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Caso 7- Diagndstico Pds-Natal a partir de uma amostra de sangue periférico de menina com indicagdo
clinica de atraso de desenvolvimento psico-motor, anomalias congénitas, hérnia umbilical, e assimetria
muscular paravertebral. Pedido array-CGH 180k.



Caso 8- Diagndstico Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestacdo de 16 semanas, com
indicagdo clinica de mega bexiga fetal; risco 1:103 trissomia 21; TN=3,19mm as 12 semanas e 3 dias,
e pedido de estudo por cariétipo e despiste das aneuploidias mais comuns por QF-PCR.

Caso 9- Diagndstico Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestacdo de 17 semanas e 5 dias, com
indicacdo clinica de didmetro transverso do cerebelo <P5. Pedido de estudo por array-CGH 180K e
caridtipo.

Caso 10- Diagndstico de Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestacao de 22 semanas e 4 dias,
com indicac¢do clinica de mau posicionamento do pé. Pedido de estudo por array-CGH 180K e QF-PCR.

Caso 11- Diagndstico de Pds-Natal em recém-nascido, com indicagao clinica com RCIU, hipoplasia do
1/3 médio da face; nariz pequeno, microstomia, laxidez anterior, hipospadias, membros curtos (pernas
encurvadas). Pedido de array-CGH 180K.

Caso 12- Diagndstico de Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestacdo de 17 semanas, com
indicacdo clinica de labio leporino, fenda palatina, defeito no septo ventricular. Pedido de estudo por
array-CGH 180K e caridtipo.



RESUMO

A citogenética impulsionou o diagndstico em genética humana em contexto Pré e Pés-
Natal. Os primdrdios da citogenética convencional permitiram o conhecimento de varias
sindromes associadas a cromossomopatias. A incorporacdo de técnicas moleculares, e sua
juncdo com a citogenética, nas areas de citogenética molecular e citogendmica, permitiram
ndo sé o aprofundamento dos mecanismos de doenca a nivel molecular, assim como
diagndsticos mais rapidos e com resolucdo ao nivel do gene. A era gendmica chegou nao sé
ao diagndstico, através de sequenciacao de painéis de genes ou exomas, mas também ao
rastreio Pré-Natal, com o NIPT.

No diagndstico genético existe uma ligacdo entre a genética clinica e os laboratdrios
de genética clinica, uma vez que é preciso esclarecimentos pré e pds-exames. Estes
laboratérios devem ser constituidos por uma equipa multidisciplinar em genética, e a
aplicacdo das variadas técnicas, sua interpretacao e o reporte de resultados tem de seguir a
legislacdo aplicavel assim como as guidelines atualizadas de boas praticas internacionais.

A evolugdo das técnicas genéticas levou a mudancgas na abordagem do diagndstico
genético. A técnica de array-CGH tem ganho um papel preponderante no Diagndstico Pos e
Pré-Natal. E disso exemplo a substituicio do estudo de caridtipo e do FISH, pelo array-CGH
como testes de primeira linha em doentes com défice intelectual. No entanto, ainda nao existe
um teste Unico que consiga detetar todos os mecanismos de doenga genética, existindo
atualmente complementaridade de técnicas para diagndstico e calculo de recorréncia.

A decisdo sobre as estratégias de testagem para uma determinada doenca genética
deve ser baseada no espectro e frequéncias das diferentes alteragdes moleculares que |lhe
estdo subjacentes, e na experiéncia a nivel metodolégico do laboratdrio, que engloba o
conhecimento das vantagens, limitacdes e questdes éticas de cada técnica.

O estagio permitiu acompanhar a atividade assistencial habitual do laboratério LCG-
FMUC, em Diagnodstico Pré e Pds-Natal, nas vertentes da citogenética convencional,
citogenética molecular, biologia molecular e citogendmica. Ao serem praticadas as varias
técnicas e estudo de casos clinicos, houve a compreensao da metodologia, assim como das
suas vantagens, limitacdes e implicacdes éticas, quando presentes, na resposta a determinada

guestdo clinica.
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I-INTRODUCAO

1- ESTAGIO NO LABORATORIO DE CITOGENETICA E GENOMICA DA FMUC

O estdgio decorreu no Laboratdrio de Citogenética e Gendmica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (LCG-FMUC) no periodo de setembro de 2021 a maio
de 2022. Teve como principais objetivos a aquisicao de conhecimentos e competéncias num
ambiente laboral, permitindo-me interagir com os varios profissionais de uma equipa
multidisciplinar em genética clinica laboratorial. Deste modo, consegui acompanhar a
atividade assistencial habitual do laboratdrio, nas areas da citogenética convencional,
citogenética molecular, biologia molecular e citogendmica, aplicadas no Diagndstico Pré-Natal
e Pds-Natal constitutivo; aprender as varias técnicas inerentes a essas areas, e compreender
a sua metodologia e questdes éticas subjacentes. O estagio teve ainda o objetivo de consolidar
o conhecimento adquirido no primeiro ano curricular através de situacdes praticas, e dar-me
competéncias para planear a minha atividade laboratorial, resolver e reportar casos clinicos,
de maneira a que esteja preparada para integrar equipas similares.

O Laboratdrio de Citogenética e Genédmica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra (LCG-FMUC) iniciou a sua atividade na drea do diagndstico genético pré e pds-natal
no inicio da década de 90. Desde a sua fundacdo é dirigido pela Professora Doutora Isabel
Marques Carreira e é composto por técnicos e docentes da FMUC. Tem na sua equipa
especialistas em Genética reconhecidos pela Administracdo Central do Sistema de Saude
(ACSS), sendo também reconhecidos como Especialistas Europeus em Genética Clinica
Laboratorial, titulados pelo European Board of Medical Genetics da European Society of
Human Genetics (ESGH). A lista de testes genéticos oferecidos a Comunidade inclui:
Citogenética Convencional, Citogenética Molecular, Biologia Molecular, Citogendmica e NGS.
O LCG é certificado pela norma ISO 9001:2015 e participa anualmente em diferentes
programas de controlo externo de qualidade do Genomics Quality

Assessment (GenQA), tendo sempre obtido excelentes avaliagbes (Laboratério de

Citogenética e Gendmica - Universidade de Coimbra (uc.pt)).

Este estagio incindiu sobre as abordagens citogenéticas e citogendmicas no
Diagndstico Pré-Natal e Pds-Natal e nesse sentido os proximos caipulos apresentardao as
metodologias usadas desde a citogenética convencional até a citogendmica e gendmica, seu

fundamento e aplicacdo pratica.

2- LABORATORIOS DE GENETICA CLINICA LABORATORIAL

Os laboratdrios devem seguir a legislacdo aplicavel assim como as guidelines de boas

praticas internacionais (ex: European Cytogeneticists Association (ECA); American College of
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Medical Genetics and Genomics (ACMG); European Society of Human Genetics (ESHG), para
que haja uma uniformidade a nivel da aplicacdo de técnicas, sua interpretagdo e o reporte de
resultados. Ao possuirem programas de controlo, manuten¢ao e melhoramento da qualidade,
assegura-se, entre outros aspetos, a validacdo de protocolos, reagentes, tecnologias,
formacdo e competéncias dos técnicos e seguranca no trabalho. Embora caiba aos
laboratérios fazer a andlise, estes tém também um papel importante nas fases pré- e pds-
analitica. Na parte pré-analitica, os laboratérios devem providenciar informagao e materiais
de forma a guiar os profissionais e utentes de salde a realizacdo mais adequada do teste
especifico. Sendo muito importante que figuem claros os requisitos necessarios para que uma
determinada amostra possa ser analisada no laboratdrio. A fase analitica comeca pela
verificacdo do estado da amostra recebida e seu registo numa base de dados do laboratério,
juntamente com dados clinicos e informacgado estritamente necessaria do utente em questao.
No processamento de qualquer tipo de amostra e andlise laboratorial deve haver um registo
ativo, de todos os procedimentos, andlises, e manutencdo de equipamentos (Keagle 2013).
Isto vai permitir identificar, caso haja alguma falha de equipamento/reagente, que amostras
foram afetadas e em que dias. Na fase pds-analitica, o laboratdério tem de reportar o resultado
tendo em conta que este terda um impacto direto no diagndstico e por vezes no tratamento
do doente. Assim, a escrita do relatério da analise tem de ser feita de um modo claro,
sumarizando os resultados obtidos, contextualizando-os e interpretando-os. O laboratério
deve assegurar que ha um controlo ativo desde o chegar da amostra até a emissao do relatério
e envio ao médico requisitante. Assim que se estabelece um relatdrio final, este vai para uma
pasta referente ao doente, armazenando uma cdpia em lugar de facil acesso para, quando

necessario, os dados possam ser consultados com prontiddo (Keagle 2013).

3-DIAGNOSTICO EM GENETICA HUMANA

O diagnéstico genético pode ser aplicado em trés grandes areas: Diagndstico Pré-Natal,
Pds-Natal e Doencas adquiridas (Neoplasias) (Nussbaum et al. 2016). O diagndstico genético
engloba uma ligacao estreita entre a genética clinica e os laboratérios de genética clinica. Em
contexto de aconselhamento genético providenciam-se informacGes sobre o risco do
probando, sua descendéncia ou familiares diretos, de ter uma determinada condicdo genética
(doente ou portador de doenca grave monogénica, cromossémica ou multifatorial).
Informacgdes também sobre a condicdo em si (sintomas, anomalias corporais e sistémicas,
progndstico e/ou taxa de sobrevivéncia, e ainda risco de recorréncia) e sobre os exames que
os laboratérios de genética clinica podem oferecer. Recomenda-se consulta genética antes e
depois da realizacdo de tais exames, para auxiliar os consulentes a tomarem uma decisado
informada acerca de se submeterem aos exames, assim como para compreender e utilizar a

informacado por eles proporcionada, ndao omitindo, caso se verifique para determinado teste,
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a possibilidade de achados secundarios ou incidentais, ou a obtencdo de resultados
inconclusivos. Em ambito de aconselhamento genético, podem ainda ser dadas informagdes
sobre alternativas de tratamentos, acompanhamento psicolégico e/ou social, assim como
referenciar associacGes de doentes com a mesma patologia (Nussbaum et al. 2016; Gardner
and Amor 2018).

4-DIAGNOSTICO PRE-NATAL

Em 1966 é demonstrado por Steel e Breg que se consegue determinar a constituicao
cromossémica do feto através da cultura de amnidcitos. E também na década de 60 que
comecgaram a ser aplicadas técnicas de ultrassonografia, primeiro para a avaliacdo de grandes
malformacbes fetais, e progressivamente, com o avanco das tecnologias imagioldgicas,
providenciar a capacidade de datar a gestacdo, identificacdo de gémeos, e localizacdo da
placenta, permitindo fazer os métodos invasivos com baixo risco. Permitiram ainda a
avaliacdo do crescimento intrauterino, e o diagndstico de malformagdes como os defeitos da
espinha bifida e reducdo dos membros. Na década de 80 desenvolveu-se o rastreio bioquimico
através da descoberta de marcadores bioquimicos no soro materno relacionados com o risco
aumentado para aneuploidias comuns. Em 1999, estabeleceu-se o rastreio combinado do
primeiro e segundo trimestre, usando os valores dos marcadores bioquimicos e achados
ecograficos. Neste tipo de rastreio, as mulheres com elevado risco, evidenciado pelo rastreio
do primeiro trimestre, geralmente fazem logo um método invasivo de diagndstico, e apenas
mulheres com baixo risco é que prosseguem para rastreio do segundo trimestre (Levy 2019).
Em 2011, o Teste Nao Invasivo de Diagndstico Pré-natal (NIPT), utilizando a andlise de DNA
livre fetal circulante no sangue materno, torna-se comercialmente disponivel para dete¢ao de
risco para trissomia 21. Ainda hoje, o NIPT continua a ter expansdo para cada vez um maior
numero de condi¢des genéticas, verificando-se superioridade do NIPT para o rastreio de
aneuploidias comuns, em relagdo ao rastreio tradicional bioquimico e medi¢cdo da
translucéncia da nuca (Bianchi et al. 2014; Gregg et al. 2016).

Atualmente, estdo disponiveis testes de diagndstico de rotina que vao desde as
técnicas de citogenética até a citogendmica (Silva et al. 2019; Levy 2021).

O Diagnostico Pré-Natal tem como principais objetivos: informar os casais acerca do
risco para malformacgOes congénitas ou doencas genéticas do feto; providenciar todas as
informacdes clinicas relevantes para que a gravida e o casal possam tomar decisdes acerca da
gravidez de acordo com as suas convic¢des, ou sobre como pode ser gerido esse risco.
Considera-se um risco elevado, se os casais tiverem tido um filho anterior com a doenca
genética em questdo; um historial familiar dessa doenca; teste de portador positivo nos
progenitores ou rastreio que indique esse elevado risco (Nussbaum et al. 2016). O Diagndstico

Pré-Natal dd aos casais com risco de terem filhos com doencas genéticas severas, a
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possibilidade de saberem quando, e se, a gestacao vai dar origem a filhos saudaveis, dando-
Ihes a oportunidade de interromper atempadamente as gesta¢Ges de fetos afetados. Além
de se conseguir antecipar e, quando possivel, preparar o parto e intervengdes médicas
especificas ao feto quando necessario (Nussbaum et al. 2016).

No Diagndstico Pré-Natal existem vdrios procedimentos que podem ser usados
consoante o tempo de gestacdo, indicagcdo clinica e o risco da intervengdo. Existem
procedimentos invasivos, sendo a amniocentese e a bidpsia de vilosidades coridnicas os mais
praticados e com menor risco, permitindo o diagndstico a partir do exame de células ou
tecidos fetais. Os procedimentos ndo invasivos, através da andlise do sangue materno e
ecografias fetais, permitem fazer rastreios através de testes bioquimicos ao soro materno,
ecografias fetais e/ou NIPT. Estes identificam gravidas que, por terem valores seroldgicos
alterados, ou que na ecografia mostrem marcadores aumentados ou malformacdes do feto,
estdo em risco de terem um feto com alteragdo genética, ajudando a tomar uma decisao

favordvel ou ndo a um método invasivo (Nussbaum et al. 2016; Gardner and Amor 2018).

5- CONCEITOS DE CITOGENETICA E CITOGENOMICA

A Citogenética dedica-se ao estudo dos cromossomas, incluindo a analise do nimero
e de estrutura, assim como o seu comportamento durante a divisdo celular no
desenvolvimento (mitose) e nas células germinais (meiose). Analisa ainda a influéncia da
alteragcdo cromossémica no fenédtipo, assim como os fatores que causam essas alteragdes
(Gardner and Amor 2018).

Os cromossomas foram classificados na conferéncia de Londres de 1963, segundo
grupos de A-G, baseados na sua ordem decrescente de tamanho e posi¢cdao do centrémero. O
padrdao de bandagem standard foi descrito na conferéncia de Paris em 1973 e permitiu a
identificagdo individual dos 22 cromossomas autossdémicos e cromossomas sexuais (X e Y).
Com o desenvolvimento de bandagem de alta-resolucao, através da sincronizagao de cultura
de linfécitos, conseguiu-se obter um maior nimero de células nas fases de divisdo
prometafase ou préfase, apresentando cromossomas menos condensados do que os
cromossomas metafasicos, e um padrao de bandas ainda mais discriminativo. A nomenclatura
dos cromossomas humanos e a forma de reportar diferentes alteragdes pode ser consultada
na ultima versado do livro International System of Chromosome Nomenclature (ISCN). Ficou
definido que os cromossomas sao divididos pela constricdo primaria, chamada centromero,
que fica entre o seu o braco curto (p) e o seu braco longo (q). E cada braco é dividido em
regides, que sdo divididas em bandas, numeradas desde o centrdmero até aos teldmeros
(Mcgowan-Jordan, Hastings, and Moore 2020).

As altera¢cdes numéricas ddao origem a euploidias se houver alteracdo no conjunto

inteiro de cromossomas ou aneuploidias quando ha perda ou ganho de um ou mais
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cromossomas. As alteragOes estruturais sao rearranjos que ocorrem num Cromossoma ou
entre cromossomas, podendo ser equilibradas quando ndo hd nem ganho nem perda de
regides cromossdmicas ou desequilibradas quando isso acontece. Os rearranjos equilibrados
geralmente ndo dao origem a fendtipos de doenca e os mais frequentes sdo translocacoes
reciprocas em que hda troca de segmentos entre 2 ou mais cromossomas, podendo haver
também translocagdes robertsonianas quando ha jungao de dois cromossomas acrocéntricos
pelo centrémero e perda dos bracos curtos que apenas possuem genes ribossomais, ndao
havendo implicacdo para o fendtipo. As inser¢cdes ocorrem quando um segmento
cromossémico é inserido diretamente ou de forma invertida no mesmo cromossoma ou
noutro cromossoma. As inversdes ocorrem quando ha quebra em dois pontos de um
cromossoma e rotacdo de 180° podendo ser inversdes pericéntricas se a regido invertida
envolver o centrémetro ou paracéntricas se nao o envolver (Gardner and Amor 2018).

Os rearranjos desequilibrados mais comuns sdao dele¢des e duplicagdes. Podendo
ocorrer também isocromossomas, em que um brago do cromossoma é duplicado e o outro é
deletado, podendo ser originados de uma divisdo transversal na mitose Il. Os cromossomas
em anel constitucionais sdo raros e formam-se quando hd quebra de um cromossoma em dois
pontos e reunido numa estrutura em anel, habitualmente com perda cromossdmica (Gardner
and Amor 2018). Pequenos cromossomas marcadores supranumerarios sdo mais pequenos
que os restantes cromossomas da metdfase, e geralmente ndo se consegue saber a sua origem
através de citogenética convencional (T. Liehr, Claussen, and Starke 2004).

Das vdrias alteracbes cromossdmicas podem resultar cromossomas derivativos e
recombinantes. Cromossomas derivativos sdo gerados por mais que um rearranjo num
mesmo cromossoma, como por exemplo uma inversao e delecdo no mesmo cromossoma,
delecbes nos dois bracos de um cromossoma, ou ainda produtos equilibrados ou
desequilibrados de uma translocacdo, consoante haja uma segregacdo meidtica 2:2 do tipo
alternada, ou segregacdes 2:2 do tipo adjacente |, Il ou 3:1, respetivamente. Ja cromossomas
recombinantes originam-se a partir de crossing-over na meiose de inversdes ou insergoes
heterozigdticas, e podem dar origem por exemplo a cromossomas dicéntricos ou acéntricos
(Mcgowan-Jordan, Hastings, and Moore 2020).

Existem variantes cromossdmicas chamadas heteromorfismos ou polimorfismos que
sdo habitualmente herdadas, mas que também se podem formar de novo. Podem ser
constituidas por quantidade heterocromatica variavel ou inversdo de regido heterocromatica,
e ainda variacdes envolvendo os genes ribossomais tanto no tamanho da constricdo
secundaria como dos satélites. Os cromossomas podem ainda apresentar sitios frageis. Estes
sdo loci especificos hereditdveis que preferencialmente exibem lacunas ou quebras nos
cromossomas metafdsicos apds a inibicao parcial de sintese de DNA em cultura celular através
de agentes quimicos (ex: concentracdo baixa de folato)(Kowalczyk, Srebniak, and

Tomaszewska 2007; Mcgowan-Jordan, Hastings, and Moore 2020).
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Em 1980, a introducdo da citogenética molecular, através da técnica de hibridizacdo in
situ fluorescente (FISH), permitiu uma melhor resolugdo na identificagdo de alteragdes
genéticas, através da observacdo do sinal fluorescente de sondas de DNA, marcadas com
fluorocromos, que hibridizam com sequéncias de interesse em cromossomas e nucleos
interfasicos (Cui, Shu, and Li 2016). Uma das variantes da técnica de FISH foi a hibridizacdo
gendmica comparativa (CGH), desenvolvida em 1992 para detetar desequilibrios genémicos
de células tumorais. Esta técnica baseia-se na hibridizacdo competitiva de iguais quantidades
do DNA em estudo, e de DNA de um individuo com cariétipo normal, mas marcados com
fluorocromos de diferentes cores, numa metafase humana de referéncia. A CGH, por sua vez,
permitiu o desenvolvimento, a partir do inicio dos anos 2000, da técnica de hibridizacao
gendmica comparativa em array (array-CGH), em que a hibridizacdo comparativa ndo ocorre
numa metdafase, mas em varias sondas imobilizadas num formato de array, representando
varios loci do genoma humano. Com a técnica de array-CGH consegue-se mapear
desequilibrios cripticos e disrupcdes de genes num ensaio rdpido que cobre todo o genoma,
com resolugao a nivel do gene, abrindo assim o campo da citogendmica (Durmaz et al. 2015).
Embora ndo cobrindo todo o genoma, um pouco antes do desenvolvimento da tecnologia de
array-CGH, foram também implementadas técnicas moleculares baseadas em PCR multiplex,
gue permitem o processamento de um nimero consideravel de amostras em simultaneo e o
estudo de um nulmero consideravel de Joci para uma mesma regido ou varios
cromossomas/regiées/genes em simultdaneo (Ribeiro, Carreira, and Melo 2018; Levy 2019).
Destacam-se as técnicas Quantitative Fluorescence Polimerase Chain Reaction (QF-PCR)
(Mann and Ogilvie 2012) e Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) (Shouten
et al. 2002) que foram comercializadas e se tornaram muito Uteis no diagnostico genético até
hoje.

O projecto do genoma humano cuja divulgacao oficial ocorreu em 2003, foi essencial
para o desenvolvimento da citogenética molecular, citogenémica e gendmica clinica (Durmaz
et al. 2015). Também o desenvolvimento a nivel tecnoldgico e de recursos bioinformaticos
permitiu o grande avancgo, nos ultimos anos, a nivel de diagndstico na area da citogendmica e

gendmica clinica (Levy 2019).

