e na pesquisa de anomalias cromossémicas numéricas em
nlcleos interfasicos. Por sua vez, as sondas teloméricas e subteloméricas sdo geralmente
utilizadas na identificacdo de translocacles cromossmicas criticas, tais como aguelas que
ocorrem em casos de retardo mental de causa desconhecida (McNEIL & RIED, 2000).
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As sondas de “pintura” cromossbmica (whole-chromosome painting-WCPs) sfo
sondas complexas derivadas de um {nico tipo de cromossomo; entre elas encontram-se as
“pinturas” especificas para um brago cromossdmico (chromosome arm-specific paints).
Essas sondas so muito Uteis no esclarecimento de rearranjos cromossdmicos nUMeEricos e
estruturais em células em metafase. Entretanto, nfo t8m utilidade na analise de nicleos
interfasicos (McNEIL & RIED, 2000).

Finalmente, as sondas que identificam todo um DNA gendmico (whole-genomic
DNA) detectam ganhos e perdas de material gendémico e sfio usadas para a técnica de
CGH, que sera apresentada adiante (McNEIL & RIED, 2000).

Embora seja muito eficaz na detecciio de alteracdes cromossdmicas sutis, o
emprego da técnica de FISH exige o conhecimento prévio da provavel localizagio da
regido envolvida na anomalia para que seja utilizada a sonda mais adequada, o que nem
sempre € possivel. Outro problema dificil de ser solucionado por essa técnica é a
identificacio de cromossomos marcadores, que geralmente nfic possuem padrdes de
bandas reconheciveis. Nesses casos, a saida seria a utilizacio de WCPs, o que implicaria

em gasto de tempo, reagentes e do material biolégico do paciente.

142 CGH

Essa técnica consiste, inicialmente, em marcar todo 0 DNA gendmico do paciente
e de um individuo controle normal, cada um com uma cor diferente. Em seguida, as duas
solucSes sdo misturadas e hibridadas em uma lamina contendo metafases de outro controle
normal. Nessa l&mina, as duas sondas irfio competir pela mesma regido; as regides de
desequilibrio serdio detectadas pela diferenca no indice de cores, que por sua vez serda
quantificada por um sofiware por meio de graficos representando cada cromossomo e
indicando, assim, ganho ou perda de material gendémico de no minimo 10Mb.

Essa técnica tem sido muito til nfio apenas para identificar a origem de rearranjos
cromossomicos desequilibrados e segmentos cromossémicos de origem desconhecida mas
também para detectar microdelecdes e duplicagdes dificeis de serem identificadas pelas
técnicas convencionais (NESS er al., 2002). Além disso, ¢ de grande utilidade na deteccéio
de ganhos e perdas em regides teloméricas (RIGOLA er al,, 2002).
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Apesar de todas essas vantagens, a CGH ¢ uma técnica muito trabalhosa e nfio tem
sensibilidade para deteccio de pequenas anomalias estruturais desequilibradas: além disso,

¢ incapaz de detectar rearranjos equilibrados (BAY ANI & SQUIRE, 2001)
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1.4.3.SKY

A técnica de SKY ¢ baseada na hibnidacfo simultdnea de um “coquetel” de 24
sondas cromossomo-especificas gerado a partir da combinagio de cinco fluorocromos
espectralmente distintos; dessa maneira, cada cromossomo possul uma unica “assinatura”
espectral.

A imagem espectral é adquinda pela combinacio de um microscopio de
fluorescéncia, um espectroscopio Fourier € uma cimera com dispositivo de carga acoplada
(charge coupled device - CCD). Assim, com uma simples emissdo de luz numa imagem
inteira ¢ criada uma imagem espectral devida a produgfio de um interferograma para cada
pixel que ¢ especifico para cada fluorocromo ou combinacdo de fluorocromos. Com base
nessa imagem espectral criada, cada cromossomo ¢ identificado pela emissfio de pixels
provenientes de todas as regides cromossOmicas que sZo medidos por um programa de
computador (SCHROCK et al.,1997; HADDAD et al., 1998; BAYANI & SQUIRE, 2001;
BAYANI & SQUIRE, 2002).

Dessa maneira, podem ser visualizados todos 0s cromossomos em um {mico
experimento, ¢ a sensibilidade na detec¢io de anomalias cromossémicas €, segundo
SCHROCK er al. (1997), HADDAD et ol (1998) e FAN ef al(2000), da ordem de 1 a
2Mb. Com isso, essa técnica tem sido muito (il para identificacio de anomalias
cromossOmicas estruturais, principalmente translocagbes (equilibradas e desequilibradas),

Inser¢des e Cromossomos SUpTanumerarios.

LS. Indicacdes para analise cromossomica utilizando técnicas de

citogenética molecular

A técnica de FISH tem sido aplicada na identificac8o de anomalias cromossdmicas
associadas a fenotipos andmalos, tais como delegdes, duplicagdes ou franslocacdes; na
determinacdo da origem de cromossomos marcadores a partir de uma correlagfio gendtipo-
fen6tipo que permita direcionar a analise para determinados cromossomos; na busca de
anomalias especificas em micleos interfsicos quando ndo houver metafases disponiveis
para analise; no monitoramento da progressio de doengas, como nos casos de pacientes
com cancer sob tratamento; e no monitoramento do sucesso de transplantes de medula

dssea (KEARNEY, 2001).
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Por sua vez, a técnica de CGH ¢ altamente 1til nfo apenas na identificacio de
rearranjos cromossdmicos desequilibrados, mas também para identificar delecdes,
duplicacBes, amplificacBes, cromossomos marcadores e até mesmo mosaicismo, quando
as anomalias aparecerem, no minimo, em mais do que 50% das metafases (NESS ef al,
2002). Finalmente, a técnmica de SKY & apropriada para identificacio de anomalias
cromossdmicas sutis, tais como translocacdes envolvendo regides teloméricas,
cromossomos marcadores pequenos e outras anomalias complexas, como amplificactes
(McNEIL & RIED, 2000; TRASK, 2002).

No ambito das pesquisas cientificas, essas técnicas tém auxiliado no mapeamento
de genes (FISH); na identificagio de novas anomalias ndo aleatérias (FISH e SKY); na
identificacdio de regides de amplificacfio e delegdo (CGH); na identificacio de pontos de
quebras em translocacBes; na caracterizagdo de regides comumente deletadas (M-FISH);
na determinagio do envolvimento de linhagens celulares de células clonais (Imuno-FISH);
na avaliagio da expresso génica em bases de célula por célula (FISH); no estudo da
organizago cromossémica em trés dimensdes nos nicleos interfasicos; e, finalmente, na

avaliacfio do processo de encurtamento de teldmeros (FISH) (KEARNEY, 2001).

L6. Importincia de um diagnéstico rapido e preciso

A presenca de determinadas alteracdes cromossdmicas pode ser responsavel pelo
aumenio consideravel do risco de desenvolvimento de cancer. E o caso de pacientes com
distarbios da diferenciagio gonadal, incluindo a sindrome de Turmer, a disgenesia gonadal
mista e casos de ambigiudade genital com anomalias estruturais do cromossomo Y, em
que o risco de desenvolvimento de tumores gonadais, como gonadoblastoma e
disgerminoma, pode chegar a 30%. O diagnédstico rapido e preciso &, portanto,
fundamental para a indicagio de gonadectomia profilatica nesses casos (ABULHASAN ef
al; 1999; GIBBONS er al1999; FERNANDEZ-GARCIA er al, 2000; RANKE &
SAENGER, 2001; KIM et al., 2002; ALVAREZ-NAVA et al, 2003; CANTO et.al,
2004a; CANTO et al, 2004b; ROPKE et al, 2004).

Outro exemplo ¢ o da sindrome de genes contiguos WAGR (tumor de Wilms,
Anindia, anomalias Genito-urinarias e Retardamento mental), decorrente de microdelecio
da regifo 11pl3, em que € alto o risco de ocorréncia de nefroblastoma e nefropatia com

insuficiéncia renal progressiva. Nesses casos, ¢ essencial o cuidadoso acompanhamento
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clinico e laboratorial (CROLLA ef al., 1997; JR. LLERENA er al, 2000; CROLLA &
HEYNINGEN, 2002; MUTQ et al, 2002).