6-MECANISMOS DE DOENGCA GENETICA

Na doenca genética humana pode-se considerar trés grandes grupos, doenca
monogénica, cromossdémica ou multifatorial. A doencgas genéticas sdao causadas por um vasto
nimero de mecanismos, existindo por vezes uma ligacdo de alteracdes genéticas e
epigenéticas que levam a mudancas patofisioldgicas. Na maioria dos casos as doencas

genéticas resultam de uma expressao ou funcado alterada de proteinas, derivada, por exemplo,
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de efeitos de perda ou ganho de fungdo; aumento de dosagem de genes, e expressao e

regulacdo de genes anormal (Schaefer and Thompson 2013; Nussbaum et al. 2016).

6.1-DOENCAS MONOGENICAS

Estas doencas sdo causadas por varios mecanismos moleculares, entre eles:
insercoes/delecdes, duplicagdes ou variagdes no numero de copias em um ou varios exdes;
mutacbes nucledtidicas (nonsense, frameshift, missense, e de splicing); ou rearranjos
cromossémicos cujos pontos de quebra sejam intragénicos e assim interrompam a transcri¢ao
do gene em questdo (Nussbaum et al. 2016; Goswami and Harada 2020). H4, no entanto,
determinadas doencas monogénicas que sdo causadas por variantes alélicas que resultam da
expansdo de pequenas sequéncias de repeticdo (Short Sequence Repeats, SSRs). As que foram
descobertas primeiro e as mais frequentes sdo as doengas de expansao de repeti¢cdes de
tripletos, como a distrofia miotdnica, o Sindrome do X-Fragil, e as doengas de poliglutaminas
(ex: doencga de Huntington). Apesar do mecanismo ser o de expansao de repeti¢bes, causado
principalmente pelo envolvimento da via de reparacao de erros de emparelhamento de DNA
(mismatch repair (MMR)) (Williams et al. 2020), existem diferentes mecanismos moleculares
gue levam a patogenicidade, e que variam de acordo com a sequéncia de repeticdo, tamanho

e local dentro do gene, e se a repeticao é traduzida numa proteina (Paulson 2018).

6.2-CROMOSSSOMOPATIAS

Alteracdes cromossdmicas numéricas ou estruturais estdao na base de varias doengas
genéticas, malformacbes congénitas, perdas gestacionais, infertilidade, e insucesso em

técnicas de reproducdo assistida (Campos-Galindo 2020).

6.2.1- ALTERACOES NUMERICAS

Embora as euploidias sejam incompativeis com a vida humana, esta descrita a
ocorréncia em recém-nascidos de triploidias e tetraploidias. Trés mecanismos podem explicar
a sua formacdo: um erro na divisdo meidtica, fertilizacdo por dois espermatozoides ou
retencdo do segundo corpo polar no odcito (Gersen and Keagle 2013).

A letalidade de uma aneuploidia é correlaciondvel com o conteddo de genes do
cromossoma envolvido. Aneuploidias para cromossomas ricos em genes, nomeadamente
genes de grande importancia para o desenvolvimento, tém menores hipdteses de sobreviver,
podendo ser letais logo no estado pré-embridndrio, ou dar origem a abortos espontaneos ao
longo da gestacdo. As monossomias sdo as mais letais, e apenas a monossomia completa do
X consegue ser compativel com a vida. As trissomias que envolvem cromossomas com menos

genes (13, 18 e 21) conseguem chegar ao fim da gestacdo e ter uma sobrevida que chega a
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idade adulta apenas no caso da trissomia 21. Para além da monossomia do X, as aneuploidias
mais comuns envolvendo cromossomas sexuais sao as trissomias XXY, XXX e XYY. Estdo ainda
descritas tetrassomias originadas pela presenca de marcadores supranumerdarios, com
grandes malformacdes e pouco tempo de sobrevida (Gersen and Keagle 2013).

Erros na meiose resultam em gametas que contém numeros anormais de
cromossomas, que apos a fecundagdo produzem zigotos aneuploides, havendo evidencia de
correlacdo entre idade materna avancada e esses erros (Gersen and Keagle 2013). S3o erros
de segregagao dos cromossomas, como a nao-disjungao ou segrega¢do prematura de
cromatideos, podendo ocorrer tanto na meiose | como na meiose Il. Sendo mais comum o
mecanismo de ndo-disjuncdo, a segregacdo prematura de cromatideos ocorre com mais
frequéncia em cromossomas pequenos na meiose Il (Gersen and Keagle 2013). Outro tipo de
erro de segregacdo, foi recentemente identificado, a segregacdo reversa. Este erro ocorre
quando sdo os cromatideos e ndo os cromossomas homélogos que se separam na meiose |.
Por ja ndo estarem ligados quando passam a segunda divisdo da meiose, pode ndo haver o
alinhamento e segregacdo correta na meiose Il (Webster and Schuh 2017).

Erros de segregacdo podem também ocorrer durante a mitose dando origem a
mosaicos. Os mosaicos podem ser somaticos, gonadais ou uma mistura dos dois. Quanto mais
precoce for o erro de segregacdo, mais linhagens celulares serdo afetadas. Os mosaicos
podem ocorrer logo apds a fertilizacdo, desenvolvendo mosaicismo no embrido e/ou nos
tecidos extraembrionarios. O mosaicismo pode ter varios efeitos desde abortos espontaneos,
patologia especifica de um 6rgdo ou modificacdo de efeitos clinicos em sindromes, havendo
alteracgdes que sé conseguem ocorrer em mosaico, sendo letais quando presentes em todas
as células (Spinner and Conlin 2014).

Fenémenos de trisomy ou monosomy rescue estdo na base de muitas dissomias
uniparentais. Se envolverem cromossomas com imprinting gendmico (inducdo da expressao
génica a partir de apenas um dos dois cromossomas parentais por metilacdo de DNA no outro
cromossoma), ddao origem a doencas de imprinting. Em casos de isodissomia hd ainda a
possibilidade de manifestacdo de doenca recessiva. A isodissomia resulta de erro de
segregacdo na meiose Il ou de erro de segregacdo mitdtica com monosomy rescue. Neste
mecanismo a célula monossémica tenta corrigir para dissomia através de um erro de
segregacdo ou duplicacdo de uma cdpia. A heterodissomia resulta do erro de segregacdo na
meiose |, e a hetero/isodissomia parcial resulta de haver recombinacdo nos cromossomas
antes que os erros de segregacdo ocorram. O mecanismo de trisomy rescue vai dar origem a
dissomia uniparental se o chromosome lag, subsequente formacdo de micronucleo com
eliminacdo cromossdmica, acontecer no cromossoma herdado pelo outro gameta (Benn
2021).
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Existem ainda aneuploidias parciais que resultam dos rearranjos estruturais
desequilibrados, ou de cromossomas com desequilibrios gerados na meiose a partir de

cromossomas com alteragdes equilibradas (Gersen and Keagle 2013).

6.2.2- ALTERACOES ESTRUTURAIS

Na maioria dos casos, as alteracdes estruturais equilibradas, ndo estdo associadas a
manifestagdes clinicas para o portador; contudo, podem ser lesivas quando ha disrupgao de
genes ou ha alteracdo da expressdo génica devido, por exemplo, a efeitos de posicao.
Adicionalmente, as alteracGes equilibradas podem ter graves consequéncias clinicas para a
descendéncia dos portadores, resultando na formacdo de gametas com alteracdes
cromossémicas desequilibradas, as quais estdo frequentemente associadas a manifestacdes
clinicas no portador (Ribeiro, Carreira, and Melo 2018).

Os rearranjos estruturais cromossémicos ocorrem quando existem trocas entre
regides nao alélicas, havendo regies do genoma mais suscetiveis para essa quebra e
rearranjo como é o caso de regides de repeticdo, regides suscetiveis a formagdo de quebras
em cadeia dupla, ou capazes de formar uma determinada estrutura secundaria de DNA. As
regides de repeticdo envolvem geralmente o mecanismo de recombinacdo homdloga nao
alélica (NAHR) e podem ser mediadas por regides muito repetidas no genoma como é o caso
das sequéncias Alu (retrotransposGes mais abundantes no genoma humano), que estdo na
origem de algumas doencas monogénicas e cancros, mas também regides de DNA satélite que
estdo na origem de algumas transloca¢des robertsonianas que envolvem os bragos curtos dos
cromossomas acrocéntricos, e de inversdes como a que envolve a regido heterocromatica
polimdrfica do cromossoma 9 (Gersen and Keagle 2013). Sdo, no entanto, as repeticdes de
pequeno numero (low copy repeats, LCR) que estdo na base da maioria de todos os tipos de
rearranjos recorrentes. Os LCRs localizados no mesmo cromossoma e com a mesma
orientacdo podem mediar tanto duplicacdes como delecGes intersticiais que estdo na base
das varias sindromes de microdelecdes e microduplicages. Estas sindromes complementares
representam os produtos reciprocos da troca desigual quando ocorre NAHR apés o
desalinhamento de cromatideos ou homaélogos. Ja LCRs invertidos estdo na base de inversoes,
e se envolverem LCRs em cromossomas diferentes pode-se dar origem a translocacoes e
outros rearranjos mais complexos. Translocacdes e dele¢des terminais nos bragos curtos dos
cromossomas 1, 4, e 5, que originam sindromes conhecidos, podem ser mediados por
sequéncias palindromicas que originam “hot spots” para quebras duplas no DNA, as quais sdo
reparadas pelo mecanismo de recombinacdo ndao homdloga por ligacdo terminal
(NHEJ)(Gersen and Keagle 2013).

Ao contrario das alteracdes cromossémicas numéricas, 0s rearranjos estruturais tém

normalmente origem paterna, havendo exce¢cbes como é caso das translocagdes
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robertsonianas ndo-homodlogas ou isocromossomas supranumerdrios. Foi sugerido que este
facto se deve a acumulagao de mutagdes que ocorrem durante o grande numero de divisdes
mitéticas que ocorrem nas células espermatogdnias (Gersen and Keagle 2013).

Com a excecdo de cromossomas instaveis como anéis, dicentricos e pequenos
marcadores, rearranjos estruturais sdo raramente vistos em mosaico. Os fendtipos associados
a anéis ou a pequenos marcadores sao muito varidveis, dependendo do tamanho, contetdo
genético (eucromatina vs. Heterocromatina) e nivel de mosaicismo (Gersen and Keagle 2013).
No entanto, estudos recentes mostram que portadores de pequenos marcadores constituidos
por eucromatina pericentromérica na ordem dos Mega pares de bases (Mpb) sdo sauddveis
por ndo terem genes sensiveis a dosagem (Hamid Al-Rikabi et al. 2017). Os marcadores mais
comuns sao os derivados dos cromossomas X, 15 e 22, estando associados respectivamente
ao sindrome de Turner, tetrassomia proximal do 15q e do 22q (Sindrome Cat-eye) (Gersen
and Keagle 2013).

7- DIAGNOSTICO DE INFERTILIDADE COMO PARADIGMA DA BUSCA DE UM TESTE UNICO E
CONSTATAGAO DA IMPORTANCIA DA CITOGENETICA NA ERA GENOMICA

Embora ndo tenha sido apresentado nenhum caso sobre infertilidade neste relatério,
esta é uma questdo que preocupa muitos casais e cuja etiologia é bastante variada tanto no
lado masculino (Babakhanzadeh et al. 2020) como feminino (Yatsenko and Rajkovic 2019).
Nesse sentido, a existéncia de um Unico teste que pudesse responder a todos os mecanismos
de doenga subjacentes a infertilidade seria de grande vantagem clinica. Ha alguma esperanca
no uso da tecnologia de Sequenciacdo de Terceira Geracdao com long-reads, nesta procura que
existe por parte dos laboratérios de se encontrar um Unico teste que consiga responder a
todos os mecanismos de doenca subjacentes a uma determinada condi¢do. Esta nova
tecnologia consegue colmatar as limitacdes na sequenciacao inerentes ao uso atual de short-
reads, permitindo sequenciar elementos repetitivos, regioes ricas em GC, caracterizacdo de
variagdo estrutural com uma resolucao sem precedentes e detecdao de marcas epigenéticas
no DNA nativo. No entanto, continua a apresentar todas as questdes descritas para as
tecnologias que geram grande numero de dados (Yohe and Thyagarajan 2017) além de
problemas de validacdo da tecnologia (Ameur, Kloosterman, and Hestand 2019).

O exemplo de diagndstico da infertilidade é também bom para reforcar o papel que a
citogenética (convencional e molecular) ainda tem hoje, apesar de todo o avanco tecnolégico.
As alteragGes cromossdmicas sdo uma causa importante de infertilidade, quer pela ocorréncia
de aneuploidias (ex. Sindrome de Klinfelter ou Sindrome de Turner) ou pela existéncia de
alteragdes equilibradas que podem dar origem a gametas desequilibrados. Sabe-se que em
abortamentos de repeticao a frequéncia de altera¢gdes cromossdmicas nos casais € maior que

na populagdo geral. Sendo que das alteragdes cromossdmicas presentes, as translocagdes
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equilibradas sdo as mais frequentes tanto em casos de abortamentos de repeticdo como em
fracasso repetitivo de implantagao (Campos-Galindo 2020). Também no que diz respeito a
infertilidade masculina, os rearranjos cromossdmicos equilibrados (transloca¢des e inversoes)
estdo presentes em 0,5-1% de individuos com quantidade espermatozoides muito reduzida
ou ausente no liquido ejaculado (Vozdova et al. 2013; Yammine et al. 2021). Assim, a
citogenética convencional tem sido aconselhada em casais inférteis antes de se iniciarem
tratamentos, especificamente em casos de: abortamentos de repeticado; fracasso repetitivo
de implantacdo apés fertilizagdo in vitro; e infertilidade do fator masculino (Campos-Galindo
2020; Sudhakar, D. V., Shah, and Gajbhiye 2021). Entre as causas genéticas da POI, as
alteragdes numéricas e estruturais do cromossoma X representam cerca de 13% dos casos,
demonstrando assim também importancia da analise de caridtipo em mulheres com

disgenesia ovarica (Neves et al. 2020; Di-Battista, Moysés-Oliveira, and Melaragno 2020).
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[I- CITOGENETICA CONVENCIONAL E MOLECULAR

1- INTRODUCAO E INDICACOES CLINICAS

A citogenética convencional permite observar todo o genoma, identificando alteragées
numéricas e altera¢Oes estruturais superiores a cerca de 5 a 10 Mb, assim como detetar
situacdes de mosaicismo.

O diagnéstico citogenético em pré-natal é realizado por rotina desde os anos 70, através
da cultura de células provenientes de liquido amniético, e ainda hoje é solicitado, através da
analise de cultura de células fetais de amostras de liquido amniético, vilosidades coridnicas e
sangue do corddo umbilical, para as seguintes indicacdes clinicas: anomalia ecografica do feto;
sinais ecograficos de alerta indicativos de um risco aumentado de anomalia cromossémica do
feto; rastreio (bioquimico/NIPT) positivo indicativo de um risco aumentado de anomalia
cromossémica do feto; pais com rearranjo cromossémico ou mosaicismo; feto anterior com
anomalia cromossémica; nado morto anterior com anomalia cromossémica potencialmente
vidvel; resolucdo de mosaicismo fetal detectado num estudo anterior; risco de sindrome de
instabilidade cromossémica; estudo molecular; infeccdo materna por microorganismo (ex:
toxoplasmose, rubéola) (Gardner and Amor 2018; Hastings et al. 2012a; Silva et al. 2019).

O diagndstico citogenético em pds-natal é solicitado, maioritariamente através da analise
de culturas de sangue periférico e de fibroblastos provenientes de bidpsias de pele, para o
estudo do caridtipo constitucional em individuos com as seguintes indicacdes clinicas: feto
malformado ou nado morto de etiologia desconhecida; anomalias congénitas multiplas ou
dismorfismos; alteracdo clinicamente significativa do crescimento (baixa estatura,
crescimento excessivo, microcefalia, macrocefalia); défice cognitivo ou atraso do
desenvolvimento psicomotor; suspeita de sindrome de dele¢do/microdelecdo/duplicagdo;
qguadro clinico de sindrome de instabilidade cromossdmica; doenca recessiva ligada ao X numa
mulher; amenorreia primdria ou secunddria ou menopausa precoce; azoospermia ou
oligospermia severa; ambiguidade sexual. E também solicitado em casais com indicac3o clinica
de: filho com anomalia cromossémica ou variante invulgar; anomalia cromossémica
desequilibrada detetada nos produtos de concecdo; infertilidade de etiologia desconhecida; e
trés ou mais abortos espontdneos. Tanto individuos como em contexto de casal podem
solicitar o estudo do cariétipo constitucional quando existe histéria familiar significativa de
rearranjo cromossémico ou défice cognitivo de possivel origem cromossémica em que nao é
possivel estudar o individuo afetado (Hastings et al. 2012a; Silva et al. 2019).

As principais limitacdes do diagndstico por citogenética convencional sdo a resolucao
relativamente limitada e o facto de ser necessario a realiza¢do de culturas celulares, uma vez
que esta andlise apenas se realiza em células em divisdo celular mitdtica (Nussbaum, Mclnnes,
and Willard 2016).
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Com a citogenética molecular, através da técnica Fluorescence In Situ Hybridization (FISH),
permite-se o estudo mais pormenorizado de regides cromossémicas especificas, aumentando
o poder de resolugdo da citogenética convencional para o nivel do gene numa gama de 100-
200 kb, sendo usada tanto em cromossomas como em interfases. Cada vez mais, o uso do
FISH em diagndstico clinico constitucional é usado como uma ferramenta de confirmagao ou
exclusdo de resultados moleculares, caracterizagdo de rearranjos cromossomicos,
caracterizacdo de marcadores e determinacdo de mosaicismos de baixa expressao.

As indicacdes clinicas para o estudo do cariétipo constitucional por FISH sdo: suspeita
clinica de sindrome de microdelegao para o qual exista um teste diagndstico disponivel; risco
aumentado de sindrome de microdelecdo devido a histéria familiar positiva; quadro clinico
sugestivo de mosaicismo para um determinado sindrome cromossdmico; suspeita de
anomalia cromossdmica por andlise citogenética convencional em que o FISH possa ser util
na clarificacdo da alteracdo ou em situagGes em que exista importante implicacao clinica;
presenca de cromossoma marcador supranumerario; suspeita clinica de rearranjo
subtelomérico criptico , incluindo familiares com risco aumentado desse rearranjo

subtelomérico criptico (Hastings et al. 2012a).

2-PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

2.1-IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras que chegam a um laboratério de genética clinica podem ser de varias
origens. Para citogenética convencional e molecular, utiliza-se normalmente em Diagnéstico
Pré-Natal, amostras colhidas por métodos invasivos como as vilosidades coriénicas (CVS) e o
liguido amnidtico (LA) através de bidpsia das vilosidades coridnicas e amniocentese,
respetivamente. Podem ainda ser examinadas amostras do feto como a bidpsia de pele ou
sangue do corddao umbilical, que pode ser colhido durante o parto ou mais raramente através
do procedimento invasivo de cordocentese, e ainda produtos de abortamento. Em
Diagndstico Pds-Natal usa-se predominantemente o sangue periférico (SP), podendo ser
examinado também biopsia de pele.

Visto que os estudos citogenéticos sdo apenas realizados em células com divisdo ativa, é
essencial que o laboratério receba amostras com células vivas e capacidade proliferativa. As
amostras de LA chegam em condicdes estéreis e coletados em dois frascos de cultura celular
(T-flasks). As amostras de CVS chegam em tubos de cultura estéreis com meio de transporte
especifico. As amostras de sangue para a realizacdo de caridtipo devem ser colhidas em
seringas estéreis contendo o anticoagulante, heparina de sddio ou litio.

De acordo com as diretrizes profissionais da Associacdo de Citogenética Clinica (ACC)

(“ACC Prenatal Diagnosis Best Practice Guidelines v1.00” 2009), cabe ao laboratério averiguar
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se o material que chega é adequado para processamento. Verificar se ha amostra suficiente
ou se esta vem em condi¢Bes (ex: identificar LA com aspeto sanguinolento, indicando a
presenca de sangue materno ou fetal). Segue-se o registo das amostras em que cada uma é
identificada com o nome do individuo e um cddigo numérico (nimero do caso/ano), sendo
usado um prefixo distinto para identificar cada tipo de amostra (ex: CV para vilosidades
coridnicas). Todo o material deve ser duplamente verificado e corretamente etiquetado de

modo a evitar erros de identificacdo e subsequente troca de amostras.

2.2 -METODO DE CULTURA CELULAR

Para o estabelecimento e manutencao de culturas de células sdo necessarios requisitos
basicos: manutencdo de assepsia durante os procedimentos; preparar meios de acordo com
as caracteristicas apropriadas para cada tipo de amostra; saber avaliar as culturas em termos
de possivel contaminacdo; avaliacdo da confluéncia de células para saber quando é necessaria
a mudanga de meio, estimulacdo de crescimento ou manipulacdo; e saber fazer a
criopreservacao da cultura e respetiva reconstituicao (Phelan 2007).

A manutencdo de assepsia, durante o método de cultura, envolve varios
procedimentos para proteger as culturas celulares e o técnico de laboratério de contaminacao
e infecdo. As culturas celulares sdo efetuadas numa sala propria, sala de cultura, com acesso
a esterilizacdo do espaco para evitar contaminagdes externas. Para minimizar o risco de perda
de culturas devido a falhas no decorrer do processo, cada amostra deve ser cultivada em pelo
menos duas linhas (A e B), com dois meios de cultura distintos, manipuladas por dois técnicos,
em camaras de fluxo laminar vertical distintas, e mantidas em estufas também diferentes.
Todos os procedimentos dentro da camara de fluxo devem ser efetuados de acordo com
normas de assepsia, que vao desde o uso de luvas, esterilizacao de superficies com solugdes
de detergente neutro e etanol a 70%, a uso de materiais descartaveis; autoclavados; ou
sujeitos a temperatura elevada (~1800C). Pretende-se, assim, eliminar microrganismos
responsaveis por inibir o crescimento, levar a resultados inconsistentes, ou matar as células
das culturas. Estes contaminantes retiram nutrientes do meio e podem produzir substancias
gue sdo toxicas para as células (Gersen and Keagle 2006; Phelan 2007).