Logicamente, em todas as outras situagdes em que estd indicada a analise
cromossdmica, e ndo apenas naquelas associadas a risco de surgimento de neoplasias, a
obtencdo de um diagnéstico citogenético preciso por meio das técnicas de citogenética
molecular permite o estabelecimento do prognéstico individual e fornece subsidios para o
aconselhamento genético da familia.

E o caso, por exemplo, entre vérias condigdes da sindrome de Wolf-Hirschhorn,
determinada por delegiio do bragco curto do cromossomo 4 e caracterizada clinicamente
por retardo mental grave, microcefalia, deficiéncia de crescimento, dismorfismos faciais e
anomalias esqueléticas, entre outras (MARCELIS, ef al, 2001; SYRROU, er al, 2001;
ZANKL, et al,2001; ZOLLINO et al., 2003). Microdelecdes envolvendo a regifio 4p16.3,
responsavel pelo fendtipo andmalo, podem ser imperceptiveis na analise cromossdmica
convencional. O diagndstico preciso por meio das técnicas moleculares permite o
estabelecimento do prognostico do paciente, tanto no que se refere a investigacfio de
anomalias associadas quanto ao estabelecimento de terapias de apoio para minimizar o
retardo neuropsicomotor. Além disso, o risco de recorréncia familiar podera ser
estabelecido na medida em que houver uma defini¢io sobre a origem, herdada ou nfo

herdada, da anomalia estrutural.
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II. Objetivo

I1.1. Objetive Geral

Demonstrar a aplicaciio das técmicas de citogenética molecular (FISH, CGH e SKY)
na resolucdo de casos que ndo puderam ser solucionados pelas técnicas citogeneticas

classicas.

I1.2. Objetivos Especificos

Obter o diagnéstico preciso de rearranjos cromossémicos estruturais e mixoploidias.

Investigar a presenga de microdelecio do brago curto do cromossomo 4 em individuos
com quadro clinico sugestivo da sindrome de Wolf-Hirschbom cujo exame de cariotipo
classico teve resultado normal.

Analisar detathadamente uma familia em que hi coincidéncia, no propésito, de

aniridia e translocagio equilibrada herdadas pelo lado paterno e materno, respectivamente.
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HI1. Material e Métodos

1.1, Casuistica

A casuistica foi composta por 23 pacientes cujos exames de caridtipo, realizados por
meio da anahse ¢itogenetica clissica com bandamento G e resolugiio de 500 a 600 bandas no
Laboratério de Citogendtica Humana (LCH) do Departamento de Genética Médica da
UNICAMP, niio haviam sido suficientes para que se chegasse a um diagndstico definitivo.

A anilise citogenética molecular {técnicas de FISH e SKY) foi realizada no
Cytogenetics Cancer Core, University of Colorado Health Sciences Center sob supervisio da
Profa. Dra. Marileila Varella Garcia. Por sua vez, a iécnica de CGH foi realizada no
Laboratéric de Citogenética do Instituto de Oncologia Pediatrica na UNIFESP sob a
supervisdo das Profas. Dras. Silvia Regina C. Toledo e Maisa Yashimoto.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP (parecer projeto 028/2002) e os dados foram coletados durante o
periodo de julho de 2003 a setembro de 2004, O sigilo das informagdes foi obtido mediante a
criagio de um nimerc para a identificagio de cada um dos pacientes, preservando sua
privacidade, conforme as norras da Declaragio de Helsinque.

Para a definicio da técnica de citogenética molecular a ser utilizada em cada caso
0s pacientes foram divididos em quatro grupos.

Grupo A: pacientes com anomalias cromossdmicas numeéricas ou estruturais sem
indicagio clinica dofs) cromossomod(s) envolvido(s) (Tabela 1).

Grupo B: pacientes com anomalias cromossdmicas mixopldides com indicagiio
clinica do(s) provivel(is) cromossomo(s) envolvido(s) (Tabela 2).

Grupo C: pacientes com cariétipo aparentemente normal, porém com sinais
clinicos sugestivos da sindrome de Wolf-Hirschhom (delegio do brago curto do
cromossomo 4) (Tabela 3).

Grupo D familia em que o probando apresenta aniridia isolada herdada pelo lado
paterno, e uma translocacdo reciproca equilibrada herdada da mie (Tabels 4).
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Tabela 1: Descrighio dos achados citogenéticos e das caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no grupo A

Paciente Idade | Candtipo por Banda G Principats caracieristicas clitcas
Al 22a 47 XY +mar{ 50] Criptorquidia ¢ dificuldade de reprodugiio
A2 Sa | 4630 add(3) (p22.3)16) Atraso no DNPM
Anomaiias congénitas miitiplas (cardiopatia, fssura

A3 10a 47 +marf1] . - .

XX ] palating ¢ apodices pré-auriculares)
Ad 8a | 46 XY ms(1 1;2¥pl 1;016] Atrase no DNPM e hiperatividade
AS ia 46, XX add(9Kp24){16] Atraso no DNPM

. . Fendtipo normal, esposa com histéria de abortos

-9 -9

A6 23a | 46.XY.msR22%pli.1) espor « £ com anomalias congén

DNPM: Desenvolvimento Neure-Psico-Motor; {n]: ndmero de metafsses analisadas; a: anos.

Tabela 2: Descriclio dos achados citopenéiicos ¢ das caracaeristicas clinicas dos pacientes inchuidos no grupo B.

Paciente Idade Cariétipo por Banda G Principsis caracteristicas climcas

Bl 8a 43 X720V 46,3, +mar[30} Sinags clinicos compativess com 2 siadrome de Turper.
Ambigiidade genital (micropéais, hipospadia peniana,

B Ma | 45XV 46.Xi(Yqy 46X +mmr14] tolsa escrotal bifida), gimada dispenética ¢ testicnlo

rudimentar, ¢ baixa estatura

B3 13a 45, X207 46, +oeu{30] Simais clinicos compativeis com a sindrome de Turner

B4 4 |45.X16) 46X rroar{33V 47X +2mar6] Atrazo 20 DNPMS f&h, !upoum:fam suspeita de

BS 16a 46, XYY 47 XY +moef8]

Simais climeos compativess com a sindrome Kabuki®

DNPM: Deseavolvimersn Neuro-Psico-Motor; o] ndmero de metifases anslisadas; a° aws
*sindrome Kabuli: aparéncia facial peculiar, retardo mentsl moderado 3 grave, redardo de creseimento pos-natal,
antgna!iasmw&éﬁcasepadxﬁesdﬁmwgﬁﬁms incomuns (MILUNSK] ef g/, 2003; NAOMICHI & NOKAWA, 2003)

Tabela 3: Descrichio dos achados citopenéticos e das caracteristivas clinicas dos pacientes incluidos 10 grupo C.

Paciente Tdade Caridtipo por Banda G Principais caracteristicas clinicas

Atraso no DNPM, cardiopatia, nefropatia, hipotonia

C1 3a 46 XX[16 . . . -
] generalizads, plabela proemyinente ¢ hipertelorismo

Cc2 10s 46,XX]16] Alrasono DNPM, hi;mwma e hxpeztdmsmo
C3 Ta 4631161 Atrasoso DNPM e

Atraso po DNPM, paiato alto, filtro nasclabial curto,
c Ta 46.XY116] hipertelorismo ¢ refluxo gastro-esofiigico

Atraso na fala, refluxo gastro-esofigico, erises
C3 Ta 46,XX[16] convulsivas, giebsla procmimente, hipertelorismo ¢ filivo
eurio
Atraso no DNPM, sopro cardiaco, crises convalsivas,
7

cs 17a 46.XY(16] hi mO© palatin
c7 18a 46,XX]16] Simais facims da SWH
cB da 46,X¥Y116) Atraso de desenvolvimento sem dismorfismos relevantes
C9 Ba 46, XYT16) Atraso ao DNPM e masculaturs Mpottnica

DNPM: Desenvolvinxmto Nearo-Psico-Motor, SWH: sindrome de Wolf-Hirschhorn; fn]: nimero de metafuses
analisadas a: amos.