Todas as amostras usadas para realizar analises cromossdmicas sdo cultivadas em
meios de cultura aquosos. As amostras de sangue e de medula dssea sdo cultivadas em
suspensdao em falcons ou em T-flasks, e vao constituir culturas temporarias, enquanto que
amostras de LA, CVS e Fb necessitam de aderir a parede dos T-flasks para crescerem, e vao
constituir culturas de longa duracdo (Gersen and Keagle 2006). A base dos meios de cultura é
uma solucao salina equilibrada que fornece uma mistura de sais e glucose essenciais para
controlar o pH, pressdo osmatica e providenciar energia para o crescimento celular. O corante

vermelho de fenol é usado como indicador visual do pH. Aditivos adicionais podem ser
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necessarios para a cultura de células, estes incluem aminodcidos, fatores de crescimento,
vitaminais e antibidticos ou fungicidas (Boyle and Griffin 2001). Uma vez que o uso de
fungicidas nos meios também pode prejudicar o crescimento das culturas, estes podem ser
dispensaveis (Phelan 2007). Os meios e outras solu¢des usadas na cultura estdo geralmente
congelados, sendo necessario fazer aliquotas, guardadas a 4°C, as quais serdo pré-aquecidas
a 37°C, quando se pretende adicionar as culturas. Um exemplo de meio de cultura usado para
a cultura de sangues é o Gibco® PB-MAX™ Karyotyping Medium, um meio completo
desenvolvido para culturas de curta-duracdo de linfécitos de sangue periférico. Este meio
contém ja fitohemaglutinina (PHA), um agente mitogénico para induzir a divisao celular dos
linfocitos T ja maduros. Os meios de cultura para os LA e CVS sdo os mesmos, havendo sempre
pelo menos duas linhas (A e B) que podem ser constituidas por meios distintos, ou pelo mesmo
tipo de meio de marca ou lotes diferentes. Isto é de extrema importancia para assegurar que
se tenha sempre crescimento e também para avaliar potenciais fendmenos de cultura que
possam surgir apenas numa linha. Para culturas de longa duracdo, existem meios basais e
meios completos. Um meio basal, como é caso do Ham's F-10 Nutrient Mix, € composto por
aminodacidos, glucose, sais, vitaminas e outros nutrientes. Este, para se tornar num meio
completo, deve ser suplementado pela adicdo de L-glutamina, antibidticos (geralmente
gentamicina), e soro fetal de bovino (FBS) que providencia fatores de crescimento. No
entanto, existem meios completos comercializados como é o caso de Gibco® AmnioMAX™ C-
100 Complete Medium. Meios completos devem ser privilegiados pois permitem maior
viabilidade e proliferacdo das células (Phelan 2007). Sabe-se, por exemplo, que em amostras
gue contenham varios tipos de células, como é o caso de LA, os meios suplementados com 5-
20 % de FBS podem conferir vantagem proliferativa de fibroblastos em detrimento de alguns
tipos de células epiteliais, e isso vai ajudar a ter boas células para o estabelecimento do
cariétipo (Sato and Kan 1998).

2.3— ESTABELECIMENTO DE CULTURA DE BIOPSIA DAS VILOSIDADES CORIONICAS (CVS)

A técnica de bidpsia de vilosidades coridnicas é geralmente realizada entre a 112 e 122
semana de gestacdo. A melhor 4rea da placenta para retirar a amostra é o cérion frondoso
porque é onde se vai obter vilosidades de melhor qualidade e menos contaminadas pela
decidua materna (Boyle and Griffin 2001). Geralmente 20 mg de CVS sdo suficientes para
estabelecer culturas. Estas sdo colocadas num tubo com meio de transporte adequado (ex:
Hams F10) e com heparina para evitar a coagulacdo do sangue a volta das vilosidades. Como
as CVS providenciam um grande numero de células metabolicamente ativas, podem ser o
método de diagndstico favorito para fazer ensaios bioquimicos dirigidos a varias doencas

hereditarias do metabolismo, ou para a extracio de DNA para investigar doencas
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monogénicas (Boyle and Griffin 2001). No entanto, no LCG as CVS sdo usadas para estabelecer
culturas para diagnéstico citogenético, molecular e citogendmico.

As CVS sdao compostas por uma camada exterior de citotrofoblastos e uma camada
interna de células de origem mesenquimal. Os citotrofoblastos sdo células que se dividem
espontaneamente e cujos cromossomas podem ser examinados apds uma cultura de curta
duragdo. As células mesenquimais sdo as que crescem em culturas de longa duragdo (Boyle
and Griffin 2001). Privilegiam-se as culturas de longa durac¢do porque as células mesenquimais
apresentam uma maior probabilidade de representar o caridtipo fetal do que os
citotrofoblastos (Silva et al. 2019).

Normalmente as CVS estdo contaminadas por particulas de sangue e de decidua
materna, sendo imperioso fazer a sua separagdo antes de se prosseguir para o
estabelecimento de cultura (Fig. 1). Na camara de fluxo, fazem-se lavagens com a solugao
incolor de tampao fosfato-salino (1xPBS), para retirar todo meio de transporte e limpar a
amostra dos restos de sangue materno. Estas sdo dissecadas recorrendo ao microscopio de
dissecacdo ou lupa, dentro da cdmara de fluxo, com a ajuda de um par de pingas, tendo em
atencdo que todo o material técnico deve estar bem esterilizado antes do procedimento (Fig.
1A). O tecido materno difere do fetal, por ter uma aparéncia mais esbranquicada e
indiferenciada, sendo o tecido fetal mais transparente, ramificado e de aspeto tubular (Boyle
and Griffin 2001) (Fig. 1B e C). Embora as CVS tenham irrigacdo sanguinea, consegue-se
diferenciar, pela tonalidade, do sangue materno que estd aderente ao exterior das CVS (Fig.
1C).

Figura 1- Separacdo de vilosidades coridnicas a lupa (A). Amostra de bidpsia de trofoblasto em 1xPBS
contendo vilosidades coridnicas, decidua materna e sangue materno coagulado (vermelho) (B).
Isolamento das vilosidades coridnicas fetais (canto superior direito) do restante material placentario
(C). Imagens cedidas pelo LCG-FMUC.

Depois de dissecadas, hd uma separacdo para extracdao de DNA, para despiste de
contaminacdo materna, se se tratar de um feto do sexo feminino, e caso tenham sido
solicitados estudos moleculares. Sendo que a maior parte é submetida a dissociacdo
enzimatica, com o intuito de se estabelecerem culturas de longa duracdo. Adiciona-se
primeiro uma solucdo de tripsina/EDTA/HBSS com incubacdo de cerca de 1h a 37°C. Ao ser
descartado o sobrenadante, a camada de citotrofoblastos é removida. A adi¢cdo de colagenase

tipo IV e incubacdo durante cerca de 30 min vai digerir o tecido mesenquimal, libertando as
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células para a solucdo (Jackson, Gibas, and Barr 2001). As CVS tém que estar bem digeridas, o
uso de vortex ajuda a dissociar os tecidos e separar células para se estabelecer uma boa
cultura. Apds centrifugacdo, adiciona-se ao pellet, FBS para inibir a a¢do enzimatica, e
distribui-se pelos 2 T-flasks, previamente identificados e com os respetivos meios para a linha
A e B. Para o crescimento, colocam-se os 2 T-flasks por amostra em sistema aberto e em
incubadoras distintas. As células mesenquimais contém vdrios elementos celulares
(fibroblastos, células endoteliais e macréfagos) e uma abundante matriz intercelular. Os
fibroblastos tém uma rdpida proliferacdo in vitro e sdo adequados para o diagndstico

citogenético (Jackson, Gibas, and Barr 2001).

2.4-ESTABELECIMENTO DE CULTURAS DE LIQUIDOS AMNIOTICOS (LA)

As amostras de LA contém um conjunto de células provenientes da pele, tratos urinario
e gastrointestinal, e do amnio. O periodo 6timo para realizar a amniocentese é entre a 152 e
a 172 semana de gesta¢ao, podendo ser realizado mais tarde, embora com o inconveniente
de obter cada vez menor nimero de células vidveis do feto (Boyle and Griffin 2001). O LA
coletado (normalmente 1ml/semana de gestac¢do) é distribuido por 2 T-flasks. Se as amostras
apresentarem vestigios de sangue, é recomendado, no caso de fetos do sexo feminino, testes
moleculares para garantir que o estudo é feito apenas na amostra fetal, apesar da capacidade
proliferativa das células sanguineas em meios de cultura para LA ser diminuta (Boyle and
Griffin 2001). Se se fizer uma centrifugacdo a baixa velocidade pode-se usar o pellet para
estabelecer as culturas e usar o sobrenadante para inumeros testes bioquimicos incluindo
ensaios para detetar defeitos do tubo neural e do aparelho digestivo, através do doseamento
da a—fetoproteina e acetilcolinesterase (Gersen and Keagle 2006). Em laboratdérios em que
esses estudos ndo sejam feitos, o estabelecimento de cultura de LA consiste em aplicar
diretamente os respetivos meios das linhas A e B aos dois T-flasks que chegam por amostra.
Existem 3 tipos de células que formam coldnias durante a sua proliferacdo em cultura:
amnidcitos (os mais predominantes), células epitelioides, e do tipo fibroblastos (Boyle and
Griffin 2001). O liquido amniético nao cultivado poderd ser usado para extracdo de DNA para
realizar o despiste rdpido de aneuploidias mais comuns por QF-PCR ou para diagndstico pré-
natal por array-CGH. Neste ultimo diagndstico é preciso fazer também o despiste de

contaminacdo materna se o feto for do sexo feminino.

2.5-MANUTENCAO DE CULTURAS DE CVS E LA

As culturas de longa duracdo sdo mantidas em sistemas abertos, ou seja, os T-flasks sdo
mantidos na incubadora, sem estarem totalmente rolhados, de modo a permitir a troca

gasosa. As incubadoras devem providenciar a temperatura étima (37°C) para o crescimento
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de células humanas, humidade constante de maneira a prevenir a evaporacao do meio, O3
para respiracao, e CO, para a manutengdo do pH no meio de cultura. Os meios tém uma
concentragdo otimizada de bicarbonato de sédio para manter o pH e a osmolaridade e
necessitam habitualmente de uma atmosfera de 5% de CO2 para manter o pH 7.4, valor ideal
para a viabilidade e proliferacdo das células (Sato and Kan 1998).

A manutencao das culturas de LA e CV requer periodos mais longos, cerca de 2 semanas
ou mais, e estas culturas ndo crescem a uma taxa previsivel como as culturas de sangue. Por
isso é necessario que o crescimento das células seja monitorizado periodicamente através de
microscopio invertido de contraste de fase, até que as culturas estejam confluentes, com
células em divisdo com um aspeto redondo e mais brilhante, que indicam que a cultura esta
pronta para a manipulacdo. Durante o longo periodo de crescimento, o meio pode ficar
deficiente de nutrientes, devendo este ser renovado. A renova¢do do meio deve ser feita
regularmente consoante a densidade de células, o tempo de cultura e o protocolo do
laboratério. Um meio j& muito usado pelas células vai aparecer com um aspeto amarelado,
devido a mudanga de cor do indicador de pH, refletindo a acidificagdo do meio pela
acumulacdo do 4cido latico do metabolismo das células (Gersen and Keagle 2006; Sato and
Kan 1998).

O processo de remocdo de células de uma cultura primdria em monocamada através de
tripsinizacdo e sua transferéncia para culturas secundarias constitui uma passagem ou
subcultura (Phelan 2007). O tratamento enzimatico através de tripsina, quebra as ligacdes
proteicas entre as células, libertando-as em suspensdao no meio, o que vai permitir fazer
passagens, subculturas ou manipulacdo, quando necessario (Phelan 2007; Gersen and Keagle
2006; Boyle and Griffin 2001).

Em casos em que ha pouco crescimento, vai haver necessidade de soltar e individualizar
as células para que estas possam distribuir-se por toda a superficie de aderéncia do T-flask e
estabelecam um numero maior de coldnias. Por outro lado, se houver confluéncia suficiente
para manipulacdo (igual ou superior a 50%), mas este passo ndo possa ser feito nos préximos
dias, deve fazer-se uma passagem, pois adiar a manipula¢do, vai levar a que as células
proliferem até a capacidade da cultura, resultando na obtencdo de indice mitético reduzido
aquando da manipulacdo, e eventualmente em morte celular (Phelan 2007). Pode ainda ser
necessario fazer subculturas para ter material suficiente para testes adicionais, como por
exemplo o estudo citogenédmico. No entanto, sempre que possivel, tenta-se fazer extracao de
DNA de amostras ndo cultivadas (LA) ou de curta-duracgao (CVS) para eliminar a possibilidade
de efeitos de cultura que serdo falsos positivos nesses testes.

Para fazer as passagens ou subculturas, descarta-se o meio e faz-se uma lavagem com
um pequeno volume de Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS). Esta solu¢cdo é um tampao
isoténico que ajuda a manter a integridade estrutural e fisiolégica das células durante

pequenas incubagdes. Existem varias férmulas desta solugao e para este passo recomenda-se
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que a solucdo HBSS ndo contenha Ca%* e Mg?*, pois estes ides estdo envolvidos no processo
de adesdo de células. O HBSS vai ser importante para remover algum FBS residual dos meios
que possa inibir a agao da tripsina (Phelan 2007). Em seguida, adiciona-se uma solugdo de
tripsina com EDTA de maneira a cobrir toda a monocamada e faz-se uma breve incubacdo a
37°C. As culturas de CVS, por terem abundante matriz intercelular (Jackson, Gibas, and Barr
2001), podem necessitar de mais tempo de incubagao. Verifica-se o resultado no microscépio
invertido, podendo ser necessario algumas pancadas secas no T-flask para ajudar a libertar as
células. Devera ver-se células redondas individualizadas a moverem-se em suspensao.
Consoante o intuito da tripsiniza¢do, é adicionado novo meio de cultura e a caixa é colocada
novamente na estufa para o restabelecimento da cultura, ou faz-se uma prévia subdivisdo do
volume e sé depois é que se adicionam novos meios as subculturas e cultura primaria. Os
meios contém FBS, que ao possuir alfa-1-anti-tripsina, inibe a enzima para que esta nao
continue a atuar, o que iria prejudicar as células. (Lawce 2017). Os novos T-flasks devem ser
bem identificados, com nome e nimero interno da amostra, assim como a data e niumero da
subcultura (ex: A1 ou B1).

As culturas celulares devem ser mantidas até a emissao do relatério. Quando pedido,
deve-se fazer criopreservacao de culturas para casos que necessitem mais estudos (Silva et al.
2019).

2.6-MANIPULACAO DE CVS E LA

Quando se observa em microscépio invertido de contrate de fase, T-flasks com
confluéncia acima de 50% e células em divisdo, observadas como células redondas e
brilhantes, inicia-se o procedimento de manipulagdo celular. Este consiste no blogueio das
células em metafase, tratamento hipotdnico, fixacdo e espalhamento em laminas para
posterior bandagem e analise microscdpica.

Em culturas de monocada ndo ha sincronizacdo celular como acontece com as culturas
de sangues, este passo para além de dar origem ao aumento do indice mitético também
permite obter cromossomas mais longos, em prometafase. No entanto pode haver elongacdo
guimica através da adicdo de Brometo de etideo, um corante intercalante de DNA, que por
essa natureza, vai diminuir a contracdo dos cromossomas. Ou ainda, a adicdo da
Bromodeoxyuridina (BrdU), um nucledsido sintético analogo a timidina que, por ser uma base
maior, pensa-se, que a sua incorporacdo, leva a que os cromossomas nao figuem tdo
condensados (Gersen and Keagle 2006). Hoje em dia, existem reagentes comerciais menos
téxicos que podem ser usados para este efeito como por exemplo o reagente Chromosome
Resolution Additive (CRA), que previne a contracdo cromossdémica, ao interagir com a
estrutura superenrolada do cromossoma. Isto é particularmente importante para amostras

de CVS ou de tumores, em que se obtém cromossomas muito pequenos (Chromosome
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Resolution Additive | cytogenetics by AlphaMetrix). Apds a incubac¢do com a solucdo de CRA,
segue-se a adicao do inibidor mitdtico colcemida. Este agente quimico, um andlogo da
colquicina, é o inibidor mais usado nos laboratdrios de citogenética. A sua agao é bloquear a
mitose em metdfase, por inibicdo da polimerizacdo da tubulina, impedindo, assim, a formacao
dos microtubulos do fuso acromatico. Nas amostras de CVS e LA, o tempo de exposicdo
(incubagdo) ao inibidor mitdtico é grande, para tentar obter o maior nimero de células em
metafase, uma vez que ndo ha sincronizacao celular.

Apds incubagao com inibidor mitdtico, observa-se outra vez os T-flasks ao microscépio
para ter a certeza que o tempo de incubacao foi suficiente, ou seja, é espectavel observarmos

um grande nimero de células redondas e brilhantes (Fig. 2).
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Figura 2- Avaliacdo, em microscépio de contraste de fase invertido, apds tratamento com colcemida.
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Para que se possa continuar a manipulagao das culturas em monocamada é necessario
fazer uma suspensao das células através do processo de tripsinizacdo e recolher a suspensdo
celular para falcons previamente identificados. Para cada linha, recolhe-se primeiro o meio e
a solucdo de lavagem HBSS, pois pode trazer consigo algumas células que se soltaram com o
inicio da manipulacao, e sé depois a suspensao celular proveniente do tratamento enzimatico.
Apbs transferir praticamente toda a suspensdo celular para o tudo respetivo, é adicionado
meio de cultura a caixa, para restabelecimento da cultura. Se se tratar de uma cultura de CVS
de sexo feminino ou uma cultura de CVS cujo sexo fetal ndo tenha ainda sido determinado, é
retirada, ao falcon, uma pequena aliquota da suspensao celular para a realizacdo do despiste
de contaminagdo materna, se necessario.

A etapa seguinte da manipulacdao é um tratamento hipotdnico, em que ha incubacao
com uma solucao salina de KCI. Esta solu¢do tem uma menor concentra¢ao que o citoplasma
das células, permitindo que a agua entre nas células por osmose. Ndo se pretende que as
células rebentem no choque hipotdnico, mas que turjam o suficiente para sé rebentarem

aquando do espalhamento na lamina (Gersen and Keagle 2006; Bayani and Squire 2004a). De
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salientar, que tanto a solu¢do hipotdnica como os fixadores tém que ser preparados no
proprio dia. Isto é particularmente importante para os fixadores, porque estes absorvem agua
da atmosfera, o que afeta adversamente a qualidade dos cromossomas e bandagem (Bayani
and Squire 2004a). Logo apods o tratamento hipotdnico, sdo adicionadas algumas gotas de
fixador 6:1 (6 volumes de metanol (-20°C):1 volume de acido acético glacial) a suspensdo de
células turgidas. Esta pré-fixacao serve para endurecer as membranas celulares para que se
possa manter a arquitetura e o estado turgido das células (Bayani and Squire 2004a). Este
passo é particularmente importante para células que sofreram desgaste proteolitico das
membranas durante o estabelecimento de cultura, sua manuteng¢ao e manipulagdao, como é o
caso de amostras de CVS. Para o processo de fixacdao, utiliza-se uma mistura de metanol e
acido acético, com um gradiente de fixador: 6:1, 3:1 e 1:1. A primeira fixacdo é critica para a
obtencao de preparagdes cromossémicas de qualidade e deve ser feita lentamente e de forma
gradual. As fixagGes sdo guardadas a 4°C até ao espalhamento.

Um espalhamento correto estd na base de uma boa analise cromossémica. Este
processo consiste em transferir gotas do material fixado para uma lamina de vidro. Quando
as células frageis e turgidas entram em contacto com a lamina, o fixador comeca a espalhar-
se e a evaporar. Quanto mais tempo durar a evaporacao, melhor o espalhamento das células
e dos cromossomas. Assim, varidveis que diminuam a velocidade da evaporagdao como baixas
temperaturas (~20°C) e humidade elevada (entre 30 a 35%) sao criticas para um espalhamento
de qualidade (Gersen and Keagle 2006). Existem camaras de temperatura e humidade
controlada como as da marca Thermotron (Fig. 3). O facto de se fazer o espalhamento das
amostras de CV e LA em laminas molhadas também reduz a velocidade de evaporacdo do

fixador.

Figura 3- Exemplo de camara de espalhamento com temperatura e humidade controlada
(Thermotron). Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Apds o espalhamento na primeira lamina, é feita a observacdao num microscépio de
contraste de fase, de modo a avaliar a qualidade do espalhamento (Fig. 4). Pretende-se
guantidade suficiente de metafases, bem espalhadas pela lamina, com pouca sobreposicdo

cromossomica e desprovidas de citoplasma (Fig. 4B). A concentracdo da suspensdo celular
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também podera ser avaliada e ajustada. Assim, pode-se aumentar ou diminuir o volume da
gota no espalhamento; diluir, em fixador, o volume de suspensdo de células fixadas; ou
concentrar através de centrifugacao, retirando volume de fixador. Apds o espalhamento, as
[dminas sdo envelhecidas de modo a desidratar os cromossomas o que favorece tanto a
bandagem cromossémica como o procedimento de FISH (Bayani and Squire 2004a; Gersen
and Keagle 2006).
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Figura 4 — Avaliacdo de laminas com espalhamento ao microscdpio de contraste de fase. Espalhamento
de fraca qualidade (A). Espalhamento de boa qualidade (boa densidade celular; sem citoplasma; e com
metafases individualizadas e cromossomas com poucas sobreposices) (B). Imagens cedidas pelo LCG-
FMUC.