Tabela 4: Descnicio dos achados citogenéticos e das caracteristivas clinicas dos pacientes
mcluidos no grupoe D.

Paciente  { Idade Cartdtipo por Banda G Caracteristica climica
D 24a 146, XY (5,1 D){pl3.3:922)mat]16] Anjridia -
DP 482 46, XY116] Aniridia
DM a | 46.XX1(5:11)(p15.3:922){16] |Fenotipicamente normal. 3 sbortos espontineos

DP: pai do caso indiee; DM: mdie do caso indice; {n]: nimero de metifases analisadas; a: anos.
111.2 Mésodos

111.2.1 FISH

Para a técnica de FISH, foram utilizadas suspens6es de leuctcitos de sangue periférico
cultivados para preparacBes citogenéticas clissicas; essas células, previamente estocadas em
solugio de metanol e 4cido acético 3:1 a -20°C, foram utilizadas para a preparagiio das
Iaminas.

Antes do procedimento, as léminas permaneceram 3 temperatura ambiente em média
por 3 dias; em seguida, foram deixadas por pelo menos 1 hora em soluggio de 2XSSC (pH 7.0)
a 37°C. A composicho desta solugiio, bem como das demais solugdes utilizadas neste
irabatho, encontram-se no Anexo 1. As ldminas passaram, entfio, por reidratacio em uma série
de etandis (70%, 85% ¢ 100%) por 2 minutos cada. Logo a seguir, foram colocadas em uma
soluglo de dcido acético 70% por 20 a 25 segundos, ¢ em 1 XPBS (pH 7.2) por 1 minuto. Na
sequéncia, foram lavadas em solugiio 1XPBS quatro vezes por 4 minutos cada antes de
passarem novamente pela série de etandis. )

A seguir, foram mcubadas em uma solugiio de pepsina 0.08% e HCI 0,01M a 37°C
por 3 a 5 minutos; lavadas em 1XPBS por 5 minutos; incubadas em solugio de formarmnida
1% e PBS (pH 7.2) 4 temperatura ambiente por 5 a 10 minutos; lavadas novamente em PBS e
reidratadas em uma série de etandis. Nesta etapa foi aplicada 2 sonda em uma area
previamente selecionada e marcada com caneta diamante, e a area de hibridagio foi coberta
com uma laminula e selada com cola especial (rubber cement).

As laminas foram entio incubadas a 80°C por 6 a 7 minutos para desnaturagdio dos
cromossomos e do DNA da sonda. A hibridac3o ocorreu em uma caixa umedecida a 37°C por
24 horas {para sondas comerciais) ou 48 horas (para cosmideos). Na pos-hibridacio, foi
realizada uma série de lavagens das Iaminas até chegar a aplicaciio do contra-corante DAPL
Inicialmente utilizou-se a sotucio de formamida 50% e 2XSSC (pH 5,4) a 46°C trés vezes por
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6 muinutos cada. Em seguida, as soluces 2XSSC (pH 7,0) a 46°C por 6 minutos; 2XSSC (pH
7,0) e 0,1% NP-40 a 46°C por 6 minutos; e 2XSSC (pH 7.0) 4 temperatura ambiente por 1
minuto. Finalmente, foram aplicados 14ul do contra-corante Vectashield DAPI (0,15ugul) e
a ldmina foi coberta com laminula e deixada a 4°C. A analise foi feita em microscopio de

fluorescéncia ZEISS equipado com o soffware Genus {Cytovision 3.1).

211, Grupo A

No Grupo A, os pacientes Al e A3 foram analisados pela técnica de FISH para
confirmagfio de resultados obtidos por SKY. Nesses dois casos foi utilizada a sonda
conjugada LSI SNRPNACEP 15 (Vysi/Abbott), que cora a regifio critica das sindromes de
Prader-Willi e Angelman (15q13-q15) e a regifio 15922 em laranja, enquanto que a regido
15pli.2 (CEP15 - DI5Z1) cora-se em verde. Além disso, também utilizamos a sonda
centromérica CEP11 (p11.1-q11.1) para a andlise do paciente A3. Foram analisadas apenas
células em metifase (30 no caso A3 e 50 no Al).

111.2.1.2. Grupo B

Quanto aos pacientes do Grupo B, com quadro clinico e citogenético sugestivo de que
0 cromossomo marcador supranumerério fosse derivado de um dos cromossomos sexuais,
utilizamos sonda CEPX (DXZ1YCEPY (DYZ1) (Vysis/Abbott), em que o centrémero do
cromossomo X (regifo pll.1-gl1.1) é marcado com um sinal fluorescente vermelho e a
Tegido heterocromatica Yqi2 com um sinal fluorescente verde. Foram analisados 100
metafases e 500 nlcleos interfasicos de cada paciente. Neste mesmo grupo, o paciente BS foi
analisado por meio da sonda CEPS, uma vez que hé indicagdes da participacio de aberragfes
envolvendo este cromossomo em alguns casos de sindrome Kabuki (MILUNSKY &
HUANG, 2003). Neste caso, foram anahisados 50 metafases e 500 nicleos interfasicos.

H.2.1.3. Grupe C

No Grupe C foi utilizada sonda conjugada LSI WHS/ WOLF-HIRSCHHORN
(Vysis’Abbott), que ¢é especifica para a regifio critica da Sindrome de Wolf-Hischhom

(4p16.3). Com o uso dessa sonda, a regifio 4p16.3 ¢ corada em laranja e o centrémero do
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cromossomo 4 (CEP4 — regifio pll.1-gl1.1) em verde. Para esta analise, utihzamos 20

metafases e 100 nicleos interfasicos de cada paciente.

1I.2.1.4. Grupo D

No Grupo D, utilizamos duas das quatro sondas originadas de cosmideos [B2.1{(WT1),
P60, FATS(PAX6) e FO2121] gentilmente cedidas pelo Dr. John A. Crolla do laboratério
Wessex Regional Genetics e pela Profa Verbnica van Heyningen da MRC Human Genetics
Unit para a mvestigacio de uma possivel delegdo no gene da aniridia (paired box gene-6,
PAX6), localizado na regifio 11pl3 ou em regibes proximas a ele (Figura 4). As sondas que
vieram a ser efetivamente utilizadas foram P60 e FATS, sendo que esta Gltima representa o
gene PAX6 (CROLLA & HEYNINGEN, 2002). Para essa analise, utilizamos somente
metafases (20 para cada paciente, D ¢ DP).

Neste altimo caso, as sondas foram obtidas apds o cultivo das bactérias E. coli (vetor
utilizado para mserir os cosmideos) em 15ml de meio LB com canamicina (30pugml),
antibidtico utilizado para fazer a selec@io das bactérias geneticamente transformadas.

Apos deixar que a cultura crescesse por 8 horas em agitagfio, foram inoculados 15ml
de cada cultura em 250ml de meio LB ji com o antibiético, deixando por 12 a 16 horas,
também em agitagdo. Para a extracio do DNA contido nas bactérias, foi utilizado o Kit de
extraco e purificagio Nucleobond Low Copy PlasmidCosmidP1L/BACPAC Purification.
Obtido o DNA, a marcagio foi feita por meio do Kit de nick-translation (Vysis) com
nucleotideos conjugados com fluoréforos. O cosmideo FATS5 foi marcado pelo espectro

vermelho, e o P60 pelo espectro verde.
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Figura 6: Mapa dos cosmideos utilizados, gentilmente cedidos por Dr. John A. Crolla e Profa Verdnica
van Heyningen (CROLLA & HEYNINGEN, 2002).
CEN: centrdmero, TEL: teldmero.

22 CGH

Esta técnica, realizada apenas para a andlise do paciente D, baseou-se na utilizacdio do
DNA do paciente e de um DNA controle (um individuo normal). Os DNAs foram obtidos a
partir de sangue periférico por meio da técnica de extragiio por fenol e diluidos em agua. Em
seguida, foram marcados por rick-transiation, sendo 0 DNA teste (do paciente) marcado com
biotina o DNA de referéncia (controle) com digoxigenina.