2.7 CULTURA E MANIPULAGCAO DE SANGUES

Para cada amostra de sangue periférico heparinizado que chega ao laboratério,
estabelece-se duas culturas. Apds homogeneizag¢ao do sangue, adiciona-se algumas gotas a
tubos com meio adequado para a cultura de linfocitos [Ex. PB-MAX™ (Gibco®)]. O volume de
sangue adicionado vai depender se se trata de sangue de um adulto ou de recém-nascido ou
se 0 sangue esta mais ou menos fluido. Como o meio tem PHA, este agente mitogénico vai
induzir a divisdo celular principalmente dos linfécitos T ja maduros. A divisao celular inicia-se
48h apds contacto com o PHA, com ciclos de divisdo de 24h. A incubacdo durante 72h é
habitualmente étima para sangue periférico, ja sangue retirado de recém-nascidos requer um
periodo de cultura menor (Gersen and Keagle 2006). Como as culturas dos sangues sdo de
curta duragao, sao mantidas em sistemas fechados, com as tampas bem fechadas. Assim, ndo
sdo necessarias incubadoras com parametros de humidade e CO; controlados. O meio
comercial ja estd tamponizado para providenciar o pH necessario (Gersen and Keagle 2006).
Para Diagndstico Pds-Natal, as mostras de sangue podem ser armazenadas a 4°C até 5 dias ou
fazer uma segunda cultura se necessario (Silva et al. 2019).

Para fazer a sincronizacdo do ciclo celular com o intuito de obter cromossomas
prometafasicos, adiciona-se, a cada cultura, metotrexato (MTX- andlogo de 4acido félico), de

forma a bloquear o ciclo celular na fase S, por inibicdo da replicacido do DNA. Devido a
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toxicidade do MTX, a incubagdo ndo pode durar para além das 17h (Bangs and Donlon 2005).
Ap0ds o periodo de incubagdo, é adicionada timidina as culturas, permitindo que as células
avancem para a fase G2 e continuem o seu ciclo celular de modo sincronizado.

A manipulagdo prossegue com a adigao da colcemida. Quanto maior for o tempo de
exposicdo ao inibidor, maior serd o numero de células em metafase mas obtém-se
cromossomas mais curtos, uma vez que estes condensam a medida que avangam na metafase.
Quando é realizada a técnica de sincronizacao celular através do MTX, o tempo de exposicdo
a colcemida é curto, dura 10 min e o resultado final serdo cromossomas prometafasicos que
darao bandas de alta resolugao apds bandagem (Gersen and Keagle 2006).

Na etapa seguinte ocorre o tratamento hipoténico com a solucdo de KCl.
Homogeneiza-se de modo a que a solucdo hipoténica chegue a todas as células. O choque
hipoténico ndo sé vai fazer turgir os linfécitos como ajudar a lisar os eritrocitos. Apds
centrifugacdo, remove-se o sobrenadante, e sob agitacdo continua no vortex, adiciona-se
lentamente o fixador 3:1 (3 volumes de metanol (-20°C):1 volume de acido acético glacial)
preparado de fresco (Gersen and Keagle 2006). Para além de ser usado para parar a acdo da
solucdo hipotdnica e fixar as células num estado turgido, este fixador também acaba por lisar
todos os eritrécitos presentes (indicado pela conversdo da hemoglobina vermelha em
hematina castanha escura). N3do se pode fazer uma adicdo rapida do primeiro fixador ou com
pouca agitacdo, uma vez que isso origina coagulos que vao levar a preparagdes sujas e com
baixo indice mitético (Clouston 2001). Apds a primeira fixacdo, a renovacao do fixador podera
ser feita mais rapidamente e sem vortex. Depois da ultima fixacdo, os tubos sdo mantidos a
4°C até altura de realizar o espalhamento. Este é feito em laminas de vidro secas, previamente
limpas em etanol absoluto, e em condi¢des de humidade e temperatura controladas. Como ja
foi referido, a densidade celular e as condicbes de temperatura e humidade sdo fatores
determinantes na qualidade do espalhamento, pelo que a sua adaptacdo a condi¢des 6timas

tem de ser aferida através do exame das laminas em microscépio de contraste de fase.

2.8-PRESERVAGAO DE CULTURAS CELULARES

Nalgumas situacdes é necessario manter as células vidveis, para a realizacdo de testes
futuros. Nestes casos, é preciso fazer a sua preservagdao, uma vez que nao se mantém
infinitamente em cultura. O processo pelo qual se consegue preservar as culturas é através de
criopreservacao, por armazenamento em nitrogénio liquido. Neste processo, a forma de
congelamento das células é critica. As células tém de arrefecer lentamente para que percam
a agua antes de congelarem, evitando a sua morte, por quebra das membranas devido a
formagdo de cristais de gelo. A adi¢do de 10% de dimetil sulféxido (DMSO) ao meio de
congelamento baixa o ponto de congelamento e ajuda no processo de remogdo de agua

através da permeabilizacdo das membranas (Gersen and Keagle 2013). Se as amostras

33



estiverem em culturas de monocamada tem de haver um passo prévio de tripsinizacdo para
soltar as células. As aliquotas de amostra, em solugdo de FCS com 10% DMSO, sao colocadas
em tubos criogénicos, os quais sdao gradualmente arrefecidos (15 min em gelo, seguido de
mais 15 min em gelo seco). Apds este arrefecimento inicial a cerca de -80°C, os tubos podem
ser armazenados em azoto liquido (~-190°C). O local de armazenamento da aliquota deve ser
devidamente registado (em registo préprio e no registo da cultura da amostra) de modo a que
seja facil aceder a amostra quando necessario. Por sua vez, o descongelamento das amostras
deve ser rdpido para prevenir a formacdo de cristais de gelo. Isso consegue-se colocando
rapidamente os tubos num banho a 37°C. O estabelecimento de nova cultura é feito,
removendo primeiro o meio de congelamento e substituindo-o por meio de cultura
apropriado (Phelan 2007).

Existe ainda a possibilidade de linfécitos B serem transformados em linhas
linfoblastoides imortalizadas (capazes de se dividirem ilimitadamente), quando expostas ao

virus de Epstein-Barr (Gersen and Keagle 2013).

3-BANDAGEM

Existem varias técnicas que produzem um a padrdao de bandas em cromossomas
(pro)metafasicos. Uma banda é definida como parte de um cromossoma que é distinguivel
dos seus segmentos adjacentes (Mcgowan-Jordan, Hastings, and Moore 2020). Bandas
escuras produzidas por um método podem aparecer claras quando outro método de
bandagem é aplicado. Isto deve-se as caracteristicas quimicas subjacentes a cada método e
como se relacionam com o padrdao molecular de cada par de cromossomas que é estabelecido
através da composicdo nucleétidica, proteinas associadas e organizacdo funcional do genoma.
As técnicas de bandagem podem ser de dois tipos: (1) métodos diferenciais que resultam em
bandas distribuidas ao longo do comprimento do cromossoma, como bandas G, Q e R, e (2)
métodos seletivos que coram estruturas cromossémicas especificas, dando origem a um
numero restrito de bandas. Estas incluem bandas C, NOR e T (Mcgowan-Jordan, Hastings, and
Moore 2020).

3.1-BANDAGEM GTL

As bandas G sdo utilizadas por rotina em qualquer laboratério de genética clinica, pois
o método é simples de executar, a coloragdo é permanente e permite obter um padrao
conhecido e identificavel de regides, bandas e sub-bandas para cada par de cromossoma. Esse
padrdo é especifico para cada grau de condensac¢ao cromossémica por complemento haploide
(baixa resolucdo (400 bandas); moderada (550 bandas) e alta resolugdo (até 850 bandas),

podendo ser consultado no livro The International System for Human Cytogenomic
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Nomenclature 1ISCN (Mcgowan-Jordan, Hastings, and Moore 2020). Com uma bandagem de
baixa resolu¢ao consegue-se detetar dele¢des ou duplicagdes >10 Mb e com alta resolugao
podera ser possivel detetar alteragdes na ordem dos 3 Mb (Shaffer and Bejjani 2004). As
bandas G escuras contém maioritariamente DNA rico em AT replicado tardiamente
(heterocromatina facultativa) enquanto bandas claras contém DNA rico em GC replicado
precocemente (eucromatina). A bandagem G comecou por ser produzida através da agdo da
Tripsina e coloracdo Giemsa (bandagem GTG). Hoje em dia usam-se corantes que ddao mais
contraste sobretudo nas bandas claras terminais, como é o caso dos corantes Leishman (GTL)
ou Wright (GTW) (Gersen and Keagle 2006; Lawce 2017). O tratamento enzimatico requer
otimizagdo, no que diz respeito a concentragao da solugdo de tripsina, temperatura e tempo
de exposicdo (Lawce 2017). Também o tempo de coloracao requer ajustes para uma melhor
qualidade da bandagem. Para esse efeito, deve-se usar laminas da mesma suspensao,
espalhadas no mesmo dia e sob as mesmas condi¢es de envelhecimento, como laminas teste
(Bayani and Squire 2004b). Resumidamente, apds envelhecimento das laminas, ha incubagdes
sequenciais em solugdes. A 37°C, incuba-se, durante alguns segundos, numa solucdo de
tripsina com NaCl. Em seguida, ha passagens rdpidas na solucdo de NaCl e tampao Gurr. A
incubacdo numa solugdo metandlica de corante Leishman/tampdo Gurr, é feita durante
alguns minutos, a temperatura ambiente. Seguem-se lavagens, a 37°C, em tampao Gurr e em

seguida em H20 destilada, terminando com secagem ao ar (Fig. 5).

Figura 5- Bandagem GTL. Dilui¢do da solugdo metandlica de corante Leishman em tampdo Gurr (A).
Série de solugbes necessarias para a bandagem das preparagdes (B). Imagem cedida pelo LCG-FMUC

Avalia-se a bandagem dos cromossomas em microscépio de campo claro (1000x) e, se
necessario, ajustam-se os tempos de incubacdao em solucdo de tripsina e no corante Leishman,
para subsequentes laminas. E preciso saber avaliar a digestdo enzimatica na bandagem (Fig.
6). Com pouca tripsina, os cromossomas ndo apresentam bandas distintas (Fig. 6A). Com
muita tripsina, os cromossomas apresentam bandas fortes, no entanto as bandas claras dos
teldmeros tendem a desvanecer. Com demasiada tripsina, os cromossomas ficam com um
aspeto desfeito e inchado, pois muitas das proteinas que ddo estrutura a cromatina sdo
hidrolisadas (Fig. 6B). Uma boa bandagem deve ter um bom contraste e uma gradagdo da
coloracdo (Fig. 6C) (Lawce 2017).
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Figura 6- Avaliacdo do tempo de exposi¢cdo da solucdo de tripsina em microscépio de campo claro
(1000x). Bandagem GTL com exposicdo insuficiente (A). Com excesso de exposi¢cdo (B). Exemplos de
cromossomas indicados para aferir o resultado de uma boa bandagem (C). Figura adaptada de (Wegner
1999).

3.2-BANDAGEM CBG E COLORAGAO AGNOR

A bandagem CBG (bandas C usando Hidrdxido de Bario (BaOH) e corante Giemsa)
marca seletivamente a heterocromatina constitutiva junto aos centrémeros, as dreas
polimdrficas presentes nos cromossomas 1, 9, 16 e no braco longo distal do cromossoma Y. A
heterocromatina constitutiva resiste a remocao de proteinas, degradacao e eluicdo do DNA
por depurinacdo e desnaturagao, provocada pelo tratamento acido, basico e salino a elevada
temperatura, e desta forma é o Unico DNA que é marcado com Giemsa (Lawce 2017).
Resumidamente, apds envelhecimento das laminas, incuba-se durante poucos minutos numa
solucdo de HCl, passagem por H20 destilada, seguida por incubacdo durante segundos numa
solucdo de BaOH. As lavagens sao feitas a 60°C, com passagem por H20 e incubacdo no
tampdo salino de citrato de sédio (SSC). A coloracdo é feita em solucdo metandlica
Giemsa/tamp3do Gurr durante poucos minutos a temperatura ambiente, com subsequente
passagem por tampdo Gurr. O resultado microscopico é a obtencdo de cromossomas
“palidos” com algumas bandas escuras (C positivas), correspondendo as areas acima descritas.
A bandagem CBG pode ser feita também sequencialmente a bandagem GTL, para assegurar
gue se estd a tirar a dlvida no cromossoma certo, e nesse caso faz-se uma exposicdo mais
curta aos tratamentos quimicos. Ha necessidade de fazer essa bandagem sequencial,
principalmente para estudar possiveis alteracdes nos cromossomas do grupo D e G, uma vez
gue sao dificeis de identificar por terem morfologia e tamanhos semelhantes dentro dos
respetivos grupos. Nesse caso, faz-se primeiro a bandagem GTL, registam-se as coordenadas
a0 microscopio, e apods a lavagem das laminas com fixador 3:1, prossegue-se para a bandagem
CBG.
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A bandagem CBG é util para determinar a presenca de cromossomas dicéntricos ou
pseudodicéntricos, detetar variantes polimorficas, ou rearranjos que envolvam essas regides.
E é ainda usada para caracterizar a cromatina dos cromossomas marcadores, havendo
marcacdo apenas se esta estiver sempre inativa (heterocromatina constitutiva) (Gersen and
Keagle 2006; Lawce 2017). Desta maneira consegue-se ter uma ideia sobre a possibilidade do
cromossoma marcador ter ou ndo efeito no fenétipo do individuo.

A técnica de coloracgdo das Regides Organizadoras do Nucléolo (NOR) por nitrato de
prata (AgNOs), marca constricGes secundarias (NORs) e satélites localizados nos bracos curtos
dos cromossomas acrocéntricos do grupo D e G do cariétipo humano. S3o as proteinas nao
histonicas, associadas ao DNA, com grupos quimicos capazes de reduzir os ides de prata que
sdo responsaveis por esta marcacao selectiva (Hubbell 1985). A quantidade de marcacdo de
prata em cada cromossoma e o numero de NORs marcados difere entre individuos. Dos 10
possiveis loci, geralmente, apenas 6 ou 8 NORs estdo ativos e ficam marcados por AgNOs3
(Lawce 2017). Durante a metafase, os NORs ativos, adotam uma caracteristica morfologia
descondensada devido a associacdo de varias proteinas, como a proteina Upstream Binding
Factor da RNA Pol | (UBF) e outros fatores relacionados com a RNA Polimerase |. Estas tém
dominios altamente acidicos que contribuem para a marcagdo de prata (McStay 2016).
Resumidamente, nesta técnica ndo é preciso envelhecimento das laminas, coloca-se algumas
gotas de AgNOs e faz-se incubagdo em camara humida durante 24h a 37°C. As lamelas sdo
descartadas através de submersao em H20 corrente e faz-se a coloracdo das laminas em
solugdo metandlica Giemsa/tampao Gurr durante poucos segundos, com lavagem em tampao
Gurr e secagem ao ar. A marcacao é vista como corpos esféricos escuros nas regides acima
descritas, apresentando uma coloragdao amarelada no resto dos cromossomas.

A coloracdo AgNOR é importante sobretudo para estudar rearranjos ou polimorfismos
envolvendo a constricdo secundaria e/ou satélites dos cromossomas acrocéntricos. Mas
também pode ser util para identificar cromossomas marcadores com satélite (Blennow 2006),
ou distinguir entre sitios frageis e insercdes de NORs (Lawce 2017). A comparacao entre
bandagem CBG e AgNOR pode ser importante no esclarecimento de duvidas que surjam no
braco curto dos acrocéntricos. Essas duvidas podem ficar esclarecidas se o cromossoma em
questdo tiver NOR ativo. Caso ndo o tenha, o estudo do caso vai necessitar de técnicas
complementares, como a técnica de FISH com sondas especificas que marcam NORs ativos e
inativos (ex: Sonda Acro-P-Arm), ou a técnica de array-CGH, se o FISH ndo conseguir responder

a questdo e houver necessidade de caracterizar o material cromossémico excedentario.
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4-TECNICA DE FLUORESCENCE /N SiTU HYBRIDIZATION (FISH)

4.1- INTRODUCAO

A primeira e principal técnica usada em citogenética molecular foi a Hibridizag¢do In Situ
Fluorescente (FISH). Embora a técnica de hibridizacdo in situ tenha comecgado por usar sondas
de RNA marcadas com o radioisétopo de hidrogénio (Gall and Pardue 1969), hoje em dia, em
contexto clinico, usam-se sondas de DNA marcadas com fluorocromos. As sondas de DNA sdo
sequéncias especificas e conhecidas de DNA, criadas com o intuito de hibridizarem em
sequéncias complementares nos cromossomas (pré)metafasicos e/ou nucleos interfasicos,
para se fazer a visualizacdo da sua fluorescéncia através de microscépio de fluorescéncia (Fig
7). A visualizacdo da sonda especifica juntamente com uma sonda controlo vai permitir
confirmar a presenca ou auséncia da alteracdo cromossémica em questdao (Wolff and
Schwartz 2006).

A andlise de FISH em metafases estd indicada para a avaliacdo de cromossomas
marcadores; material adicional de origem desconhecida num cromossoma; cromossomas
com rearranjo; suspeita de ganho ou perda de um segmento cromossémico; mosaicismo.
Enquanto que a analise de FISH em interfases estd indicada para avaliacdo de alteracdes
numeéricas (incluindo mosaicismo numérico); pesquisa dos cromossomas sexuais; duplicacdes
e delecbes (Hastings et al. 2012; Silva et al. 2019).

Dada a abundancia de dados de sequéncias disponiveis através do Projecto do Genoma
Humano, podem-se produzir sondas para o estudo de quase todos os loci dos cromossomas
humanos. No entanto, a maioria das sondas usadas para diagndstico clinico sdo comerciais e
marcadas diretamente com fluorocromos. Embora haja kits de sondas ja aprovados para
diagnéstico in vitro, outras sondas sdo consideradas reagentes especificos de analise e tém
gue ser primeiro validadas em cada laboratério antes do seu uso em diagndstico, sendo de

maxima importancia a avaliacdo de especificidade e sensibilidade (Wolff and Schwartz 2006).
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4.2- TIPOS DE SONDAS

A maioria das sondas de FISH de diagndstico clinico caem em uma das trés categorias:
sequéncia repetitiva; de pintura cromossémica (Whole Chromosome Painting-WCP); ou
sequéncia unica (Wolff and Schwartz 2006; European Cytogeneticists Association Newsletter
2012; Silva et al. 2019).

As sondas de sequéncia repetitiva mais usadas sao as de sequéncias a-satélite localizadas
nos centrémeros. Estas sequéncias com excecdo dos cromossomas 13 e 21, e dos
cromossomas 14 e 22 sdo suficientemente divergentes para serem sondas centroméricas
especificas (Wolff and Schwartz 2006). Estas sondas ja foram importantes para o diagndstico
constitutivo de aneuploidias, mas continuam a ser importantes para identificar a origem de
cromossomas marcadores (Cui, Shu, and Li 2016). Outros tipos de sondas repetitivas incluem
as sequéncias [-satélite localizadas nos bragos curtos dos cromossomas acrocéntricos, e
sequéncias satélites cldssicas que se encontram em varios locais, incluindo as regides
teloméricas e a regido heterocromatica do cromossoma Y (Wolff and Schwartz 2006).

As sondas de WCP sdo compostas por sequéncias Unicas e moderadamente repetitivas de
um cromossoma inteiro ou de uma regido do cromossoma. Estas sondas existem
comercialmente para cada cromossoma humano e s3o usadas principalmente para estudar
alteracgdes estruturais. Podem ser usadas para identificar a origem do material desconhecido
de cromossomas derivativos e para confirmar a interpretacao citogenética de translocagdes.
Sao particularmente importantes no estudo de rearranjos cromossémicos complexos, os quais
envolvem pelo menos 3 pontos de quebra em dois ou mais cromossomas. Consegue-se fazer
este tipo de estudo, usando técnicas de multicolor FISH com 24 sondas de WCP, como
Multiplex- FISH (M-FISH), spectral karyotyping (SKY), COmbined Binary RAtio labelling-FISH
(COBRA-FISH), ou ainda através da técnica de bandagem molecular (Multicolor Banding-MCB),
a qual permite uma delineacdo mais refinada dos pontos de quebra (Pellestor et al. 2011).
Multicolor FISH é também muito utilizado em centros de diagndstico genético pré-
implantatério (PGD) para detetar alteracdes numéricas e algumas alteragbes estruturais no
embrido (Wolff and Schwartz 2006).

O terceiro tipo e o mais usado sdo sondas de sequéncia Unica, também conhecidas por
sondas locus especificas. Estas sondas, que possuem sequéncias cujo tamanho pode ir de
aproximadamente 1kb a >1Mb, podem ser usadas para examinar uma area especifica em
relacdo ao numero de cépias ou localizacdo, sendo muito Uteis por exemplo para o estudo
Sindromes de Micro-delecdo/duplicacdo. A sonda especifica de locus SRY é usada
principalmente para averiguar microdelecdes responsaveis por infertilidade masculina, mas
também pode ser usada para fazer o diagndstico definitivo em individuos do sexo masculino
que apresentem constituicdo XX. Sondas de sequéncia Unica da regido subtelomérica de

tamanho ~100-300 Kb de cada regido terminal dos cromossomas humanos foram também
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desenvolvidas com exce¢dao para 0s cromossomas sexuais, uma vez que estes partilham
sequéncias semelhantes (regides pseudoautossémicas). Estas sondas permitem a
identificacdo de rearranjos estruturais cripticos, como dele¢Ges e duplicagdes nas sequéncias
subteloméricas. Estes rearranjos estdo associados a uma percentagem significativa de
individuos com défice intelectual idiopdtico, sendo o seu uso relevante no diagnéstico pré-
natal em que haja atraso do crescimento intra-uterino associado a histéria familiar de défice
cognitivo. Sdo também Uteis para confirmar pequenas delecGes terminais detetadas por
citogenética convencional, que podem estar associadas a Sindromes de delecdo (Wolff and
Schwartz 2006).

4.3-PROCEDIMENTOS

A técnica de FISH tem a vantagem de também poder fazer diagndstico a partir de
preparacdes que ndo envolveram cultura de células, podendo ser aplicada em varios tipos de
amostras. Entre elas, células meidticas ou de embrides; amnidcitos nao cultivados, esfregacos
de sangue; ou tecidos faceis de adquirir para estudo de mosaicismo, como por exemplo
esfregacos da mucosa bucal. Para os diferentes tipos de amostras aqui referidos existem
procedimentos especificos para a sua obtencdo e pré-tratamento das laminas (Gebhardt
2010; Thomas Liehr 2016). A metodologia apresentada aqui serd a do FISH standard, usada
principalmente para diagndstico constitutivo. De realgar que para diagndstico clinico usam-se
sondas comerciais as quais estdo num formato pronto a ser usado, seguindo os protocolos

recomendados pelo fabricante.