Laminas preparadas a partir de suspensfio de leuctcitos de sangue periférico de um
mndividuo controle (normal) foram submetidas a um pré-tratamento com pepsina. Antes de ser
miciada a desnaturacio, as ldminas foram fixadas em solugio de formaldeido a 1% por 3
minutos & temperatura ambiente. Na sequiéncia, foram lavadas em 1XPBS por 5 minutos em
temperatura ambiente ¢ desidratadas em uma série de etandis (70%, 80% e 100%) por 2
minufos cada

Na etapa de denaturagfio, as 1minas foram incubadas em solugdo pré~aquecida de
formamida 70% e 2XSSC a 70°C por 60 segundos; a seguir, foram desidratadas de imediato
em uma série de etandis gelados (70%, 80% e 100%) por 2 mimutos cada. Na hibridagéo,
foram adicionados 30ul de sonda em érea previamente selecionada na lamina; a regido foi
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coberta com laminula de vidro, vedada com rubber cemenr e incubada em cimara umida
durante 72 horas a temnperatura de 37°C.

Apos a hibridagio, as ldminas foram lavadas trés vezes em sohugio de formamida 50% e
2XSS8C a 45°C durante 5 minutos. Em seguida, foi realizado o mesmo processo com solugdo
2XSSC, sob as mesmas condigbes. Na seqiiéncia, as #dminas foram incubadas com 100ul de
solugio BSA 3% e Tween 20 0,1% a uma temperatura de 37°C durante 30 minutos; os
haptenos das sondas foram detectados com FITC/avidina e rodamina anti-digoxigening,
durante 30 minutos a 37°C. Em seguida, procedeu-se a 3 lavagens das ldminas em 4XS8SC e
Tween 20 0,1% por 5 minutos cada, aplicagiio do contra~-corante DAPI e, para finalizar,
cobertura com laminula. Para a andlise, foram capturadas 10 metafases. As imagens foram
obtidas por intermédio do microscopio Olympus BXS1 e o sofiware utilizado foi Cytovision
versfio 2.7,

.23 SKY

Todos os pacientes do Grupo A foram analisados pela técnica SKY, uma vez que
suas caracteristicas clinicas nfic permitiam que se estabelecesse uma hipotese sobre 2
ongem de seus cromossomos marcadores supranumerarios. Para isso, assim como na
técnica de FISH, foram utilizadas para a preparagio das lérninas suspensdes de linfocitos
de sangue penférico cultivadas para estudo de caridtipo e estocadas em soluciio de
metanol e acido acético 3:1 a -20°C.

As ldminas sofreram um pré-tratamento antes de se iniciar a desnaturagiio ¢ a
hibridacfio a fim de eliminar o citoplasma nas células e facilitar o anelamento das sondas.
Para isso, foram incubadas em solugiio de pepsina 0,08% e HCl 0,01M a 37°C por, em
média, 3 minutos, e em solugio de formaldeido 1% e PBSMgCl2 4 temperatura ambiente
por 10 minutos; esses procedimentos foram altemados por lavagem em solugiio de
IXPBSMgCI2 a temperatura ambiente por 5 minutos. Por fim, as 1dminas foram lavadas
em 1XPBS (pH 7.2} a temperatura ambiente por 5 minutos e reidratadas em uma série de
etanois (70%, 85% e 100%) por 2 minutos cada

A partir de entfio, foi iniciado ¢ processo de desnaturagiio das ldminas em
formamida 70% e 2XSSC a 70°C por 1 a 2 minutos, seguido de reidratacio em séne de
etanois gelados (70%, 35% e 100%) por 2 minutos cada. Neste momento, foram aplicados
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de 6 a 10ul de cockrail de sonda (Human Spectral Karvotyping Reagent - #1 -ASI),
seguindo-se cobertura com laminula e vedacfio com cola especial (rubber cement).

Em seguida, as ldminas foram incubadas por toda a noite em uma caixa umedecida
a 37°C. Na etapa apos a hibnidacéo, foram lavadas 3 vezes por 5 minutos em soluciio de
formamida 50% e 2XSSC (pH 7,0) a 45°C; 2 vezes por 5 minutos em 1XSSC a 45°C; e
4XSSC e Tween 20 0,1% pH 7,0 2 temperatura ambiente por 2 minutos. Em seguida, foi
aplicado um reagente bloqueador de proteinas inespecificas (#2 — ASI) e as ldminas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos em cAmara umedecida.

Apds 3 lavagens em 4XSSC e Tween 20 0,1% pH 7,0 a 45°C por 5 minutos, foi
aplicado o anticorpo Cy5-avidina (#3 - ASI), que detecta seqiiéncias de sondas com
biotina, e as laminas foram incubadas mais uma vez a 37°C por 45 minutos ern caixa
umedecida. Na segiiéncia, foram novamente lavadas por 3 vezes em 4XSSC e Tween 20
0,1% pH 7.0 a 45°C por 5 minutos e foi aplicado o anticorpo anti-digoxigenina de raio
Cy5.5 (#4 — ASI), que detecta as segiiéncias de sondas com digoxigenina, incubando-se a
37°C por 45 minutos em caixa umedecida. Pela altima vez, foram lavadas por 3 vezes em
4X8SC e Tween 20 0,1% pH 7.0 a 45°C por 5 minutos. Finalmente, foram aplicados 14ul
do reagente DAPI-anti-fade (#5 — ASI).

As mmagens foram obtidas pelo microscopio de fluorescéncia Olympus BX60
equipado com o programa Case Date Manager Image Acquisition Expo 21.1 ¢ o sofiware
para aquisi¢io de imagens ASI - Imagen Acquisition {Spectral Imaging 2.6); para analises
de SKY, foi utitizado o software ASI - Analysis (SKYView 2.1).
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IV. Resultados

A utihizac@o de técnicas de citogenética molecular (FISH, CGH e/ou SKY) permitiu
uma caracterizacio rapida e precisa ou, ac menos, uma interpretacio mais aprofundada das
aberragcdes cromossdmicas nulissdmicas e/ou estruturais em 10 dos 11 pacientes (grupos A e
B) em que a citogenética cldssica ndo havia sido suficiente para a correta defini¢do dos
segmentos cromossémicos envolvidos devido & falta de um padrfo de bandas coerentes e
reconheciveis. Além disso, permitiram a detecgio de delecdes sub-microscopias em dois
casos {grupo C) e afastaram a hipdtese de uma delecio envolvendo o gene PAX6 no
propdsito do grupo D. Os resultados obtidos, agrupados de acordo com a técnica e o tipo de
sonda utilizada, encontram-se nas Tabelas 5 a 12.

No Grupo A, dentre os seis pacientes com aberracdes cromossdmicas estruturais,
dois apresentavam cromossomos marcadores e os demais eram portadores de adigSes (nos
bragos curtos dos cromossomos X, 11 e 9 e na regifio centromérica do 22). Testados pela
técnica de SKY, em todos os casos houve sucesso (parcial ou total) na identificacfio dos
cromossomos envolvidos nas anomalias cromossémicas (Tabela 5).

Os pacientes com adi¢Bes nos cromossomos 11 e 9 possuiam uma duplicagdio nos
respectivos cromossomos; infelizmente, por esta técnica nio foi possivel identificar a banda
duplicada. Quanto ao paciente com adi¢fio no X, tratava-se de uma inversio pericénirica ou
um outro rearranjo deste cromossomo que somente por esta técnica ndo foi possivel
identificar com exatidfic. No tltimo caso analisado de adi¢fio havia, além de uma regifio de
heterocromatina muito grande na regifio centromérica, a duplicagiio de alguma banda do
prdprio cromossomo 22 que também ndo foi possivel identificar.