No geral a técnica de FISH apresenta os seguintes passos (Schwarzacher, Trude Heslop-
Harrison 2000; Wolff and Schwartz 2006; Thomas Liehr 2016):

-Avaliacdo das laminas em microscépio de contraste de fase- Pretende-se laminas com bom

indice mitdtico (se for o caso), e com pouco citoplasma. Deve-se marcar a(s) area(s) da lamina
a ser hibridizada.
-Pré-tratamento da amostra- Ha envelhecimento das laminas, que pode variar consoante o

tipo de preparacdo e o que estd estabelecido para cada sonda comercial. Pode ser feito
deixando as laminas algumas horas/dias a temperatura ambiente, ou fazendo imersdo numa
solucdo salina de citrato de sédio (2xSSC) a temperatura variavel. Este envelhecimento
permite a desidratacdo da amostra para melhor preservacao da estrutura da cromatina e
preparacao da amostra para os futuros procedimentos. Uma pds-fixacdo usando formaldeido
pode ser necessdria para ajudar a fixar as células a [amina, mas sobretudo para proteger a
morfologia dos cromossomas do processo de desnaturacdo. Isto é particularmente
importante no estudo de alteracdes nas regides terminais (ex: uso de sondas subteloméricas),
pois estas extremidades estdo mais propensas a sofrer danos com a desnaturacdo. Se as
laminas apresentarem algum citoplasma deve-se fazer uma incubacdo durante alguns
minutos na protéase pepsina (enzima que atua em condigdes acidicas e a temperatura 6tima
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de 37°C), este tratamento serve para retirar residuos citoplasmaticos com o intuito de facilitar
0 acesso das sondas ao DNA alvo e providenciar sinais brilhantes com pouco background de
fluorescéncia. O tempo de incubagdo vai depender da quantidade de citoplasma que a
preparacao apresentar. As lavagens entre as solugdes do pré-tratamento sdo geralmente
feitas em tampado 1xPBS. A aplicacdo das solucdes pode ser feita sobre a lamina, com lamelas
flexiveis ou através de submersdo em coplins, desde que se assegure que as requeridas
condicOes de temperatura e humidade sejam mantidas.

Apods desidratagdo sequencial em série etandlica (70%, 85%, 100%), o sucesso do pré-
tratamento pode ser avaliado através de microscopia de contraste de fase.
-Aplicacdo da sonda a amostra-As sondas comerciais vém numa mistura com concentracoes

e reagentes (tampao de hibridizacdo) otimizados. Sendo que o volume a ser aplicado deve ser
o recomendado pelo fabricante e ajustado a drea de hibridizacdo. Sondas que contenham
sequéncias clonadas em vetores tém muitas sequéncias repetitivas dispersas que vao
dificultar a visualizacdo dos sinais especificos. A maneira classica de suprimir essas
sequéncias, é usar um competidor de DNA ndo marcado como é o caso do Cot1-DNA (fragdes
de DNA enriquecidas com sequéncias repetitivas). Se for esse o caso, as sondas comerciais
também fornecem o Cot1-DNA, e recomendam um passo de pré-hibridizacdo para haver esse
bloqueio. Apds a aplicagdo da sonda a(s) area(s) desejada(s) da lamina, cobre-se com lamelas
flexiveis e termoestaveis.

-Co-Desnaturacao- Tem de haver dissociacdo da cadeia dupla de sequéncias tanto da amostra

como da sonda. A temperatura de melting (Tm) das sequéncias de DNA depende de varios
parametros: concentracdo de catiGes monovalentes; comprimento da(s) sequéncia(s) e
guantidade de GC nela(s) presente. Geralmente faz-se co-desnaturacdo, a ndo ser que seja
requerido pelo fabricante uma pré-desnaturacao da sonda. A co-desnaturagao pode ser feita
em banho com temperatura controlada, em placa térmica ou ainda num termociclador
adaptado para laminas.

-Hibridizacdo- Ocorre a 37°C numa cdmara humida durante as horas estipuladas pelo
fabricante da(s) sonda(s). O conceito de adstringéncia (precisdo do emparelhamento de
bases) é muito importante, neste passo e no subsequente. Quanto maior for a adstringéncia
menor vai ser a quantidade de ndao complementaridade de pares de base que é tolerada no
emparelhamento da heteroduplice. Uma adstringéncia elevada resulta do uso de temperatura
elevada e baixa concentracdo de sal.

-Lavagens pés-hibridizacdo — E neste passo que a ligacdo inespecifica de sonda/DNA alvo é

eliminada através de lavagens com a adstringéncia recomendada para cada sonda, que se vai
refletir na concentracdo de SSC, temperatura e tempo de incubacao.
-Contrastacdo com a solucdo DAPI/Antifade- Para se poder visualizar a cromatina, através do

fluorocromo DAPI que se liga preferencialmente a regidoes de DNA ricas em AT, e prevenir o
decaimento rapido da fluorescéncia através da solucdo antifade.
-Visualizacdo em microscopio de fluorescéncia, com os filtros adequados a cada espectro de

absorcdo e emissao da(s) sonda(s) utilizada(s).
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5-ANALISE MICROSCOPICA

5.1- CONSTRUGAO DE CARIOGAMAS E ESTABELECIMENTO DE CARIOTIPO

Apds bandagem GTL, as laminas de duas culturas diferentes da mesma amostra sao
analisadas num microscépio de campo claro de modo a detetar alteragdes cromossémicas.
Procuram-se (pré)metafases individualizadas, com cromossomas longos e dispersos, e com
uma boa bandagem. Embora esteja estipulado um minimo de resolugao de bandagem (QAS-
Quality Assessment Score) consoante a razao de referéncia, ex: 300 bandas por complemento
haploide (bpch) para confirmagao de aneuploidia e exclusdao de grandes rearranjos conhecidos
(Silva et al. 2019), tem-se tendéncia a procurar um minimo de 550 bpch para o estudo de
casos.

Existe um registo para cada caso onde se identifica a |lamina, o tipo de andlise
(desenho; contagem; fotografia para cariograma) e respectivas coordenadas. Apesar da
analise ao microscdpio ser essencial pois tem uma melhor qualidade 6tica (melhor resolucao
e distincdo das tonalidades da colora¢do) quando comparada com a imagem captada pela
camara, ha a necessidade de fazer fotografias para o estabelecimento dos cariogramas. Um
dos softwares mais usados para este efeito é o CytoVision®. Este software permite ao
citogeneticista estabelecer cariogramas através de comandos especificos pré-definidos no
software (Fig. 8). O software tem também a vantagem de poder arquivar cada caso, por
ldaminas com as coordenadas das (pré)metafases, ficando as imagens digitais armazenadas

para uma possivel revisdao. As laminas analisadas ficam armazenadas em arquivo fisico.
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Figura 8- Cariotipagem recorrendo ao software CytoVision. Imagem cedida pelo LCG-FMUC

Apds o estabelecimento de cariogramas, estes sdo analisados em relacdo a estrutura

dos cromossomas, confirmando todas as bandas por par de homodlogos (incluindo X e Y),
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consoante o nivel de resolucdo especifico, que pode ser consultado no livro ISCN ((Mcgowan-
Jordan, Hastings, and Moore 2020). Se um dos cromossomas homaélogos estiver envolvido
numa sobreposi¢cdao com outro cromossoma, esse par de homaélogos deve ser analisado noutra
metafase onde seja possivel ver esses cromossomas individualizados. O nimero minimo de
metafases que devem ser analisadas, ou seja, em que os pares de homolégos tém que estar
completamente visiveis, sdo 2. No entanto, na prdtica, para esclarecer sobreposi¢ées sao
analisadas varias metafases. Em Diagndstico Pré-Natal pode ser analisada apenas uma linha
celular desde que haja, para essa amostra, estudo de aneuploidias por QF-PCR (Hastings et
al. 2012a).

Em culturas de longa-duragao, a possibilidade de existir contaminagao materna,
pseudomosaicismo, mosaicismo verdadeiro e aberragdes in vitro (efeitos de cultura) deve ser
reconhecida. Nestas culturas podem detetar-se 3 niveis de mosaicismo: no nivel |, a alteracao
é observada em apenas uma célula, hd uma grande probabilidade de ser devido a um artefacto
de cultura e é considerado pseudomosaicismo; no nivel I, a mesma alteracdo cromossdmica
é observada em uma ou mais células em apenas uma linha de cultura, e nesses casos pode
fazer-se estudos adicionais, embora com grande probabilidade de se tratar também de
fenédmeno de cultura; no nivel lll, observa-se o mesmo tipo de alteracdo cromossdémica em
uma ou mais células nas duas linhas independentes, e nesses casos trata-se de verdadeiro
mosaicismo. De salientar, que quando se analisa mosaicismo de nivel Il em amostras de CV,
este pode ser devido a mosaicismo confinado a placenta ou verdadeiro mosaicismo fetal. Se
a ecografia morfoldgica ndo responder a questdo pode ser necessaria a andlise em cultura de
LA (“ACC Prenatal Diagnosis Best Practice Guidelines v1.00” 2009; Silva et al. 2019).

Em Diagndstico Pré-Natal a analise de uma segunda ou terceira cultura é essencial em
casos de suspeita de mosaicismos ou pseudomosaicismos, e o numero de células contadas e
analisadas deve ser suficiente para despistar o mosaicismo. Esse numero vai depender do tipo
de alteracdao que é encontrada, levando a que haja uma andlise fundamental, moderada ou
extensiva. Na andlise fundamental, deve-se examinar um total de 20 células de duas culturas
independentes. Na andlise moderada, todas as 20 células adicionais devem ser examinadas
apenas na linha onde nao foi identificada a alteracdo. E na andlise extensiva, 20 células devem
ser examinadas em cada linha de duas linhas adicionais, ou 40 células numa segunda linha,
excluindo a linha onde foi encontrada a alteracdo (Hsu and Benn 1999). Se for encontrado
mosaicismo XX/XY >10% ou se for mosaicismo do nivel lll, deve-se fazer mais estudos (ex: QF-
PCR). No caso de se estar a analisar amostras de sangue do corddo umbilical, basta encontrar
uma célula com uma alteracdo clinicamente significativa, para se estender a andlise a um
minimo de 30 células (“Prenatal Diagnosis Best Practice Guidelines v1.00” 2009; Silva et al.
2019)

Quando ha suspeita de mosaicismo em Diagndstico Pds-Natal, deve-se estender a

contagem até 30 células, no entanto deve ter-se em conta que é comum a ocorréncia de
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perdas de cromossomas sexuais com a idade e que o nivel de mosaicismo pode variar
consoante o tecido (Hastings et al. 2012b).

Na andlise de sindromes de instabilidade cromossémica o nimero de metafases que
sdo analisadas deve ser suficiente para assegurar que qualquer dano cromossémico detetado,
é realmente significativo. Assim, por exemplo, devem ser analisadas 50 a 100 metafases
quando ha suspeita de doengas como a Anemia de Fanconi ou Sindrome de Quebras de
Nijmegen. No entanto, por serem sindromes raras e exigentes no que diz respeito a
metodologia de analise e interpretacao, é recomendado que estes casos sejam entregues a
laboratérios de referéncia com experiéncia comprovada. E também recomendado que
analises moleculares sejam consideradas em vez de, ou como andlise complementar a, analise
citogenética (Silva et al. 2019).

Todas as analises devem ser verificadas e validadas por outro citogeneticista
especializado, o qual também ird assinar o relatério apds o estabelecimento do cariétipo
segundo a nomenclatura do ISCN.

5.2- ANALISE DE CITOGENETICA MOLECULAR POR FISH

A andlise dos resultados de FISH tem de ser feita com microscépio de fluorescéncia
num compartimento que possa estar as escuras durante a andlise. O microscopio devera ter
os filtros de excitacdo e emissdo de fluorescéncia apropriados aos fluorocromos utilizados e
um sistema de andlise de imagem de fluorescéncia associado. O software CytoVision permite
também a captura e analise de imagens de fluorescéncia. No entanto, para técnicas de
multicolor FISH como M-FISH ou SKY, que atribuem pseudocores a fluorescéncia de sondas de
pintura cromossémica, é preciso um equipamento mais especifico (Bishop 2010).

Para a localizagdo de células (metafases/interfases) usa-se o filtro do fluorocromo
DAPI, e depois de se escolher a célula, passa-se para objectiva de 100x para visualizacao
individual do sinal da fluorescéncia das sondas, com os filtros adequados. Verifica-se primeiro
em (pré)metafases a localizagao da sonda em cada homodlogo e confirma-se o niumero de
copias em interfase. Quando hd suspeita de uma delecdo ou rearranjo, tanto o sinal no
cromossoma homélogo normal como o sinal da sonda controlo providencia o controlo da
eficiéncia do procedimento de FISH (Hastings et al. 2012; Silva et al. 2019). Para diagndstico
constitutivo, a analise geralmente é feita através de contagem ao microscdépio, sendo feito um
registo da andlise com as coordenadas das células e respetivas observacdes. Apenas é
necessaria duas ou trés fotografias que documentem bem a andlise, sendo que a captura da
imagem, também é feita sequencialmente, através dos diferentes canais do software, com
posterior sobreposi¢cdo de imagens.

O numero de células a serem analisadas vai depender do tipo de sonda usada (Tabela

1). E preciso um cuidado redobrado na interpretacdo de sinais em interfase, uma vez que o
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sinal pode apresentar-se varidvel e por isso um grande numero de células deve ser analisado

(Hastings et al. 2012; Silva et al. 2019). Os laboratérios devem ter documentagao disponivel

que explique os padrdes normais dos sinais e seus limites consoante o tipo de sondas. Os sinais

devem ser analisados, individualmente, por dois técnicos ou pode ser necessdria a

confirmacdo por uma outra metodologia (Hastings et al. 2012; Silva et al. 2019).

Tabela 1- Critério minimo para analisar resultados de FISH consoante o tipo de sonda

Locus especifia

Analise com
varias sondas

Teste de
aneuploidia

Detecdo de
mosaicismo

5 metafases

3 metafases

Igual ou
superior a
50 nucleos

Igual ou
superior a
100 ndcleos

Contagem para confirmar ou excluir uma alteragdo (ex:
suspeicdo de sindrome de microdelegdo ou identificagdo de um
cromossoma marcador)

Por sonda. Contagem para confirmar um padrao de sinal normal.
Confirmacdo é recomendada para um padrdo alterado se ndo
houver sonda controlo

Para cada conjunto de sondas

Para cada conjunto de sondas

Tabela adaptada de (Silva et al. 2019)
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[11-BIOLOGIA MOLECULAR

1-EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Os testes de biologia molecular e citogendmica podem ser efetuados em diversos tipos
de amostra, desde que estas providenciem quantidade e qualidade de DNA adequada para o
teste especifico. Questdes relativas a como as amostras sdo colhidas, armazenadas e
manuseadas terdo um impacto decisivo na quantidade e qualidade de DNA que serd obtido.
Um exemplo que retrata isso mesmo é o facto do sangue ter de ser coletado no anticoagulante
EDTA em vez de heparina, por esta ser altamente contaminante do DNA.

Existem muitos protocolos disponiveis para fazer a extracao de acidos nucleicos de
variadas amostras. O uso de kits comerciais de extragao de DNA permite ter um protocolo
sensivel, consistente, radpido, facil de usar com vdrias amostras ao mesmo tempo, e que
proporciona a obtencdo de DNA pronto a ser usado nas aplicacdes moleculares. A escolha do
kit de extracdo vai depender do tipo de amostra que consegue processar e da
quantidade/qualidade de DNA que consegue extrair. Kits de extracdo baseados em colunas,
como é o caso do High Pure PCR Template Preparation kit (Roche), sdo bons para técnicas
baseadas em PCR (ex: QF-PCR e MLPA). Apesar de permitir extracdo de DNA de diferentes
tipos de amostra, o passo inicial de preparac¢ao vai depender do tipo de amostra. Assim, para
amostras de bidpsias de tecidos (ex: CVS e fibroblastos); células recuperadas por centrifugacao
de LA; e células recuperadas através de desbaste mecanico de cultura com confluéncia >70%-
80%, existe uma pré-digestao, com tampao de lise e proteinase K, com diferentes tempos
consoante o tipo de amostra. Pequenos volumes de amostras de sangue direto ou de buffy
coat (camada fina de células brancas e plaquetas, que se encontra entre a fracdo do plasma e
dos eritrécitos, apds centrifugacdo do sangue) também podem ser extraidas com este tipo de
kits. Neste tipo de amostras ndo é preciso a pré-digestao, apenas adicao de proteinase K para
eliminacdo de proteinas e inactivacdo de DNase enddgena, podendo, por op¢do, adicionar-se
também a enzima RNase para degradac¢ao do RNA.

Este tipo de kits faz a extracdo de DNA pelo método de fase sélida. Ao se adicionar o
tampado de ligacdo a solucdo de DNA, este vai conferir condicGes quimicas que levam a que o
DNA fique retido na matriz da coluna apds centrifugacdo. Para a remocao de proteinas e
outros compostos que possam também ficar retidos, usam-se tampdes de lavagem. O DNA
purificado pode ser finalmente recuperado em tampdo Tris-EDTA (TE), uma vez que este
tampado vai restituir a forma quimica da matriz sdlida, fazendo com que o DNA deixe de estar
ligado a ela, e seja eluido por centrifugacdo (Griffiths and Chacon-Cortes 2014).

Quando se pretende extrair DNA a partir de amostras de sangue periférico com o
intuito de obter uma maior quantidade de DNA, ha a necessidade de usar outro método de

extracdo. Isto vai ser necessario para estudos de array-CGH e quantificacdo de niumero de
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tripletos do gene FMR1. No LCG-FMUC usa-se o DNA Extration Kit (Agilent), uma modificacdo
do método salting out desenvolvido em 1988, por Miller et al. (Miller, Dykes, and Polesky
1988). O kit de extracao envolve a adigcao de 3 solugbes, sendo que a 32 é a solugdo saturada
de NaCl que leva a desidratacdo e precipitacio de proteinas, apds centrifugacdo. O
sobrenadante é conservado, pois nele se encontra o DNA que ird ser precipitado usando

etanol absoluto a -20°C, e o floculo de DNA precipitado é recuperado e eluido em TE.

1.1- QUANTIFICACAO E DETERMINAGCAO DO GRAU DE PUREZA DO DNA GENOMICO

A Espectrofotometria e Fluorometria sdo as tecnologias habitualmente usadas para
quantificar dcidos nucleicos, a primeira é usada para técnicas moleculares que necessitam de
concentragdes na ordem dos ng/l, e a segunda quando se pretende na ordem dos pg//pl (ex:
para NGS). O NanoDrop é um espectrofotémetro mais automatizado e mais sensivel que os
habituais espetrofotémetros de cuvete, bastando colocar 1-2 ul de amostra para se obter a
concentragdo direta em ng/ul dos acidos nucleicos, calculada a partir dos valores de
absorvancia a 260 nm. A pureza dos acidos nucleicos é avaliada num ratio de absorvancias
260/280 nm, e os valores obtidos num intervalo de 1.8-2.0 sdo geralmente considerados
aceitaveis. Um ratio apreciavelmente mais baixo, indica a presenca de proteinas, fenol ou
outros contaminantes. O intervalo do ratio de absorvancias 260/230 nm entre 2.0 e 2.2 é
também considerado adequado como uma segunda medida de pureza. Se o ratio for
apreciavelmente mais baixo, indica a presenca de contaminantes como carbohidratos ou
compostos usados durante a extracdao de DNA (beads magnéticas ou EDTA) (Griffiths and
Chacon-Cortes 2014) (RNA/DNA Quantification | Thermo Fisher Scientific - PT).

Fluorémetros como o Qubit, usam corantes fluorogénicos que se ligam seletivamente ao

DNA ou RNA. Para obter a concentracao a partir do sinal de fluorescéncia da amostra é preciso
primeiro estabelecer uma curva de calibracdo com amostras standard. Esta tecnologia é
recomendada para amostras muito diluidas, tem a vantagem da medicao seletiva de DNA ou
RNA, embora tenha desvantagens a nivel de custos e de tempo, além de ndo conseguir avaliar
a pureza (RNA/DNA Quantification | Thermo Fisher Scientific - PT).

Na eventualidade de n3o se conseguir amostras com quantidade e/ou pureza suficiente,

existem kits comerciais baseados em colunas que permitem fazer concentragao e purificacao

de amostras, é o caso do DNA Clean & Concentrator-5 kit da Zymo.
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2-ANALISE DE FRAGMENTOS DE DNA POR ELECTROFORESE CAPILAR
2.1-FUNDAMENTO

As técnicas referidas neste capitulo sdo baseadas na técnica de Polymerase Chain
Reaction (PCR), e os seus fragmentos de amplificacdo sdo analisados por Electroforese Capilar
num analisador genético automatico. E por isso relevante falar do principio, metodologia e
da importancia em saber interpretar os electroferogramas obtidos.

Para que os produtos de amplificacdo de PCR possam ser analisados por electroforese
capilar, um de cada par de primers da reacdo tem de estar marcado com um fluorocromo,
para a quantificacdo dos fragmentos. As amostras sao injetadas electrocineticamente nos
respetivos capilares, aplicando baixa voltagem durante uns segundos. Um campo elétrico
elevado é criado entre a base do compartimento do tampao anodo e uma voltagem negativa
aplicada a cabeca do conjunto dos capilares que contém a fase estaciondria (o polimero). Este
campo elétrico faz com que as moléculas de DNA carregadas negativamente migrem através
do polimero de separacdo. Na célula de detecdo, os fluorocromos associados as moléculas de
DNA sdo excitados por luz laser, e a emissdo da fluorescéncia é captada por um detetor de
imagem. O software gera um electroferograma (plot de intensidades) para cada A de
fluorescéncia baseado na migracao dos fragmentos de DNA. O software determina o nimero
de pares de bases através da comparacdao com o marcador de peso molecular utilizado, e
atribui altura e dreas dos picos (unidades de fluorescéncia) proporcionais a quantidade de
sequéncia original da amostra (J. Wu et al. 2008). Faz-se uma andlise primaria dos picos, em
que se procura saber: se amplificacdo ocorreu bem (avaliacdo do tamanho dos picos gerados);
se o software conseguiu identificar corretamente os tamanhos dos picos; e se existem
artefactos de andlise. Na amplificacdo de pequenas repeticdes em tandem (STRs), podem
aparecer picos stutter, que correspondem a uma unidade de repeticdo menor ou maior que o
alelo real devido ao mecanismo de desemparelhamento das cadeias de DNA apods
desnaturacao (slipped-strand mispairing). Pode ocorrer ainda o fendmeno de pull-up, ou seja,
aparecer um pico pequeno por interferéncia da saturacao de intensidade de fluorescéncia de
um outro fragmento, isto pode ocorrer devido a excesso de produto de PCR ou de tempo de
injecdo no capilar (Butler 2005).

Os dados sdo transferidos para outro software, como o GeneMapper®, onde a

atribuicao dos alelos é realizada de acordo com os protocolos.

2.2-PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Apds o respetivo programa de PCR, prepara-se uma diluicdo de cada amostra,
adicionando-se formamida Hi-Di™ (Highly deionized) e marcador de peso molecular de DNA.

Este é escolhido de acordo com a amplitude de tamanhos de fragmentos esperados, e
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marcado com um fluorocromo distinto do(s) fluorocromo(s) usado(s) no conjunto de primers
da mistura de PCR. Deve-se otimizar o ratio amostra:marcador molecular:formamida segundo
o recomendado no manual de utilizagdo do Analisador Genético 3500 Hitachi da Applied
Biosystems (Applied Biosystems DNA Fragment Analysis by Capillary Electroforesis User
Guide). As misturas sdo colocadas na placa de injecdo, de acordo com o registo feito das
amostras. A formamida nas misturas, assim como depois a temperatura a ~60°C no aparelho,
vai assegurar que as amostras de DNA e os marcadores de peso molecular permane¢cam em

cadeia simples durante o processo de electroforese.

3-QUANTITATIVE FLUORESCENCE-POLYMERASE CHAIN REACTION (QF-PCR)

3.1- FUNDAMENTO DA TECNICA

A analise de QF-PCR explora a variabilidade de sequéncias microssatélites (STRs)
permitindo fazer a distincdo entre cromossomas homodlogos e consequentemente entre
individuos. Os STRs sdo altamente polimérficos, embora sejam estdveis durante a vida de um
individuo (podendo, muito raramente, haver mutacdo somatica), sendo transmitidos a
descendéncia. A técnica de QF-PCR baseia-se numa amplificacdo, por PCR multiplex, de
marcadores STRs especificos de determinados /loci, para andlise e quantificagdo num
analisador genético. Os STRs geralmente utilizados como marcadores sao motivos de tri-,
tetra-, ou penta-nucledtidos, podendo haver necessidade de adicionar marcadores nao
polimdrficos para uma melhor interpretacdo de resultados (Mann and Ogilvie 2012).

Os produtos de amplificacdo gerados de um determinado marcador STR serd
proporcional a quantidade de sequéncias, desse mesmo marcador STR, presente no DNA
gendmico da amostra. O numero de cépias de cada alelo é determinado através das areas dos
picos ou das alturas dos picos detetadas para cada marcador. Uma amostra normal diploide
terd a contribuicdo dos dois alelos e o marcador especifico sera detetado como dois picos num
racio de 1:1 em caso de heterozigotia (Fig. 9A), ou como um pico em caso de homozigotia (Fig.
9E). A amplificacdo de um alelo adicional pode originar trés picos diferentes, num ratio 1:1:1
(Fig. 9D), ou dois picos num ratio 2:1 (Fig. 9B) ou 1:2 (Fig. 9C). Estas alteragdes em varios
marcadores diferentes do mesmo cromossoma sao compativeis com a presenca de uma cépia
adicional de um cromossoma (trissomia). Individuos que sejam homozigoticos (Fig. 9E, G) ou
monossomicos (Fig. 9F) para um marcador especifico apresentardo apenas um pico, ndo
sendo possivel obter informacdo em relacdo ao nimero de cromossomas homdlogos. A
genotipagem do sexo é feita com recurso a marcadores nao polimérficos como a sequéncia
especifica do cromossoma Y (SRY) e sequéncias dos genes da proteina Amelogenina,
especificos dos cromossomas X (AMELX) e Y (AMELY). A técnica de QF-PCR pode ser aplicada,
usando kits comerciais otimizados para esses efeitos, tanto no diagndstico rapido de
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aneuploidias (3.2), como no despiste de contaminacao (3.3) o qual é essencial para a validacao
de certos resultados (Mann and Ogilvie 2012).

A— A

______ — A
— —- N\

— ® @ @ D —ee—

Figura 9 — Esquema explicativo da técnica de QF-PCR. Adaptado de Principles of QF-PCR | Devyser.

3.2- DIAGNOSTICO RAPIDO DE ANEUPLOIDIAS (DRA) MAIS COMUNS

A gestacg0es identificadas como estando em risco elevado para aneuploidia, através de
rastreios bioguimicos e/ou ecograficos ou rastreio NIPT, é oferecido um diagndstico dirigido
e rapido através de QF-PCR. As alteragdes cromossdmicas mais comuns vistas em Diagndstico
Pré-Natal, correspondem a trissomias dos cromossomas 13, 18 e 21 e monossomias do X, que
resultam respetivamente em recém-nascidos com fendtipos de Sindromes de Patau, Edwards,
Down e Turner. Podem ocorrer ainda outras sindromes sexuais como o Sindrome de
Klinefelter (XXY), e ainda triploidias. Embora o QF-PCR ndo necessite de confirmacgao por outra
técnica, deve-se fazer o estudo do cariétipo apds a detecdo de uma aneuploidia para averiguar
se é causada por uma alteracdo estrutural e, se assim for, fazer a determinacdo do risco de
recorréncia através do estudo de caridtipo dos progenitores. Devem ser incluidos pelo menos
4 marcadores por cromossoma os quais devem cobrir o comprimento do cromossoma (Silva
et al. 2019). Hoje em dia existem kits validados (IVD) para DRA por QF-PCR, como é o caso do
Devyser Complete QF-PCR kit (Devyser). Este permite a dete¢cdo dos cromossomas 13, 18, 21,
X e Y, usando 33 marcadores genéticos em 2 misturas diferentes de PCR (2 painéis de
marcadores), com primers com 3 fluorocromos distintos. Nesses painéis estd incluido um
marcador comum as duas misturas (18D1 e 18D2) que permite validar que as duas
amplificacBes resultantes das duas misturas pertencem a mesma amostra, reduzindo-se o
risco de troca inter-amostras. Com este kit consegue-se identificar também a monossomia do
X porque para além dos marcadores polimdrficos do cromossoma X, existem marcadores com
sequéncias pardlogas localizadas no cromossoma X e em 2 autossomas (cromossoma 3 e 7).

Isto vai permitir a quantificagdao de alelos no cromossoma X relativa ao par de cromossomas 3
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e ao par de cromossomas 7. Estd recomendado que tanto o electroferograma como os ratios
dos picos sejam calculados (dividindo a altura ou a area do alelo mais pequeno pelo do alelo
maior). Os ratios normais devem estar entre 0.8 e 1.4, enquanto que os que representam
trissomias devem estar <0.65 ou >1.8. Para os marcadores ndo polimorficos (AMELOGENINA
e sequéncias paralogas) o intervalo deve ser mais curto (Devyser Complete, Instructions for
Use, 7-A010-En, 2010). Para interpretar os resultados tem que se ter pelo menos 2 marcadores
informativos consistentes com o resultado. Em casos de aneuploidia ndo se pode basear a
analise em apenas um marcador pois este pode resultar de uma CNV rara ou outro
polimorfismo. Se ndo se observar resultados trialélicos (Fig. 9D) o risco aumentado de ter
havido uma ndo disjungdo mitdtica pode ser reportada. Mosaicismo a baixo de 20% nao
consegue ser detetado (Silva et al. 2019). A localizacdo dos marcadores ao longo dos
cromossomas também deve ser conhecida para aumentar a possibilidade de detecdo de

aneuploidias parciais (Fig. 10).

Devyser Complete Mix 1 Devyser Complete Mix 2
;403 s Location Marker :‘Dll'ke' Location Marker
134 13q12.12 D135742
9 ‘ 13E 13q22.1 D135800
138 13q21.32 D135634
9 13F 13g12.2 D135252
13C 13q31.3 D135628 13G 13q14.11 D135325
13D 13q13.3 D13S305 186 18q11.2 D1851002
18) 18p11.31 D185976
184 18q11.31 D185391
21E 21q22.21 D2152039
188 18q12.3 D185978
q 4 21F 21q22.2 D2151412
18 189423 Bapase 216G 21q22.3 D2151446
18D 18922.1 D185386
9 - Xp22.22 AMELX
18M 18p11.32 | GATA178F11 Vp11.2 AMELY
Xq21.3
Xv2 DXYS267
21A 21q21.3 D2151435 ¥p11.31
218 21q21.1 D21511 - i S
X2 Xq13.1 DXS981
21¢ 21922.3 D2151411
X3 Xq26.2 XHPRT
21D 21922.13 D2151444
v1 Yp11.31 SRY
7q34
7X Xo13 7X

Figura 10— Localiza¢do dos marcadores do Devyser Complete QF-PCR kit.
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3.3- IDENTIFICACAO DE CONTAMINAGCAO MATERNA

O uso de marcadores STRs também providencia a genotipagem da amostra analisada, o
qgue é de extrema relevancia para a identificacdo de outras células presentes na amostra,
provenientes de contaminagdo materna, gendtipo de um gémeo, contaminagdo externa, ou
quimerismo (estes ultimos considerados eventos raros).

Estd inerente as amostras de Diagndstico Pré-Natal, a possibilidade de contaminagdo
materna. Isto é particularmente relevante em bidpsias do trofoblasto em que a separacao do
tecido fetal é tecnicamente dificil ou em LA de aparéncia muito sanguinolenta. E possivel
detetar contaminagdo materna através de kits de QF-PCR dedicados ao DRA. No entanto, a
melhor abordagem para a detecdo de contaminagdo materna ou eventos raros serd sempre a
de fazer genotipagem comparada, envolvendo a amostra de DNA do feto e amostra de DNA
do sangue periférico da mae (Mann and Ogilvie 2012). O AmpFLSTR Identifiler PCR
Amplification Kit (Applied Bisystems) é o kit de QF-PCR mais discriminativo (amplifica 15 loci e
AMELOGENINA), e mais usado em genotipagem humana, podendo ser usado em contexto de
diagnostico clinico, desde que validado pelo laboratério. Como é usado principalmente para
estudos forenses, estd otimizado para concentracdes de DNA muito baixas. E imperativo que
as amostras do feto e da mae sejam processadas no mesmo ensaio molecular e que tenham
a mesma concentra¢do de DNA, permitindo assim comparacao direta de resultados (Nagan
et al. 2011). Os resultados sdo analisados, marcador a marcador, de forma pareada (alelos do
feto/alelos da mae) nos electroferogamas gerados pelo analisador genético.

Se existir contaminacdo materna (Fig. 11), é preciso quantificar a sua percentagem para
o diagnédstico por arrayCGH (técnica referida mais a frente). Consegue-se estimar essa
percentagem através da proporc¢ao da altura, ou area dos picos, do alelo com contaminagao
com a do alelo do feto que ndo é partilhado com a mde, em cada marcador informativo (Nagan
et al. 2011). No entanto, para estudos citogenéticos usam-se as culturas cuja manipulacao

nao apresentou contamina¢ao materna.
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Figura 11- Despistle de contaminagdao materna de amostra de DNA fetal de CVS através de AmpFLSTRI
Identifiler PCR Amplification Kit. Imagem cedida pelo LCG-FMUC. A amostra de DNA fetal apresenta
contaminacao materna de cerca de 35%, evidenciada nos marcadores D135317, D851179, D55818 e
FGA. Nesses marcadores, os alelos correspondentes a contaminagdao materna estdo sublinhados a
vermelho, enquanto que os partilhados entre mae e feto estdo sublinhados a preto.
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4- TECNICAS BASEADAS EM MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION
(MLPA)

Em 2002 Schouten e colaboradores desenvolveram um método inovador chamado
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) (Shouten et al. 2002). Este método
permite fazer uma quantificagdo relativa do nimero de cépias de DNA, desde cromossomas
inteiros, fragmentos cromossdmicos relativamente grandes até sequéncias de um Unico exao,
usando sondas especificas dirigidas para os respetivos alvos gendmicos. Pela existéncia de
SNPs que impecam a ligacdo da sondas, é ainda possivel detetar mutagdes pontuais (Bunyan
et al. 2007) ou distinguir sequéncias muito semelhantes como pseudogenes (Eijk-Van Os and
Schouten 2011). O MLPA é uma técnica semi-quantitativa, pois requer comparacdo com
amostras de referéncia. Estas referéncias sdo amostras de DNA obtidas de individuos
saudaveis com um numero normal de cdpias para as sequéncias detetadas pelas sondas alvo
e sondas de referéncia (Eijk-Van Os and Schouten 2011).

Duas variacdes desta técnica foram desenvolvidas, uma para analise do perfil de
expressao, a Reverse-Transcriptase Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (RT-
MLPA) (Eldering et al. 2003), e a Methylation Sensitive Multiplex ligation-dependent Probe
Amplification (MS-MLPA) para analisar o perfil de metilacio do DNA da amostra juntamente
com a detegdo da variacao do numero de cépias (Nygren et al. 2005). O RT-MLPA é usado em
diagndstico, essencialmente, para estudar o perfil de expressdo de células tumorais (Kvastad
et al. 2015). O MS-MLPA tornou-se muito util na dete¢dao de doengas de imprinting
(Grafodatskaya et al. 2016) e analise de amostras de tumores a partir de, por exemplo, tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina (Jouinot et al. 2017). A técnica de MS-MLPA tem
varias vantagens quando comparada com outras técnicas para a analise de metilacdo de DNA:
é uma técnica simples de realizar pois existem painéis comerciais com as condicdes
otimizadas; ndo requer conversao por bissulfito de sédio das citosinas ndo metiladas, como a
técnica de PCR especifico de metilacdo, um passo que é dificil de estandardizar e que leva a
degradacdo do DNA; permite a analise de metilacdo e de nimero de cdpias de varios genes
ao mesmo tempo; e DNA isolado de tecidos incluidos em parafina também pode ser usado
(Moelans et al. 2018). No entanto, deve-se ter em conta que o estado de metilacdo pode variar
em diferentes tecidos e por isso ndo deve ser feito em amostras de CVS e grupos populacionais
de idade avancada (Silva et al. 2019)

A tecnologia de MLPA é comercializada pela companhia “MRC Holland” e usada em
todo o mundo para estudar doencas hereditarias, perfil tumoral e estado de metilacdo tanto
em diagndéstico como em investigacdo, através de painéis de sondas para 350 ensaios
dirigidos. Existem ensaios dedicados a doencas pediatricas e de desenvolvimento como défice
intelectual, anomalias congénitas multiplas, mas também ensaios dedicados a doencas

oncoldgicas (germinais e somaticas), doencas hereditdrias do metabolismo e mitocondriais;
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assim como ensaios para determinar o estado de portador e ensaios para diagndstico pré-
natal. (Products - MRC Holland).

As limitagcOes desta tecnologia incluem: ser uma técnica dirigida e nao detetar

alteracdes estruturais; existéncia de mutagdes/polimorfismos que afetem a ligacdo da sonda
e que podem resultar numa interpretacdo errénea de dele¢do (delegdo num Unico exdo
requer confirmacdo pela analise da sequéncia dessa regiao, através de estudos familiares ou
através de outro método); variantes de sequéncia também podem passar despercebidas a ndo
ser que ocorram em sitios alvo incluidos nas sondas ou em locais correspondentes a pontos
de ligacdo; ndo deteta triploidia XXX, mosaicismo, contaminagao materna, quimerismo, nem
determina zigotia em gestac¢des gemelares, o que pode levar a resultados falsos devido a estes
eventos. Assim, para amostras de pré-natal a técnica de QF-PCR é considerada mais
apropriada, tendo sido adotada na maior parte dos laboratdrios para o DRA comuns (Silva et
al. 2019).

Deve haver estudo de cariétipo, se for encontrada uma aneuploidia ou uma alteracao
no padrdo das regides subteloméricas, para a identificacdo de rearranjos estruturais e
determinacao do risco de recorréncia. Por outro lado, o MLPA também pode ser usado com o
objetivo de confirmacdo de resultados provenientes de estudos por FISH ou de microarrays
(Silva et al. 2019).

4.1- PROCEDIMENTO DE MLPA

Para cada aplicacdo de SALSA MLPA kits (Products - MRC Holland), sdo usados os

mesmos reagentes e as mesmas condi¢des de reacdo, apenas a mistura de sondas é que difere

por aplicacdo. A técnica é bastante facil de usar e pode ser realizada na maior parte dos
laboratérios, pois sé necessita como equipamentos, de um termociclador de tampa aquecida,
electroforese capilar com software de analise, e software gratuito Coffalyser. Os ensaios
foram executados, de acordo com o protocolo MLPA® General Protocol MDP- v007 (2019).
Para além das amostras de DNA em estudo é necessario incluir, em cada ensaio, DNA de pelo
menos 3 amostras referéncia, para que possa haver a comparac3o e quantificacdo relativa. E
ainda recomendado incluir um controlo negativo, para revelar possiveis contamina¢cées em
reagentes ou nos capilares da electroforese, e um controlo positivo. Este € uma amostra de
DNA gendmico com uma delegdo, duplicacdo ou mutagdo pontual conhecida, para avaliar se
o procedimento, incluindo a analise de dados, ocorreu bem. Para minimizar variacdes nao
bioldgicas é recomendado que o DNA de todas as amostras usadas num estudo seja extraido
do mesmo tipo de tecido e com mesmo método de extracdo, assim como usar a mesma a
mesma concentracao de DNA.

Numa Unica reacdo de PCR multiplex usam-se sondas destinadas geralmente a regides

exonicas de um ou multiplos genes, consoante a doenca em estudo. Cada sonda é constituida
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por 2 hemi-sondas oligonucledtidicas que contém numa das extremidades uma sequéncia de
primers, exclusiva para as sondas e ausente no genoma humano. Ligado a um dos primers esta
uma sequéncia stuffer, cujo comprimento varia dentro de cada experiéncia para os diferentes
loci alvo, destinada a produzir um fragmento de sonda de tamanho pré-definido (Fig. 12a). O
ensaio decorre essencialmente no termociclador, e por se tratar de volumes muito reduzidos,
tem de se ter o cuidado de evitar a evaporagdo, nos passos em que se adicionam misturas. A
técnica comeca com a desnaturacdo dos DNAs gendmicos (DNA a estudo, das referéncias e do
controlo positivo). Adicionando aos tubos, a mistura de sondas do painel SALSA respetivo, da-
se a hibridizagdo, a uma temperatura de 60°C, das hemi-sondas adjacentes e complementares
as sequéncias alvo (Fig. 12b). So se a sequéncia alvo estiver presente é que ocorre hibridizacao
e subsequentemente ligacdo das duas hemi-sondas, ao se adicionar no dia seguinte a enzima
ligase-65, formando sondas inteiras (Fig. 12c). As diferentes sondas de uma mesma
experiéncia tém sequéncias terminais comuns, e logo podem ser amplificadas em simultaneo
(Fig. 12d), A detecdo dos fragmentos gerados é feita por electroforese capilar (Fig. 12e).