Quanto aos cromossomos marcadores, um era derivado do cromossomo 15, ¢ que
foi confirmado por meio de FISH com a sonda SNRPN (Tabela 6). Além de confirmar o
resultado de SKY, esta técnica demonstrou que o fragmento era dicéntrico. O outro
cromossomo marcador, por sua vez, mostrou-se pela técnica de SKY como derivado do
cromossomo 22. Sua regifio centromérica era proveniente deste cromossomo, aparentemente
em rearranjo com o cromossomo 11; em algumas células analisadas, porém, aparentava ser
denvado do cromossomo 15. Na tentativa de obter resultados mais detalhados foi
empregada a técnica de FISH, utilizando sonda centromérica do cromossomo 11 e a sonda

SNRPN para o cromossomo 15 (Tabelas 6 e 7).
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No Grupo B, os quatro pacientes estudados pela técnica de FISH utilizando a sonda
CEPXACEPY apresentavam cromossomos com rearranjados derivados de cromossomos
sexuais (Tabela 8); em trés deles tratava-se de anéis de X e no outro (B2) foi confirmada a
presenga de um isocromossomo do brago longo do Y que j havia sido identificado pela
técnica de banda G; neste Gltimo caso, diferentemente do ocorrido no exame classico, nio
foram encontrados cromossomos marcadores ao exame citogenético molecular. Finalmente,
no caso do paciente BS, testado no s6 com a sonda CEP8 (Tabela 9) mas também com a
sonda CEPX/CEPY (Tabela 8), nfo foi possivel identificar o cromossomo marcador.

No Grupo C, dois dos nove pacientes que apresentavam sinais clinicos sugestivos da
Sindrome de Wolf-Hirschhomn (C1 e C6) apresentaram a delecdo na regifio critica referente
a sindrome {Tabela 10).

O estudo da familia do Grupo D iniciou-se com a aplicacfio da técnica de CGH na
analise dos pacientes D e DP a fim de detectar alguma delecdio; no entanto, nio foi
identificada qualquer alteragdo. Por esse motivo, a familia foi analisada por FISH utilizando
as sondas provenientes dos cosmideos P60 e FATS com a finalidade de detectar delegdo no
gene PAXG, que determina aniridia isolada (a paciente DM foi utilizada como controle). Nfo
houve qualquer alteracio nos dois pacientes, ou seja, eles nfio apresentavam delecio nessas
duas regides (Tabelas 11 e 12).

A tabela 13 resume todos os achados e as figuras referentes aos resultados estio no

anexo 2.
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Tabela 5: Resultados de analise por SKY

Grupo A
Paciente Caridtipo
Al 47 XY, +del(15)(q7)
A2 46, XX dup(X)(p?)
A3 47 XX +der(22)6(11;22X7ql1.1)
Ad 46,XY dup(11)X(p7)
AS 46 XX, dup(9)(p7)
A6 46,XX, 22pstk+, der(22)t(22;22)(p1 3;?)

Tabela 6: Resultados de analise por FISH - sonda LSI SNRPNAEP 15

Grupo A
: . N°de
Paciente Caniétipo metéfases
Al 47 XY +mar.ish inv dup(15)(pterq11.2)(LSI SNRPN -, D15Z1++) 50
A3 47 XX +mar.ish (LSI SNRPN - D15Z1-) 31
Tabela 7: Resultados de analise por FISH - sonda CEP11
Grupo A
. s N® de
P .
aciente Caridtipo metafases
A3 47 XX +mar. ish 11g11.1 - 30

43




Tabela 8: Resultados de analise por FISH - sonda CEPX CEPY
A: Anidlise de metéafases

Grupo B
. oy N° de
Paciente Caridtipo metafases
B1 45, X[71}/46,X.+mar{29].1sh i(X)(p11.1-q11. 1 }DXZ1+) 100
B2 45,X]851/46,X.1(Y q)/46,X_+mar[15].ish i(Y)(q12)}(DYZ1++) 100
B3 45 X[66}/46,X +mar[37].ish r(X)(p11.1-q11.1(DXZ1+) 103
B4 45,X[18]/46,X +mar[83].ish del(X)(p11.1-q1 1. 1¥DXZ1+) 101
B5 46, XY/47 XY +mar.ish (DXZ1- DYZ1-) 50
B: Analise de nicleos mterfasicos
Grupo B
Paciente 1\,10 de Sinais encontrados
células
%2R %IR | BIRIG | %IR2G | %3R | %2RIG
B1 515 27.4 72,6
B2 503 0.6 81,3 13,32 4,77
B3 512 26 73,4 0,6
B4 501 72.1 25 3
B5 500 99 8 0,2

R: sinal fluorescente vermelho, correspondente ao centromero do cromossomo X; G- sinal fluorescente
verde, correspondente & regifio Yqi2

Tabela 9: Resultados de andlise por FISH - sonda CEP8
A: Analise de metafases

Grupo B
. - N° de
P 1 ¢
aciente Caniétipo metafases
B5 46, XY /47 XY ,+mar.ish 8q11.1 - 50

B: Analise de nicleos mterfasicos

Grupo B
Paciente No de Sinais encontrados
celulas
%2G %1G %3G
B5 | 500 98.6 1.2 0,2

G: sinal fluorescente verde, correspondente ao centropmero do cromeossomo 8.




Tabela 10: Resultados de analise por FISH - sonda LSI WHS
A Anilise de metafases

Grupo C
. o N°de
Paciente Cariétipo rmetafases
Cl 46, XX ish del(4)(p16.3XLSI WHS-) 20
C2 46, XX i1sh 4p16.3(LSI WHSx2) 20
C3 46,XX.1sh 4p16.3(LSI WHSx2) 20
C4 46,XY .ish 4p16.3(LSI WHSx2) 20
Cs 46,XY .ish 4p16.3(LSI WHSx2) 20
C6 46, XY .ish del(4)(p16.3)(1.S] WHS-) 20
C7 46, XX ish 4p16.3(LSI WHSx2) 20
C8 46,XY .ish 4p16.3(LSI WHSx2) 20
C9 46,XY .1sh 4p16.3(LSI WHSx2) 20

B: Andlise de niicleos interfisicos

Grupo C
Paciente Nv de Sinais encontrados
céhilas
%IR2G | %IR3G | %2RI1G | %2R2G | %2R3G | %2R4G | %3R2G | %4R2G
Ci 100 93 2 5
C2 100 1 94 5 2
C3 100 93 2 1 5
C4 100 96 4
C5 160 2 1 98 2 5 4
C6 160 91 2 7
C7 100 2 89 2 5 5
C8 100 1 2 83 6 8
C9 100 2 87 1 g 7

R: sinal fluorescente laranja, correspondente 4 regido 4p16.3; G: sinal flucrescente verde correspondente a0 centromero do conmosseme 4
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Tabela 11: Resultados de andlise por FISH - sonda P60
A: Analise de metafases

Grupo C
Paciente Caribtipo N° de metéafases
D 46,XY,1(5:11)(p15.3:g22)mat. ish 11p13(P60 +) 20
DP 46,XY . ishl 1pl13(P60 +) 20
DM 46 X3 1(5:11)}(p15.3;q22). ish 11p13(P60 +) 20

DP: pai do caso indice; DM: mie do caso indice; [n]: nimero de metafases analisadas

Tabela 12: Resultados de anéalise por FISH - sonda FATS
A: Analise de metafases

Grupo C
Paciente Caridtipo N° de metafases
D 46 XY 1(5:11)(p15.3:q22)mat. ish 1 1p]3(FATS +) 20
DP 46, XY. ish 11p13(FATS +) 20
DM 46 XX 1(5:11)(p15.3:q22). ish 11pI3(FATS +) 20

DP: pai do caso indice; DM: mée do caso indice; {n]: niimero de metifases analisadas
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Tabela 13: Resumo dos resultados da avaliagio citogenética molecular

. Caridtipo — Téenicals) . Canidtipo . Técnicas)
Pacientes ) Indicacio Resultados | Pacient k Indicacio
convencional empregada(s} o s ke convencional empregada(s) Resultados
CromOossomo identificagiio | SKY € FISH, suspeita de . FISH, utiiizando)
Al marcador | ca origem do|tiizandosonda] iwduwp (15) | C1 | deecgona ‘;"fe?@g sonda LS1 WHS d?:ﬁ"o P
edranumerdric | marcader | SNRPNICEP 1S regisio 4p15.3 eH0 | (4p16 3y CEP4|E9E0 416,
. y inversio
adigh no brag | WeHneagi0 pericéntrica ou suspsitade | FISH, utfizando] nso possui
AZ P °"r§':;g° SKY outtoreamranjo | C2 | delecdo na ;:rg;wﬁo sonda LSIWHS|  delegac
cromossomo X s:dgcioml do mesino regido 4p16.3 ¢ (4p16.3Y CEP4] nessa regido
cromossome X
cromossomo | identificaga | Y IS oo entre oo supetade | o IFISH, uliizando| ndo possu
A3 marador | da origem do| SEIER SN cromossomos | €3 | delegora | ¥ “3932 sondz LSIWHS|  delegan
extranumergrio marcador & CEP11 He22 regific 4p16.3 deiegs (4p16.3)y CEP4| nessa regido
adicio no hragg | \dentificagéo duplicagio de suspetace | FISH, utilizande] 2o possu
Al antnde | jRoigemdol gy algumabanda |y | oecanng | VEMCAGROE L IGiWHS  des
segmento €O CroMmOSSOMmo slegio na da delegio o ecdo
cramossomo 11 adicional 11 regido 4pi6.3 {4p16.3) CEP4| nessa regifio
adighe no brago é‘;‘”gt'ﬁ;‘mm - ;‘gf‘;ﬂ"a@a b:rg‘; suspeitace | oo o FISH, utiszandol no possu
AS curio do SKY C3 delegio na sondz LSIWHS|  delegsio
segmento do CromOSsomo: - da delegic iy
sfomessomo 9 adiciont 9 regido 4p16.3 {4163 CEP4] nessa regizo
regisio de
. . heterocromatina|
adigao na regi‘ao :;eg:]i mi agédoc aumentada com suspeita de verficacio FiSH, utikzando e
A pericentromérica sagmeto SKY dupiicacio de e defegdo na da delegac sonda LS WS regian 40163
do cromaossomo 22 adiciona: alguma banda regido 4p16.3 (4p16.3)f CEP4
da cromoessameo
22
duas linhagens
ﬁ”;iesén’;“a identificagdo | FISH, utiizando|  marcador suspettade | o [FISH, uilizando} ndo possu
Bl CrOMmOsSOMmo da origem dof sonda CEPXY |  derivado do c7 delegao na da delecgo sonda LS WHS]  delegio
marcador ljizzite 0 (Y12) CIOMOSSomo X regizo 4p16.3 {4p16.3)/ CEP4| nessa regific
extranumerdtio
wés linhagens
Seares, UE | igentificagso | FISH, utfizando|  marcador suspetade | oo o [FISK, ullizande ro possud
B2 STCMOSSOma da crigem do; sonda CEPXY | derivado de C8 delegio na i delerso sonda LSIWHS  delegao
marcador marcador {Yq12} CIOMOoSSomo Y regido 4p16.3 e (4p16.3Y CEP4] nessa regiao
exfranumeraro
duzs linhagens
ﬁ:‘;ﬁoﬁ“a identificago § FISH, utilizando]  marcador suspeitade | o IFISH, utiizandol nZo possi
B3 cremossomo 192 origem do! sonda CEPXY | derivado do ce delegio na da de?eg o sonda LSIWHS]  delegdo
marcador meancador {¥q12} cromossoma X regido 4p15.3 (4p16.3) CEP4| nessa regifio
extranumerdrio
frés linhagens o1 &0 possU
celulares, dugs | i FISH, utdi " P | celesto
detzs com identi icagso , utifizando mgrwdor suspeita de verficagio sorklas
B4 crom o dz origem do sonda CEPXY | dervado do D defecio na da dlenso provenientes nem_éess
mamossdcorﬂ marcador (Yol2} LIOMOSSOSMe X regide 11p oga dos cosmideos Teg{ ‘
extranymerdrio PE0 e FATS cosmideos
duas linhagens - NAO POSSUl
celulares, wma 3. " ’ . FISH, uilizando defegae
delzs com identificagsio | FISH, utilizando| néo foi possivel suspeita de verificagio sondas nesoas
B5 Cromoessamo da origem do| sonda CEPXY | descobar sua DM delecio na da delegzo provenientes s
marcador marcador | {Yq12) e C&P8 ofgem regiss 1ip dos cosmideos g;ms
eximnumerino PBO e FATS cosmideos
FISH, ulizandol ”ad;’:ﬁ‘
bp | S |l S|
. da delegao regides
regiado 1ip dos cosmideos desses
PEGe FATS
cosmidens
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VY. Discussio

As aberragbes cromossdmicas, presentes em 0,5 a 0,6% dos recém-nascidos, sfo causa
frequente de retardo mental e defeitos congénitos. Embora as aneuploidias sejam identificadas
em maior nimero, as aberragdes estruturais também contribuem para uma fracio significativa
desses casos. Para a investigacio dessas anomalias estruturais, as técnicas de citogenética
molecular revelaram-se poderosas ferramentas, uma vez que permitem uma visualizacio mais
detalhada de toda a arquitetura genOmica, tesultando na identificacio da origem de
fragmentos ndo identificados, da estrutura de rearranjos cromossémicos complexos, e de
pequenas alteraces ndo reconheciveis pela citogenética classica.

Em nosso estudo, dos 21 casos-indices 12 tinham anomalias estruturais identificadas
pela analise classica por bandamento G (em um dos casos, o do paciente D, desvinculada do
fenétipo) e nove tinham quadro clinico sugestivo da presenca de uma anomalia estrutural
especifica ndo reconhecivel pelas técnicas usuais.

No grupo A, nos pacientes Al e A3, foi possivel definir por SKY a origem do
cromossomo marcador. Em Al, o marcador era derivado do cromossomo 13; esta é a origem
mais freqliente dos cromossomos marcadores (cerca de 50% do total), sendo o v dup (15) a
forma mais comum (WANDSTRAT & SCHWARTZ, 2000; EGGERMANN e al., 2002).
Uma vez que o resultado da anslise identificou que o fragmento derivado do cromossomo 15
era dicéntrico, ha uma grande possibilidade de tratar-se, de fato, de um inv dup (15) neste
caso. Além disso, podemos classificar este CM como pequeno ja que nio possui a regio
critica das SPW/SA.

Segundo SHIM er al(2001), uma das possiveis explicagdes para este paciente
apresentar somente o fendtipo de criptorquidia e dificuldade de reproducfio estaria na
possibilidade de ocorrer dissomia uniparental de dois cromossomos 15 morfologicamente
normais ou de delecio de um dos cromossomos hormoélogos. Entretanto, andlise de imprinting
ndo foi realizada nesse paciente pois seus pais j4 haviam falecido.

No paciente A3, o resultado de SKY revelou um cromossomo marcador derivado de
uma transiocagio entre a regifio centromérica do cromossomo 22 e parte do cromossomo 11
ou do 15, uma vez que em algumas das 14 metafases analisadas havia a indicagfio da presenca

do cromossomo 15. Sabe-se que na técnica de SKY existe um efeito denominado “sanduiche™

em que a sobreposicdio de fluorocromos derivados de cromossomos diferentes proporciona




regido como sendo de outto cromossomo (VARELLA-GARCIA, 2004, comumicagio
pessoal). Por este motivo, fot necessdrio complementar o estudo com FISH utilizando sondas
para os cromossomos 11 e 15; todos esses resultados foram negativos. Embora éeja possivel
haver cutra regifio do cromossomo 15 envolvida no rearranjo, esta hipotese parece ser remota.
Por outro lado, o fato de o resultado para a sonda utilizada para o cromossomo 11 também ter
sido negativo demonsira apenas que a regido ﬁresente no cromossomo marcador ndo € a
regidio centromérica do cromossomo 11, sem descartar a possibilidade do envolvimento de
outra regifio deste cromossomo.