O numero relativo de fragmentos presentes apds a reacdo de PCR vai depender da
quantidade relativa da sequéncia alvo presente na amostra de DNA em estudo. O
eletroferograma mostrara, entdo, o padrao de picos da amostra que foi analisada através dos
picos referentes aos fragmentos das sondas amplificadas, assim como picos de fragmentos de
controlo interno da técnica, os quais vém juntamente com a mistura de sondas de cada painel
de MLPA. Existem fragmentos controlo que permitem identificar se quantidade de DNA e os
processos de ligacdao (fragmentos Q) e desnaturacao (fragmentos D) foram eficientes, assim
como fragmentos de sequéncias especificas dos cromossomas X e Y para o controlo de troca
de amostras (Fig. 12e). A altura relativa de cada pico de fragmento de sonda, quando
comparada com as alturas dos picos das sondas em vdrias amostras de DNA referéncia, vai
refletir o nUmero de cdpias relativo da sequéncia alvo correspondente na amostra em estudo.
Assim, delecdes ou duplicagdes serao visiveis como descidas ou subidas relativas dos picos, e
dele¢cGes homozigéticas e hemizigéticas serdo evidenciadas pela auséncia dos picos (Eijk-Van
Os and Schouten 2011). Sé os electroferogramas que passam o controlo de qualidade do

ensaio de MLPA, podem ser exportados para analise no software Coffalyser (Coffalyser.Net -

MRC Holland)(Fig. 12f). Este software seleciona o melhor método de andlise para cada painel
de sondas MLPA e oferece também controlo de qualidade, conseguindo fazer algumas
correcdes (ex. sloping dos picos). A analise comeca com uma normalizacdo intra-amostras
usando as sondas de referéncia que estao incluidas no painel de sondas e sé entdo é que se
passa para a normalizacdo inter-amostras (comparacdo entre os racios das sondas das
amostras teste com os racios das amostras referéncia). O resultante racio reflete o nimero de
copias relativo do alvo das sondas na amostra a que se faz a andlise. Assim, se o ratio final
(quociente de dosagem) estiver entre >0.85 e <1.20, considera-se um resultado normal; entre

>1.30 e <1.65 indica uma duplicagdo heterozigdtica; entre >1.75 e <2.15 indica uma triplicagao
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heterozigdtica ou duplicacdo homozigdtica; entre >0.35 e <0.65 indica uma delecdo
heterozigdtica; se for igual a 0 indica uma delecao homozigdtica; e outros valores indicardo
um resultado inconclusivo (Silva et al. 2019). Nem todas dele¢des/ duplicagdes detetadas sdo
patogénicas, sendo importante verificar sempre a mais recente literatura a esse respeito e a
base de dados que reporta CNVs germinativas em individuos normais (Database of Genomic
Variants (DGV)- http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home).
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Figura 12- Esquema representativo da técnica de MLPA. Adaptado de MLPA: Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification - MRC Holland.

|

J

4.2-PROCEDIMENTO DE MS-MLPA

Os ensaios foram executados de acordo com o protocolo MS-MLPA® General Protocol
MSP- v011 (2020). O procedimento é igual ao dos ensaios de MLPA, com as alteracbes que

sdo descritas em seguida.
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Esta técnica consegue determinar tanto o numero de cdpias como o estado de
metilacdo do DNA, pois faz uso de uma endonuclease sensivel a metilagdo (Hhal). Em cada
painel de sondas de MS-MLPA, existem algumas sondas que sdo desenhadas de forma a conter
o sitio de restricdo da Hhal (GCGC). Apds a hibridizacdo das sondas, cada reacdo de MS-MLPA
vai gerar duas amostras para analise, uma a que se juntou apenas ligase e a outra em que se
juntou para além da ligase, também a enzima de restricdo Hhal. Assim, uma parte da reagao
de MS-MLPA é processada como uma reacao normal de MLPA, dando informacdo sobre o
numero de cdpias do DNA alvo, enquanto a outra parte, que é tratada também com a Hhal,
ird dar informacgdo sobre o estado de metilagdo do DNA alvo. Assim, se o DNA nao estiver
metilado em CpG, a enzima corta a molécula hibrida e ndo havera sonda para ser amplificada
por PCR (Fig. 13). O software Coffalyser dd informacdo do nimero de cépias (através da
comparac¢do de amostras sem Hhal e controlos normais para cada sonda), e a informacao da
percentagem de metilagcdo nas sondas desenhadas para esse efeito. O perfil de metilagao da
amostra é obtido pela comparacdo da sua percentagem de metilagdo com a percentagem de
metilacdo das amostras de referéncia. Assim, o valor de 0% corresponderd a nenhum alelo
metilado; entre 40% < e < 65% correspondera a um alelo metilado; e > 85% correspondera a
dois alelos metilados. Para assegurar que a analise de metilacdo é fidvel, dois critérios devem
ser assegurados para todas as amostras que levaram a enzima Hhal: o sinal das sondas de
controlo de digestao devem ser 40% ou menos que o sinal correspondente nas reagdes que
nao levaram a enzima Hhal; e o ratio das sondas de referéncia deve estar entre 0.7 e 1.30
(Silva et al. 2019).

Produto de hibridizacdo & dividido por 2 tubos
| 4 -1
Detecdo de nimero de copias Detecdo da metilacdo
Adicionar misturacom Ligase  Adicionar mistura Ligase-Enzima derestricao

: DMA alvo metilado  DNA alvo sem metilacso
LIG \_a - \-ﬁ y

Inibicdodocorte  Cadeia hibrida cortada
pelaenzimaHhal  pelaenzima Hhal

Figura 13- Esquema representativo dos passos especificos da técnica de MS-MLPA. Adaptado de
(Moelans et al. 2018).
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5- QUANTIFICACAO DO NUMERO DE TRIPLETOS NO GENE FMR1

Por ser a forma mais comum de hereditariedade de défice cognitivo e por estar
associada a outras condigdes clinicas, o teste molecular genético do gene Fragile X Messenger
Ribonucleoprotein 1 (FMR1), é habitualmente realizado em laboratdrios clinicos. Variantes
patogénicas no gene FMR1 causam um espetro de doencas, levando a manifestacdes
fenotipicas que incluem problemas de neurodesenvolvimento na infancia, problemas
reprodutivos nas mulheres, problemas neurodegenerativos relacionados com a idade e

doengas neuropsiquidtricas (Tabela 2) (Spector et al. 2021).

Tabela 2- Doencas relacionadas com o gene FMR1. Adaptada de (Spector et al. 2021)

Doenga Principais caracteristicas clinicas Variante FMR1 associada
- Alelo com mutacdo
completa: > 200 repeticGes
CGG (99% dos casos)

- Variantes de sequéncia
intragénica
- Delecdo/duplicagdo parcial
ou completa do gene

- Varios graus de défice cognitivo,
convulsdes e caracteristicas
Sindrome de X- fisicas como orelhas grandes e
Fragil (FXS) macroorquidismo.
- Doenca do espetro do autismo
(50%-70% dos casos)

Insuficiéncia Ovarica
Primaria associada
ao X Fragil (FXPOI)

Insuficiéncia ovarica prematura e Alelo com pré-mutacdo:
amenorreia (antes dos 40 anos) (55-200 repeticées CGG)

Tremor, ataxia cerebelar e lesdes

Sindrome de . .
da massa branca de inicio tardio

ataxia/tremor Alelo com pré-mutagao:

. >60 .
associado ao X ( anof) s (55-200 repeticdes CGG)
, . Neurodegenerescéncia até a
Fragil (FXTAS) A
deméncia.
Doengas
neuropsiquidtricas Ansiedade, depressdo, ADHD, Alelo com pré-mutacdo:
associadas ao X comportamento de adicdo (55-200 repeticées CGG)

Fragil (FXAND)

5.1- SINDROME DE X-FRAGIL (FXS)

A sindrome do X-Fragil foi a primeira das doencas relacionadas com o gene FMR1 (locus
FRAXA) que foi descoberta. E uma doenca de hereditariedade ligada ao X, que afeta ~1 em
2500 homens e ~1 em 4000 mulheres. A doenga resulta, em 99% casos, da expansao do
tripleto CGG na regido 5°-UTR do gene FMR1. A hipermetilacdo de DNA na regido promotora
do gene é a alteracdo epigenética mais comum na patogénese do FXS, levando ao
silenciamento da transcricao da proteina também conhecida por Fragile X Mental Retardation
Protein 1 (FMRP). Esta é uma proteina de ligacdo ao RNA, que permite o transporte do RNA

ao longo das dendrites neuronais e estd implicada na maturacdo sindptica (Nageshwaran and
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Festenstein 2015). Com exce¢des muito raras, a origem parental de expansdo é feminina
(Spector et al. 2021)

A distingdo entre categorias de alelos do gene FMR1, em relagao ao tamanho, pode
ndo ser absoluta, devendo-se ter sempre em atencdo a histéria familiar e a instabilidade das
repeticdes (Hunter et al. 2019). Sdo considerados alelos normais com ~5-44 repeticdes CGG,
tendo a maior parte dos individuos ~29-31 CGG. Estes alelos tém pouca instabilidade meidtica
ou mitdtica e sao tipicamente transmitidos sem aumento ou diminuigdo do numero de
repeticdes, exceto quando ndo apresentam as intercalacdes habituais de AGG a cada 9 ou 10
repeticdes CGG. Pensa-se que os tripletos AGG servem de ancoragem durante o processo de
replicacdo evitando o deslizamento das cadeias. Sdo considerados alelos intermediarios com
~45-54 CGG. Estes alelos ndao causam FXS, no entanto 14% sdo instaveis e podem expandir
para uma pré-mutacdo. Sdo considerados alelos de pré-mutacdao com ~55-200 CGG, e estdo
em risco de expansao para mutacao completa (>200 CGG), embora esse risco, para alelos de
pré-mutacdo pequenos, esteja dependente do nimero de AGG. Os alelos de mutacdo
completa estdo associados, na sua maioria, a hipermetilacdo do promotor do gene FMR1. E
quase sempre é detetada variacgdo somatica em varias centenas de repetices no sangue
periférico de um individuo (Hunter et al. 2019).

Maes e seus familiares femininos que sejam heterozigéticas para a pré-mutacdo estdo
em risco acrescido para FXTA, FXPOI e FXAND (Hunter et al. 2019). Sabe-se que quando tém
uma pré-mutagao >80-200 CGG tém 20% de risco de desenvolver FXPOI (Spector et al. 2021).
Todas estdo em risco acrescido de terem descendéncia com FXS, FXTAS, FXPOI ou FXAND.
Individuos do sexo masculino com pré-mutacdo estdo em risco elevado de terem FXTA. O
fenétipo de FXTAS fica mais definido e prevalente com a idade e com o tamanho da expansao
de pré-mutacdo (Hunter et al. 2019). Esta condicdo clinica é provocada por um ganho de
funcdo de RNA tdxico, uma vez que se verifica um aumento de mRNA de FMR1 sem haver
aumento da proteina FMRP (Nageshwaran and Festenstein 2015). Embora nem todos os
individuos com a pré-mutacao (>55 a 200 CGG) demonstrem caracteristicas relacionadas com
FXS, alguns com tamanhos maiores de pré-mutacdo (>100-200 CGG) apresentam dificuldades
de aprendizagem, orelhas proeminentes, e doencas neuropsiquiatricas (Spector et al. 2021).
Grandes pré-mutagdes e mutagdes completas tém penetrancia completa em todos os homens
e em muitas mulheres (dependendo da inativacdo do X)(Hunter et al. 2019). Sendo raro, é
possivel ter mutacdo completa sem silenciamento do gene por hipermetilagdo. Em vez disso,
pode haver silenciamento do gene por interferéncia do seu préprio mRNA que se liga ao
promotor do gene, ou haver alteracdo do cédigo de histonas que leva a uma diminuicdo da
eficiéncia de traducdo do mRNA do gene (Nageshwaran and Festenstein 2015). Nestes casos,
o défice intelectual, quando presente, é tipicamente moderado, podendo haver problemas de
comportamento e ansiedade especialmente em individuos do sexo masculino. Também esta

descrita a existéncia de mosaicismo tanto para a mutacdo do alelo (pré-mutacdo/mutacdo
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completa com metilacdo) como para o estado de metilacdo. Nestes casos, os individuos
podem ser mais funcionais que individuos com apenas a mutacdo completa e hipermetilacdo
associada (Hunter et al. 2019). Foi ainda descrita a existéncia de mosaicismo com mutacdo
completa/alelo intermediario num feto feminino através da expansdo pds-zigética da pré-
mutacdo materna a mutacdo completa, com subsequente regressdo a alelo intermedidrio

numa proporgdo de células, durante o principio da embriogénese (Ferreira et al. 2013).

5.2- PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR GENETICO

Muitos laboratérios usam como primeiro teste o PCR convencional, com um limite de
detecdo nointervalo de alelos com pré-mutacao, e sé prosseguem para um outro método que
consiga detetar toda a expansdo, em casos em que a amostra ndo consegue ser amplificada
(individuos do sexo masculino) ou mostre apenas um pico de amplificacdo em individuos do
sexo feminino (Biancalana et al. 2015). Varios conjuntos de primers, condicbes de PCR e
métodos de separacdo e detecao foram ja descritos. O limite maximo do tamanho do alelo
gue possa ser detetado deve ser conhecido, e um controlo positivo correspondendo a esse
tamanho deve ser incluido em cada ensaio. Os laboratérios devem confirmar o tamanho dos
controlos através de sequenciagdao de DNA ou usando uma referéncia validada que pode ser
obtida a partir do programa CDC Genetic Testing Reference Materials
(https://www.cdc.gov/labguality/get- rm/index.html) (Spector et al. 2021). A amplificacdo de

regioes de DNA ricas em GC é dificil e s3o necessarias condi¢des especiais na reagdao de PCR.
A dificuldade aumenta com o aumento do nimero de repeticdes e por isso muitas das
estratégias de PCR ndo tentam detetar grandes alelos. Nestes sistemas, ndo se consegue
diferenciar uma mulher homozigética para o alelo normal de uma que tem um segundo alelo
gue nao consegue ser amplificado. Do mesmo modo doentes que sejam mosaicos de pré-
mutacdo/mutacdo completa aparecem como tendo apenas pré-mutacdes (Spector et al.
2021).

O uso de Triplet Repeat-Primed PCR (TRP PCR) permite amplificar grandes alelos e fazer
a sua medicao para além das 200 CGG repeticdes. Neste sistema de PCR para o gene FMR1,
existem dois primers que se ligam fora da regido de repeticio CGG, como num PCR
convencional, mais um primer cuja ligacdo se sobrepde a regido de repeticdo CGG e a
sequéncia adjacente ndo repetida. Isto vai levar a que a ligacdo deste ultimo primer quimérico
se ligue a cada repeticdo CGG, produzindo multiplos amplicdes que diferem de tamanho por
3 pb. Na presenca de uma mutacdo completa vai aparecer um produto compacto de ~200 CGG
repeticdes. O TRP PCR consegue ultrapassar o desafio colocado por mulheres aparentemente
homozigdticas num PCR convencional, e ainda permite detetar mosaicismo até ~10%. Isto vai
ser importante para detetar uma mutacdo completa que pode estar a ser mascarada pela

presenca de outro alelo numa maior proporcao de células. Além disso consegue detetar
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presenca vs auséncia de interrup¢des AGG. Embora ndo seja conhecida a relagdo gendtipo-
fendtipo da auséncia de AGG, sabe-se que a presenca de pelo menos 2 interrupgdes AGG, em
pré-mutacdes <100 CGG, diminui o risco de expansdo na proxima gera¢do. Tornando-se
relevante essa informacdo, quando se faz o aconselhamento familiar/pré-natal a mulheres
com pré-mutacdo (Spector et al. 2021).

Se o fendtipo clinico for muito sugestivo de FXS mas o teste por esta metodologia der
um resultado normal, deve-se considerar a existéncia de mosaicismo somatico e nesse caso
analisar outro tipo de amostra (ex: fibroblastos de pele), ou a doenca ser causada por outras
variantes do gene FMR1 e nesse caso tentar outras abordagens metodolégicas como andlise
de deleg¢Bes/duplicagdes (ex: tecnologia MLPA) e/ou analise da sequéncia intragéncia (Hunter
et al. 2019).

Atualmente existem metodologias para a analise do estado de metilacdo do promotor
do gene FMR1 mais expeditas que a andlise por Southern blot, como é o caso de PCR especifico
de metilacdo ou MS-MLPA. A técnica de MS-MLPA tem vantagem sobre o PCR especifico de
metilagdo em relagdo a ndo usar um tratamento prévio do DNA, que é dificil de otimizar e
reproduzir, além de conseguir detetar dele¢des ou duplica¢gdes que podem causar FXS em <1%
dos casos. No entanto, tem a grande desvantagem de sé conseguir analisar amostras de
individuos do sexo masculino, uma vez que a presenca de imprinting no cromossoma X

complica a analise de metilagdo (MRC Holland - MRC Holland), além de ndo conseguir analisar

mosaicos de metilagdo que conseguem ser detetados através de TRP PCR especifico de
metilacdo e por Southern blot com enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo (Spector et al.
2021). Apesar de ser possivel fazer a avaliacdo do estado de metilacdo, hda situacbes que
devem ser realcadas como é o caso de ndo ser possivel fazer a avaliagdo do estado de
metilacdo em amostras de CVS, uma vez que a metilacdo gendmica ainda ndo estd
completamente estabelecida no momento em que se fazem as bidpsias do trofoblasto
(Spector et al. 2021). Havendo mesmo a orientacdo de que o estado de metilacdo de FMR1
nado deva ser usado para fazer uma previsao sobre a severidade da doeng¢a em fetos ou recém-

nascidos (Spector et al. 2021).
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IV- CITOGENOMICA

1-TECNICAS BASEADAS EM MICROARRAY

O advento dos microarrays permitiu o aumento da dete¢do de variantes de numero de
copias (CNVs), descoberta de novas sindromes gendmicas e uma boa caracterizacdo dos
pontos de quebra em doencas conhecidas (Scionti et al. 2018). Neste momento existem 3
tipos de plataformas de analise de microarray citogenédmico (CMA) que diferem na tecnologia,
resolucdo e detecdao (Tabela 3), podendo haver diferentes abordagens metodoldgicas
consoante o fabricante da tecnologia. Tem havido uma tendéncia para se usar plataformas
que combinam a analise de CNVs, abrangendo todo o genoma, com a genotipagem de
polimorfismos nucleétidicos (SNPs) limitada a certas localizagGes (Scionti et al. 2018; Berisha
et al. 2020). O SNP-array apresenta melhor resolucdo e determinacdo de pontos de quebra
devido ao maior nimero de sondas, menor tamanho de sondas e de seu espacamento. Isto
permite a identificagdo de CNVs pequenas e raras, mas ao mesmo tempo precisa de
parametros mais adstringentes para evitar falsos positivos. Estando também descrito que
consegue detetar um nivel de mosaicismo mais baixo (Scionti et al. 2018).

Em Pds-Natal, estas tecnologias de CMA sdo aceites como primeira linha de
diagndstico de desequilibrios cromossémicos associados a défice intelectual, autismo, e/ou
multiplas anomalias congénitas. Em Pré-Natal, o seu uso é recomendado quando existem
malformagdes ecograficas, e na avaliagao de morte intrauterina ou de nados mortos. (Shao
et al. 2021).

Tabela 3- Comparagdo de plataformas de CMA. Adaptada de (Scionti et al. 2018)

SNP-array aCGH aCGH+aSNP
Comprimento de sonda Comprimento de sonda Comprimento de sonda
olignucleotidica: ~25pb olignucleotidica: 60-80pb olignucleotidica: 60-80pb
Sondas CN+ sondas SNP Sondas.CN+ sonflas SNP

. Apenas sondas CN (densidade baixa ou
(densidade elevada)
moderada)
Apenas hibridizagdo do DNA Hibridizacao do DNA teste + Hibridizagao do DNA teste +
teste DNA referéncia DNA referéncia

Nao deteta dissomia
uniparental nem
consaguinidade

Detegdo de isodissomia
parental e consanguinidade

Detecdo de isodissomia
parental e consaguinidade

1.1-ARRAY COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDIZATION (ACGH)
1.1.1-FUNDAMENTO

O procedimento de aCGH é caracterizado pelo isolamento de DNA de um doente (DNA

teste) e de um controlo (DNA referéncia de um individuo saudavel), marcac¢do independente

64



com fluorocromos distintos, geralmente Cyanine5 (Cy5, vermelho) e Cyanine3 (Cy3, verde), e
hibridizagdo num array contendo pelo menos 60000 sondas oligonucleotidicas conhecidas de
regides codificantes e ndo codificantes, representativas de todo o genoma. As sondas estdo
distribuidas numa lamina com uma grelha ou chip, de maneira ndo contigua para uma
regido/cromossoma. A detecdo do sinal fluorescente em cada sonda (resultado da
hibridizagdo do DNA marcado) é feita através de um scanner, e um software apropriado
calcula o log2 ratio da fluorescéncia (Cy5/Cy3). Desta maneira, dele¢des ou duplicagdes no
DNA teste podem ser identificadas. Uma maior intensidade da cor do DNA teste (vermelho)
numa regiao especifica de um cromossoma vs a do controlo indica ganho de DNA nessa regiao,
enquanto que uma maior intensidade da cor do DNA controlo (verde) vs a do DNA teste indica
a perda de DNA nessa regido. A cor amarela indica que ndo ha diferenca entre a hibridizacao
dos DNAs das duas amostras nessa regido, indicando ndo haver diferenca no material

gendmico (Fig. 14) (Colaianni, Mazzei, and Cavallaro 2016).

DHA teste DHA controlo
marcado com CyS marcado com Cy3
’ ] I.'H .
Mistura
Scanner de Software
! Microarray analitico de CGH

| +1 +2

b

Interpretacao

-2: Delecao Homozigotica

/ g 'ﬁh -1: Delegdo Heterozigotica
@§-§1 . ﬁﬁ@ : Hormal

Situacio Ganho Perda +1: Duplicacio, 3 copias
Hormal de DHA de DHNA
+2: Duplicacdo, 4 copias

Figura 14- Esquema representativo do procedimento de aCGH. Adapatado de (Colaianni, Mazzei, and
Cavallaro 2016).
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1.1.2- PROCEDIMENTO

Para Diagndéstico em amostras de Pré e Pés-Natal, o aCGH foi realizado usando a
plataforma da Agilent, com Agilent 60mer oligonucleotide-array, configuracdo 4x180K e
resolugdo média de ~60 Kb. O procedimento seguiu as instru¢des do protocolo
Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis - Enzymatic Labeling versao 8
(Agilent). Resumidamente, a marcacdo é feita usando o SureTag Complete DNA Labeling Kit,
com primers aleatérios e o fragment klenow (DNA Polimerase | sem actividade
exonucleotidica), usando duas misturas de reagao com diferentes fluorocromos (Cy3-dUTP e
Cy5-dUTP) para incorporacao diferencial no DNA teste e controlo. Este kit providencia DNAs
controlo tanto de sexo feminino como masculino, podendo ser usados outros DNAs
referéncia, apropriados para o ensaio especifico. H4 uma purificacdo do produto de PCR
resultante, com especial atengdo para a remocao de nucleétidos marcados nao incorporados.
A quantificagao por Nanodrop da concentracdao de DNA e da fluorescéncia incorporada, vai
permitir parear as amostras do mesmo sexo, com concentracdes de DNA marcado o mais
aproximado possivel. Faz-se o preenchimento das quatro camaras na lamina gasket (Fig. 15)
com a mistura de hibridizagdao que inclui Cot-1 DNA, e coloca-se gentilmente a lamina de
microrray por cima. A “sandwich” de laminas é montada numa camara metalica para a
hibridizagdo durante 24 horas a 67°C, num forno de hibridizagdo com rota¢cdo. Como os
fluorocromos também se degradam quando expostos ao ozono atmosférico, durante as
lavagens pds hibridizagao e digitalizagdo, existem formas de diminuir este efeito indesejado,
como por ex., a utilizacdo de barreiras de ozono durante a digitalizacao. Apds as lavagens pds-
hibridiza¢do, cada microarray é processado pelo SureScan Microarray Scanner (Agilent) de
acordo com os settings estipulados no protocolo. Assim que acaba a digitalizacdo, faz-se a
extracdo dos dados (traducdo em ratios log) através do software Feature Extraction (Agilent).
Neste passo realiza-se o controlo de qualidade das imagens digitalizadas (ex: verificacdo de
auséncia de espacos sem fluorescéncia), e é gerado um relatério com métricas de controlo de
qgualidade, usadas para indicar potenciais erros de processamento ou sugerir que dados de

um microarray em particular possam estar comprometidos.