QOutro fato que nos leva a acreditar que esta regifio pertence ao cromossomo 11 éo da
origem desse cromossomo marcador e ¢ da semelhanca do guadro clinico de A3 com a
sindrome der(22)t(11:22). Marcadores der(22)t(11:22) sfo originados, na maiona dos casos, a
partir da segregagio 3:1 e de ndo-disjungiio durante a meiose I em portadores de (11;22)
equilibrada (PETKOVIC ez al, 1996; KULHARYA er al., 2002), que ¢ a translocagdo ndo-
Robertsoniana mais freqiente em bumanos (EDELMANN et al., 1999; KURAHASHI er al ,
2000; HILL er al, 2000; TAPIA-PAEZ et al, 2001; KULHARYA er al., 2002). O fenbtipo
dos portadores do cromossomo extra-numeranio der(22) 1(11;22) consiste, principalmente, em
retardo menial moderado, anomalias craniofaciais e defeitos cardiacos congénitos, resultado
da trissomia das regides 11q23-gter e 22pter-q1 1 (EDELMANN ef ol 1999; KURAHASHI
et al., 2000; HILL er al., 2000). Embora nio tenha sido possivel realizar o caridtipo do pai,
sendo a mie cromossomicamente normal e frente 4 semelhanga do quadro clinico de A3 com
a sindrome der(22) temos fortes indicios para acreditar que o marcador de A3 seja um
cromossomo extra-numerario der(22)1(11;22) de origem paterna. Entretanto, para confirmar
essa hipdtese serd necessano realizar FISH utilizando sondas provenientes de BAC com
seqiiéncias das regiGes acimna mencionadas.

Quanto avs demais pacientes do grupo A, que apresentavam adiciio detectavel pela
citogenética classica nos cromossomos X, 11, 9 e 22, os rearranjos puderam ser identificados
ou melhor interpretados por SKY. No caso do paciente com adicio no cromossomo X,
mterpretada pela técnica molecular como uma inversfio pericéntrica ou outro rearranjo deste
cromossomo, a realizacio de estuwdo com bandamento G de alta resolugiio seria um dos
caminhos indicados para observar com maior clareza seu padrio de bandas na tentativa de
methor definir a alteragdo.

No caso da duplicacfio do cromossomo 22, pela morfologia do fragmento pode-se
supor que se trale de uma duplicac8o invertida a partir do centrGmero, porém para
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confirmac3o teriamos que realizar FISH utilizando uma sonda loco-especifica para a regido
logo abaixo do centrémero. Nos dois ultimos casos (referentes aos cromossomos 11 ¢ 9), a
técnica de SKY revelou duplicagdes que nido haviam sido corretamente identificadas pela
analise classica. A associacdo do quadro clinico dos pacientes aos resultados obtidos por SKY
e a busca de casos semelhantes relatados na literatura cientifica pode oferecer mais
informacBes quanto as regides envolvidas, a fim de que seja possivel realizar FISH com
sondas loco- especificas para a identificacio dessas regides.

No grupo B, dos 5 pacientes estudados apenas em um nZo foi possivel identificar a
origem do cromossomo marcador (B5). Para este paciente, também esta indicado um estudo
mais detalthado do quadro clinico associado & busca de casos semelhantes na literatura na
tentativa de definir uma regifo ou banda no cromossomo 8 ou em outro Cromossomo que
permita a realizacfic de FISH de forma mais especifica. Estaria indicada, ainda, a realizaco
de SKYY ou de FISH com sonda do cromossomo 135, ja que 50% dos cromossomos marcadores
t8m origem neste Cromossormno.

No paciente B2 ndo foram encontradas linhagens com cromossomo marcador, como
havia sido observado no exame de cariétipo, mas apenas isocromossomo de brago longo do
Y, i(Yq). Neste paciente, pode-se supor que os cromossomos marcadores encontrados por
bandamento G fossem, na verdade, 1(Yq) ndo identificados devido & baixa resolucio. Outro
fato importante a ser discutido em relaco a esse paciente € a diferenca encontrada entre a
analise de nucleos interfasicos, e a andlise de metafases. Na andlise de nucleos interfasicos
foram encontrados 13% de micleos com um sinal fluorescente verde, correspondente a regifio
Yql2, e 5% de nicleos com dois sinais, representando o 1(Yq). Embora seja possivel que os
ntcleos com um Gnico sinal fluorescente verde sejam correspondentes 4 linhagem comum 'Y
estruturalmente normal, nio detectada na analise de metafases, esse fato ilustra dificuldades
técnicas que podem ocorrer na analise de nacleos interfasicos. De fato, o proprio rearranjo
cromossOmico apresentado por este paciente pode dificultar a andlise, uma vez que 0s sinais
gerados pelas seqifncias do isocromossomo, quando parcialmente superpostos ou muito
préximos, séo freqiientemente interpretados como sinais Unicos.

De modo semelhante ao que ocorreu no paciente B2, no caso B4, ndo foram
encontradas linhagens com dois cromossomos marcadores, ocorréncia que poder ser explicada
pela instabilidade desses cromossomos, cuja tendéncia é de serem perdidos com o passar dos
anos durante as sucessivas divisdes celulares. Por outro lado, a linhagem com um unico

cromossomo marcador pode ser identificada, tendo origem no cromossomo X. Os demais
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pacientes, B1 e B3, tiveram seus cromossomos marcadores provenientes do cromossomo X.
Nos pacientes B1 a B4, a associagiio do fendtipo caracteristico aos achados citogenéticos
classicos indicaram com precisfio os possiveis cromossomos envolvidos (X e Y), ¢ que foi
muito importante para a definig3o da sonda a ser utihizada.

No grupo C, dos nove pacientes analisados com suspeita de sindrome de Wolf-
Hirschhorn (SWH) apenas dois, C1 e C6, apresentavam delecio na regifo critica 4pl16.3 com
0 uso da sonda comercial da Vysis®. Entretanto, segundo ZOLLINO er al. (2003), esta sonda
nio ¢ suficiente para detectar todos os pacientes com SWH. A sonda da Vysis® cobre apenas
90Kb do intervalo de 165Kb em 4pl6.3 responsivel pela regifio critica desta sindrome,
conhecida como RCSWH. Além disso, esses mesmos autores comprovaram a existéncia de
urna outra regifio, proxima & RCSWH, que também seria responsavel pelo fendtipo tipico da
SWH associado a convulsdes, que nfio s#o observadas em pacienies com delecSes envolvendo
apenas RCSWH. Esta regifio, RCSWH-2, estaria localizada em um intervalo de 300-600Kb
dentro de 4p16.3 logo apés RCSWH, e inclui ¢ gene LETM/ (candidato a responsavel pela
presenca de convulsdes).

Entre os pacientes por nds estudados, C5, C6 e C7 apresentavam crises convulsivas;
destes, apenas em C6 foi obtido resultado positivo, ou seja, com delecdio, utilizando a sonda
da Vysis®. Assim sendo, podemos supor que o paciente C6 apresente uma delegio grande,
abrangendo as regibes RCSWR e RCSWR-2, o que é muito comum enfre 0s pacientes com
SWH (ZOLLINO er al,, 2003). J4 os outros dois pacientes, C5 e C7, por apresentarem crises
convulsivas, sdo candidatos i realizagio de FISH com sondas que inciuam a RCSWR-2.
Quanto 20s outros pacientes gue também tiveram resultados negativos com sonda da Vysis®,
nio podemos descartar a hipétese de que haja alteragGes em uma das regides nfo detectadas
por essa sonda. Por este motivo, hi a necessidade de um estudo mais abrangente a fim de
confirmar ou néc a suspeita da SWH.

Quanto a0 grupo D, mesmo realizando CGH no probando e FISH com sondas
provenientes dos cosmideos P60 e FATS em toda a familia, ndo foi detectada delegio do gene
PAXG6 responsivel pela aniridia no probando e em seu pai; assim sendo, o mais provavel é que
o quadro ocular sgja decorrente de uma mutacdo intragénica. De todo modo, segundo
CROLLA & HEYNINGEN (2002), a andlise completa por FISH para detectar todas as
delegBes na regidio 11pl3 responsiveis pelo fendtipo da anindia deve mcluir ndo s6 as sondas
provenientes dos cosmideos B2.1, P60, FATS e FO2121, mas também dos cosmideos A1280,
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GO453, C1170 e H1281, que cobrem uma regifio aproximadamente de 180Kb a 3” do gene
PAXG.

Um outro aspecto importante a ser observado a partir da anslise &e nmicleos
interfasicos nos pacientes que fazem parte desta casuistica é a presenca de alteracBes sem
relacfio com a analise de metafases, e que teoricamente poderiam representar uma aberra¢do
que deveria ser investigada. Entretanto, como é,parecem em uma freqiiéncia baixa, essa
diferenca é explicada levando-se em conta as fases Gl, S e G2 nos nacleos interfasicos.
Apesar desses nucleos serem encontrados com maior fregiiéncia na fase G1 e 8, eles também
sdo encontrados na fase G2, quando os cromossomos aparecem duplicados, o que explica o
aparecimento, durante a anglise, de sinais duplicados ou resultados inesperados (Varella-
Garcia, 2004, comunicagio pessoal). A figura que explica este evento esta no anexo 2.21.

Neste trabalho, portanto, pdde ser observada a grande aplicabilidade dos estudos de
citogenética molecular a investigac8o de anomalias cromossOmicas estruturais. Os resultados
dessa investigacdo dependem, porém, ndo s de uma analise clinica prévia extensa e
aprofundada, de modo a indicar a técnica mais adequada a cada caso (e, quando estiver
indicado o FISH, a sonda a ser utilizada), mas também da qualidade do exame citogenético
classico com bandamento G. O trabalho interdisciplinar €, portanto, fundamental em todos os

€asos.
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V1. Conclusdges

As técnicas de citogenética molecular sdo ferramentas poderosas para a resolugio de
casos que ndo podem ser solucionados pelas técnicas classicas, particularmente quando sua
utilizacdo & precedida de analise clinica e de exame citogenético classico adequados.

As técnicas de FISH e SKY sio realmente de grande auxilio na identificagio precisa
ow, a0 menos, na mterpretacio mais aprofundada de rearranjos cromossdmicos numeéricos e
estruturais; os resultados sfio mais evidentes nos casos em que ja existe suspeita prévia do(s)
cromossomo(s) envolvido(s) nesses rearranjos.

Dois dentre nove individuos com quadro clinico sugestivo da sindrome de Wolf-
Hirschhom {dele¢fo do brago curto do cromossomo 4) cujo exame de cariétipo classico havia
fido resultado normal apresentavam, de fato, ao estudo com FISH, delecfo da regifio critica
4pl6.3 com a sonda utilizada. Quanto aos demats casos, a andlise de outra regifio critica no
brago curto do cromossomo 4 é necessaria para completar a investigagio.

A analise, por CGH e FISH, de uma familia em que ha coincidéncia, no proposito, de
aniridia ¢ translocacdo equilibrada (herdadas pelo lado paterno e matemno, respectivamente)
néo detectou deleciio do gene PAX6 {responsivel pela aniridia) com as sondas utilizadas, o

que sugere mais provavelmente uma mutacio intragénica.
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VIII. Anexgs

Anexo 1 - Composicio de todas as solucSes

Solucies

Eianol 100%
30md

Etanol 85%
42.5 ml etanol 100%
7.5 ml agua destilada estéril

Etanol 70%
35 ml etanol 100%
15 ml agua destilada estéril

Acido acético 70%
35 ml acido acético 100%
15 ml 4gua destilada estéril

Selucie 20xSSC pH 5,3 - Selucio mie

173,34 g Na(Cl;

88,24 g citrato de sodio;

Dissolver o NaCl e o citrato de sédio em 800 ml de 4gua destitada, ajustar o pH com HC1 IM
e depois colocar 200 mi de 4gua destilada (volume final 1000 ml) ajustando novamente o pH
para 5,3, filtrar e conservar em geladeira (2 °C - 8°C). Descartar apés 6 meses.

Solucio 2xSSC

10 mi 20x88C;

90 mi 4gua destiiada estéril:

Misturar 10 mi 20xSSC pH 5,3 com 85 mi 4gua destilada estéril, ajustar o pH para 7,0 com
NaOH 5M e depois colocar 5 ml de 4gua destilada estéril (volume final 100 ml). Conservar
em geladeira {2 °C — 8 °C). Descartar apos 6 meses. Obs.: receita para duas vezes.

Selugiio PBS 10X pH 7.4 (Selucdo mie)

80 g NaCi;

2gKCL

14,4 g Na2HPO4;

2.4 g KHZPO4;

Dissolver todos os reagentes até 11 de dgua destilada, ajustar o pH com HCI 1M | filirar e
conservar em geladeira (2 °C — 8 °C). Descartar ap6s 6 meses.
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Solucio PBS 1X pH 7,2

900 ml de agua destilada;
100 ml de PBS 10X pH: 74

Solucio FHCI 0,01M
0,5 mt de HCI 1M;

49,5 ml de agua destilada
Misturar bem

Selugiio Acido acético 70%
28 ml de acido acético;

12 mi de agua destilada
Misturar bem

Solucio Formaldeido 1%/ PBS 1X
1,35 ml de 37% formaldeido;

50 mi de PBS 1X pH: 7.2

Misturar bem

Seluciio 0.08% pepsina/ HC1 0,01M
50 ul de pepsina 8% (solugéio mie);
50 ml de HC1 0,01M

Misturar bem

Selugiio 50% de formamida / 2xSSC pH: 5,4
75 mi formamida;

60 mi dgua destilada esténl;

15 ml solucdo 20x88C;

Ajustar o pH com HC! 1M para pH: 7.0;
Descartar ap6s o uso.

Relucio 2xS5C pH: 7.8/ 0.1% NP-40
50 mil de 2x88C;

0,2 ml de 25% NP-40

Solucie PBS 1X/ MgCl;
95 mi de PBS 1X;
5 ml de MgClI2 1M

Solugdio Formaldeido 1%/ PBS 1X/ MgCh
1,35 ml de 37% formaldeido;

50 ml de PBS/ MeCl,

Selucio Fermamida 70%/ 2xSSC pH: 7.0
35 mi formamuda;

10 mi agua destilada estéril;
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3 ml solugdio 20xSSC pH: 5.4;
Ajustar o pH com HCl 1M para pH: 7,0;
Descartar apés o uso.

Solucio 4xSSC/ 0,1% Tween 20 pH: 7,0
400 ml dgua destilada estéril;

100 ml solugao 20xSSC

0.5 ml de Tween 20.

Solucio Biotina 10X dNTPs
1,0 pl BSA (100mg/ ml);

10 pd IM B-mercaptoetanol;
50 W 1M Tris;

5 pl IM MgCl;

25 ul 0.4 mM Biotina 14-dATP (GIBCO BRL)
1yl 10 mM dATP

2 ul 10 mM dCTP

2 1l 10 mM dGTP

2 pl 10 mM dTTP

Agua bidestilada

Sohicie Digoxigenina 20X dNTPs

25 ul 1 mM Dig 11-dUTP
7,7 ul 10 mM dATP

7.7 ul 16 mM dCTP

7.7 ul 10 mM dGTP

5 ul 10 mM dTTP

Agua bidestilada

Seluc¢io Tampio 10X de incubacio Digoxigenina

SmllmM TospH: 7,5
0,5 mi 1M MgCl

1,0 ml B-mercaptoetanol
10 ul BSA (100mg/mil)
Agua bidestilada

Sehigdio DNAse [

Diluiggo 1 (1/100)
1 pl solugio mie DNAse I
99 ul tampdo de diluicdo DNAse I

Diluicdo 2 (1/1000)
10 pl solucfio dituicdo 1 DNAse I
96 ul tampio de dilui¢io DNAse I



Solucde 3% BSA/ 4xSSC/ 0,1% Tween 20
500 yf Tween 20

15¢ BSA

100 ml 20xS8C

500 ml agua destilada

Anexo 2 - Imagens das anlises de citogenética molecular
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