Figura 15- Lamina gasket de configuracdo 4x180k. Imagem retirada do protocolo Oligonucleotide
Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis - Enzymatic Labeling versdo 8 (Agilent).

Os resultados sdo analisados no software Cytogenomics (Agilent), o qual da a média dos

ratios log2 de acordo com o numero de cépias para cada regido cromossémica. Sendo log2 (3
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copias/2 copias)=0,58 para a duplicagdo; log2 (2 cdpias/2 cdpias)=0 para igual nimero de
copias; e log2 (1 copia/2 copias)=-1 para delegdo.

Depois de se selecionar o caso, faz-se a supressao das CNVs das regides em que o controlo
também apresenta alteracdes de niUmero de cdpias, para evitar uma interpretacdo errada. A
classificacdo das CNVs é feita em cinco classes (benignas; provavelmente benignas; significado
clinico incerto (VUS); provavelmente patogénicas e patogénicas), baseadas
predominantemente nas diferencas de frequéncia entre a populacdo geral e individuos
afetados. O software permite estabelecer uma ligacdo direta de cada CNV encontrada, ao
UCSC genome browser do Instituto Gendmico Santa Cruz da Universidade da Califérnia (UCSC

Genome Browser Home). Neste genome browser pode-se escolher a versao de construcdo do

genoma humano de referéncia, e configurar o browser de maneira a obter informacao de
bases de dados que nos permita fazer a classificacdo das CNVs, como é o caso de informacao
relacionada com o fenétipo e literatura associada (ex: OMIM gene; OMIM loci; ClinGen CNVs;
Decipher CNVs) e com a variacdo normal na populacdo (ex: Database of Genomic Variants
(DGV)).
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V- GENOMICA

1-SEQUENCIACAO DE NOVA GERACAO (NGS) EM NONINVASIVE PRENATAL TESTING
(NIPT)

As tecnologias de sequenciacdo de nova geracdo (NGS) estdo estabelecidas em
laboratérios clinicos como primeira linha de teste em medicina gendmica. Atualmente, com a
melhoria custo/beneficio da NGS tem sido vantajosa a andlise com paneis de genes
direcionados a uma doenca ou sequenciacdao do exoma. Embora a validacao clinica e o uso de
NGS ja esteja estabelecida em varios cenarios, existem desafios permanentes do ponto de
vista pratico, econdmico e principalmente ético associados a aplicacdo desta tecnologia
(Rehder et al. 2021).

Na corrente sanguinea materna existe DNA fetal com origem na apoptose de células
do trofoblasto, para além do DNA materno libertado fisioldgicamente. Este cell-free DNA
(cfDNA) circulante é constituido maioritariamente por fragmentos abaixo dos 300 pb (Bedon
et al. 2021). Define-se como fracdo fetal, a proporcdo de fragmentos de DNA fetal circulante
(cell-free fetal DNA (cffDNA) no cfDNA da corrente sanguinea materna, havendo variacao
individual desta fracdo devido a fatores como peso materno (obesidade), hipertensao,
doencas tromboembdlicas, uso de medicacdo ou suplementos com anti- coagulantes,
deficiéncia da vitamina B12, ou reproducgdo assistida (Bianchi and Chiu 2018; Bedon et al.
2021). A constatacdo de que o plasma materno continha este cffDNA, promoveu o
desenvolvimento do teste ou rastreio pré-natal ndo-invasivo, NIPT ou NIPS, respetivamente,
gue faz uso da tecnologia de NGS. O NIPT inicialmente, era utilizado apenas para a detecdo de
trissomia 21, mas rapidamente evoluiu para incluir a detecdao de trissomias 13 e 18,
identificacdo do sexo, e aneuploidias dos cromossomas sexuais. Tem melhor performance
(valor preditivo positivo) como rastreio de trissomia 21 do que para as trissomias 13 e 18 ou
aneuploidias dos cromossomas sexuais, justificado em parte pela diferenga de proporgao de
guaninas e citosinas nos diferentes cromossomas (Gregg et al. 2013; 2016). Tratando-se de
um rastreio, havera sempre a possibilidade de falsos positivos (ex: resultante de mosaicismo
confinado a placenta) e negativos (ex: resultante de baixa fracdo fetal). Mais recentemente,
determinadas sindromes de microdele¢do e algumas CNVs, assim como outras aneuploidias
autossémicas e triploidia foram adicionadas por alguns laboratdrios como op¢Ges de rastreio
adicionais (Gregg et al. 2016; Bianchi and Chiu 2018). O NIPT é efetuado a partir da 102 semana
de gestacdo, uma vez que é a altura em que a fracao fetal na circulacdo materna atinge uma
guantidade minima suficiente para que o teste seja informativo. Para além da fracdo fetal, a
guantidade de moléculas de cfDNA que sdo sequenciadas também afeta a sensibilidade do
teste e é por isso que existem recomendagdes também a nivel de processamento de amostras
para minimizar perdas de cfDNA (Bianchi and Chiu 2018; Meddeb, Pisareva, and Thierry 2019).
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Por ser um rastreio e por todas as suas limitaces, é recomendado que todos os resultados
positivos sejam averiguados com um teste de diagndstico (Gregg et al. 2016; Cherry et al.
20173; Silva et al. 2019).

Existem dois métodos, baseados em NGS para a realizacdo do NIPT. No método de
contagem, as moléculas de cfDNA materno e fetal sao aleatoriamente amplificadas,
sequenciadas, mapeadas a cromossomas especificos, e contadas. No caso de um feto com
trissomia 21, a proporc¢do de moléculas de cffDNA derivadas do cromossoma 21 serd maior
gue a dos outros cromossomas. No método de genotipagem, ha amplificacdo e sequenciacao
de SNPs nos cromossomas de interesse. Assim, para o rastreio de trissomia 21, os racios
alélicos de fragmentos amplificados derivados do cromossoma 21 sdo comparados com os de
fragmentos derivados de outros cromossomas analisados, e um desvio do racio ird significar
um resultado positivo (Bianchi and Chiu 2018).

O método utilizado no LCG foi o de genotipagem de SNPs para os cromossomas 13, 18,

21 e sexuais.

1.1-PROCEDIMENTO DE NIPT NO RASTREIO DE ANEUPLOIDIAS DOS CROMOSSOMAS 13, 18 E 21
1.1.1-EXTRACAO DE CFDNA

Apds colheita de sangue em tubos Streck, faz-se o isolamento do plasma por
centrifugacao. Os tubos Streck tém um estabilizador que limita a lise celular, providenciando
aintegridade da amostra durante o armazenamento, transporte e manuseamento. A extragao
de cfDNA foi efetuada usando o kit QlAamp Circulating Nucleic Acid (Qiagen) de acordo com
protocolo do fabricante, e usando o sistema de vacuo QIAVav 24 Plus (Qiagen) (Fig. 16). No
procedimento, tratando-se de DNA muito fragil e em pequenas quantidades, sdo utilzados
tubos lo-bind para minimizar perdas e maximizar a quantidade obtida. Apds a extracao,

determina-se a quantidade da amostra através do fluorimetro Qubit utilizando o kit HS dsDNA.

Figura 16- Esquema de sistema de vacuo QIAVav 24 Plus (Qiagen) (A). Processamento de amostras de
plasma sanguineo com colunas do Q/Aamp Circulating Nucleic Acid kit (B).
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1.1.2-PREPARAGAO DE BIBLIOTECAS

E feita através do kit comercial Clarigo V2-Agilent (CE-IVD), otimizado para o
processamento de 10 a 12 amostras simultaneamente. Faz-se primeiro um enriquecimento
direcionado através de um PCR Multiplex, adicionando um controlo negativo, segundo as
instrugcdes do fabricante. Por amostra, mais de 4000 regides especificas sdao amplificadas
seletivamente e incorporadas com um adaptador especifico para a plataforma de
sequenciac¢do utilizada (sequéncias de primers Read 1 e 2) (Fig. 17). Apds a purificagao dos
produtos do PCR Multiplex através de beads magnéticas Agencourt AMPure XP e separador
magnético, faz-se um novo PCR, desta vez para incorporar barcodes individualizados para cada
gravida (identificadores moleculares para ligar cada read a amostra respetiva) (Fig. 17). Apés
este PCR ha novo controlo de qualidade, em que se confirma através de gel de agarose, a
integridade dos produtos amplificados e exclusdo de produtos inespecificos ou contaminantes
de cada biblioteca. Caso o controlo negativo apresentar a banda de 216 pb, entdo as amostras
estdo contaminadas e terd que ser repetido o processo. As bibliotecas marcadas com os
respetivos indexes moleculares sao purificadas e selecionadas por tamanho através de beads
magnéticas, e a sua concentragao individual é determinada no Qubit. Faz-se um pooling final
de 10 a 12 bibliotecas garantindo que a concentracdo final seja igual ou superior a 5 ng/pl.
Utiliza-se uma folha de calculo de diluicdes para estabelecer a equimolaridade no pool. A
concentracdo final do pool é determinada segundo a equacdo: [pool final] nM = [pool final]
ng/ul X 106 / 656.6 X 216 pb, e faz-se uma dilui¢do final para o valor de 4 nM que é utilizada

na sequenciagao.

Rd1 SP P

(4]

r

L P7 Index! Rd2SP DNA Insert Index2

Figura 17-Esquema representativo de fragmento de biblioteca apds PCR adicdo dos adaptadores (Rd1
SP e Rd2 SP) e indexes moleculares (Sequéncias P7Index1 e P5Index2).

1.1.3-SEQUENCIACAO NO SISTEMA MISEQ (ILLUMINA)

Os kits de sequenciacao utilizados no LCG FMUC sdo da marca lllumina e contém todos
0s consumiveis e reagentes necessarios para sequenciacdao. No MiSeq, cria-se uma sample
sheet, através do software llumina experiment manager (IEM), onde sdo definidas as
condicbes de corrida adequadas ao tipo de biblioteca e kit utilizado. Assim, deve constar a
identificacdo das amostras (Reagent Cartridge Barcode), tipo de ficheiros a gerar (FASTQ),
numeros de ciclos, e outros parametros de configuracdo do sistema como por exemplo,
sequenciar em modo de Single Read usando “Custom Primer for Read 1", “Custom Primer for

Index" e “Use Adapter Trimming”.
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Antes da sequenciacdo, o pool de bibliotecas tem que ser desnaturado através da
adicdo de NaOH, e diluido a 5.3 pM, adicionando tampao de hibridizagao (HT1) e controlo de
sequencia¢do PhiX a 2%. Faz-se a aplicagdo na Reagent Cartridge, e esta é inserida no sistema
MiSeq, assim como a flow cell e o tampdo de lavagem. A flow cell tem canais onde estdo
oligonucleétidos que sdo complementares as sequéncias terminais P5 e P7 da biblioteca,
permitindo que cada molécula da biblioteca se ligue, e que haja ciclos de desnaturagao,
formacao de ponte e amplificacdo, gerando clusters contendo cerca de 1000 moléculas clonais
de cadeia simples na direcdo forward e reverse. As cadeias reverse sao lavadas da flow cell,
permitindo que a sequencia¢ao ocorra apenas numa dire¢do. O primer de sequenciag¢ao liga-
se no topo da molécula e forma-se a cadeia molde na direcdo dos oligonucledtidos da flow
cell (sequenciacdo por sintese). O sequenciador processa as imagens da localizacdo dos
clusters e faz o Base calling e o seu respectivo Quality scoring. Por fim, sdo gerados ficheiros

FASTQ, os quais sdo analisados através do acesso ao site Clarigo Reporter (Agilent).

1.1.4- ANALISE DE RESULTADOS

Os dados sdo processados automaticamente no Clarigo Reporter, e gera-se o relatério
de analise e de controlo de qualidade, nos quais se devem verificar individualmente varios

parametros:

Test Results

Fetal fraction*: 6.4%

Condition tested  Trisomy Call Trisomy Evidence Z-score

Trisomy 13 negative -9.0 -1.5
Trisomy 18 negative -7.8 -0.3
Trisomy 21 negative -6.8 -0.2

Gender evidence®: 0.99. Gender call*: female.

Uma vez que a Fragao Fetal (FF) é >3% os resultados podem ser analisados.

Os limites de classificacdo dos resultados para a presenca de aneuploidia fetal foram
estabelecidos numa pontuacdo de probabilidade (Z-Score). Devido as diferencas bioldgicas
inerentes entre os cromossomas alvo, diferentes limiares de Z-Score foram definidos para os
cromossomas. Para os cromossomas 18 e 21, considera-se negativo para aneuploidia se: Z-
score é < 3.5 e trisomy evidence é < -0.5, e positivo para trissomia se Z-score é > 4 e trisomy
evidence é 2 2.0. Para o cromossoma 13 considera-se negativo para aneuploidia se: Z-score é
<4 e trisomy evidence é < -0.5, e positivo para trissomia se Z-score é > 3.5 e trisomy evidence

€ > 2.0. Neste caso verifica-se que o risco para as aneuploidias é baixo.

De modo a facilitar visualmente a interpretacao, o relatério de analise inclui graficos

de evidéncia que combinam o valor de FF (eixo vertical) com a pontuacdo de evidéncia (eixo
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horizontal) em que a linha a tracejado indica o valor de Z-score. O ponto a azul indica a
amostra a que se refere a andlise. Se estiver em zona “verde” serd uma amostra com risco
baixo para trissomia, se estiver em zona “vermelha” sera uma amostra com risco elevado para
trissomia 21 (neste exemplo). Fora das zonas “verde” ou “vermelha” o resultado sera

inconclusivo.

18.0%

13.0%

8.0%

Fetal Fraction
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A amostra analisada em questdo evidenciou um risco baixo para trissomia 21, como j3a
tinha sido estabelecido, e das 12 amostras analisadas em conjunto apenas uma amostra

evidenciou uma trissomia 21.

A informacado sobre o sexo é opcional e é indicada através da presenca de sequéncias
do cromossoma Y (no caso masculino) e de sequéncias do X ndo materno (no caso feminino).

Se amostra cair ha zona a cinzento, o resultado é inconclusivo. Neste caso a amostra é do sexo

feminino.
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Os parametros de processamento de cada uma das amostras individualmente e da
corrida de NGS na globalidade, sdo avaliados como critérios de controlo de qualidade. O
sample coverage corresponde ao numero total de reads, por amostra, coincidentes com os
alvos referéncia do painel Clarigo v2. Terd que ser >2 milhdes (2M) (idealmente, >2.4M). O
sample correlation indica o grau de correlacdo entre a amostra e as outras amostras analisadas
na mesma corrida. Valores >95% indicam uma forte correlagdo e robustez nos resultados. O

primer dimer read fraction é indicativo de amostras menos ricas e ndo deve ser superior a 10%
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(idealmente, <5%). O homozygous coverage fraction define a fracdo de DNA no estado de
homozigotia, permitindo determinar o nimero de genomas presente na amostra. Numa
gravida o resultado serd entre 50 e 60%. Valores <50% poderao indicar uma terceira fonte de

DNA (contaminacdo).

Sample coverage™: 2.931M reads
Sample correlation*: 99.72%
Sample correlation o-fold*: 0.7

Classified read fraction*: 95.80%
Primer dimer read fraction™: 3.53%
Homozygous coverage fraction*: ~ 58.93%

Neste caso a amostra passou o controlo de qualidade.

Nos parametros de corrida deve se ter em atencdao o numero de amostras rejeitadas;
a média de cobertura das amostras que devera ser >2.4 M reads; a correlacdo média das

amostras que deve ser >98%; e a média de fragdo de primer dimer read que deve ser <5%.
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VI- COMO REPORTAR EM CITOGENETICA E CITOGENOMICA

Um relatdrio deve ser o mais standardizado possivel, inequivoco, informativo e de facil
compreensdo para o clinico como para um ndo especialista. Deve incluir uma interpretacao
clara dos resultados que deverao ser reportados de acordo com o ISCN em vigor, e responder
a questdo clinica. Relatérios longos devem ser evitados, assim como a metodologia e
limitagGes dos testes ndo devem ter proeminéncia no relatdrio, para melhor enfoque e clareza
dos resultados (Silva et al. 2019).

O tempo para reportar os resultados deve ser o mais curto possivel e deve ter em conta

a razado pelo qual foi pedido o(s) teste(s) e nivel de urgéncia (Tabela 4) (Silva et al. 2019).

Tabela 4 — Tempos recomendados para reportar resultados (adaptada de (Silva et al. 2019))

Diagndstico Pré-Natal de aneuploidias 4 dias
Cariotipo e/ou CMA de cultura de CVSe LA 14 dias
Analise de cultura de linfécitos 28 dias
Produtos de concecdo ou pele fetal (onde a 28 dias
gestacdo ndo estd em andamento)
Andlises urgentes @ de cultura de linfécitos
7 dias

e sangue do corddo umbilical

S 10 dias (urgente @)
Diagndstico Pds-Natal por CMA

28 dias (outras situacdes)

(a) Questdes clinicas em que o resultado tera implicagGes imediatas para a gestdo da condigdo
do doente.

Todos os relatdrios, independentemente das metodologias utilizadas, devem estar de
acordo com a norma ISO15189 e devem incluir, para além das recomendagdes acima
descritas, a seguinte informacdo: Indicacdo clinica do teste; Data de colheita da amostra,
chegada ao laboratoério e emissdo do relatério; Identificacdo do doente usando pelo menos
dois identificadores (ex: nome completo e data de nascimento; a distinta identificacdo de
gémeos deve ser assegurada); O sexo do doente deve constar quando se trata de Diagndstico
Pdés-Natal; Existir um identificador da amostra; Nome do clinico e do hospital que pediu o
teste; O tipo de amostra que foi usada para o teste; Sumario dos resultados (ex: nomenclatura
ISCN); Descricdo dos resultados incluindo o sexo do doente, sendo este opcional no caso de
Diagnéstico Pré-Natal; Os resultados podem ser tabelados no caso de serem complexos (ex:
identificacdo na analise por array de varias CNVs patogénicas ou provavelmente patogénicas,
ou resultados complexos de FISH); Na detecdo de desequilibrios intragénicos (ex: analise de

MLPA ou array), o simbolo do gene deve ser mencionado, usando a nomenclatura de HUGO
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Gene Nomenclature Committee (HGNC); A especificacdo do kit/sonda usado em analises de
QF-PCR/MLPA/FISH) ou plataforma de array que é usada, assim como a descricdo das
limitacGes dos testes respetivos; Pedido, quando necessario, de testes adicionais para
confirmar os resultados e/ou diagndstico suspeito, e em que tipo de amostras devem ser
feitos (ex: sangue em heparina ou EDTA); Recomendacdo de consulta de aconselhamento
genético, em caso de resultados com alteragGes genéticas/cromossdmicas; Assinatura de uma

ou duas pessoas autorizadas; e Paginacdo (Silva et al. 2019).

Podem existir ainda recomendag¢des especificas das metodologias utilizadas (Silva et
al. 2019). Por exemplo, na analise citogenética as alteragdes encontradas numa unica célula,
heteromorfismos ou presenca de contaminacdo materna e pseudomosaicismo encontrados
nao devem constar do relatério, mas devem ser incluidos na documentacgao laboratorial do
doente. Ja resultados de mosaicismo e de mosaicismo confinado a placenta devem ser
discutidos no relatério (Association for Clinical Cytogenetics 2009; Hastings et al. 2012b; Silva
et al. 2019).

Em relacdo a reportar resultados de aneuploidias analisados por QF-PCR, a localizagao
e/ou nomes dos marcadores que mostram resultados trialélicos devem figurar no relatério
para definir a regido trissomica que foi detetada com este teste. Se um resultado for indicativo
de uma nao disjuncdo meidtica ou de uma nado disjun¢do mitdtica, isto pode ser reportado.
Na analise de aneuploidias do cromossoma X, o uso e localizagdo de sequéncias que permitem
contar o cromossoma X deve ser reportado. Se um teste de QF-PCR for seguido por um estudo
de caridtipo, esta situacdo também deve figurar no relatdrio (“QF-PCR for the Diagnosis of
Aneuploidy Best Practice Guidelines v3.01” 2012; Silva et al. 2019).

Todos os relatérios de NIPT devem deixar muito claro que se trata de um rastreio e
ndo de um diagndstico. Existem muitas maneiras de expressar risco, e os resultados do NIPT
devem ser reportados com a maior clareza possivel. Deve ser realcada a importancia de
consulta de aconselhamento genético apds um resultado positivo ou nao-informativo (Gregg
et al. 2013).

Os elementos que devem constar num relatério de diagndstico de Sindrome de X-Fragil
sdo a técnica usada para fazer o teste (ex: PCR e/ou Southern blot). Se tiver sido usado o
método de Southern blot deve-se especificar as enzimas de restricdo e sondas usadas. Se tiver
sido usado técnica de PCR, descrever o método usado (ex: TR PCR) e método de separacdo e
detecdo (ex: Electroforese Capilar). Deve constar a definicdo das varias classes relacionadas
com o estado normal, zona intermédia, pré-mutacdo e mutacdo completa. O resultado do
doente deve estar de acordo com as categorias definidas, em que os tamanhos dos alelos
podem ser reportados, especialmente no caso das pré-muta¢des uma vez que tém influéncia
no risco de expansao na descendéncia e também na possibilidade de vir a ter FXTAS ou FXPOI.

Deve ser usada a nomenclatura do Human Genome Variation Society, isto é c. -129CGGI[X]
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baseada na sequéncia NM_002024.5, em que o X representa o nimero de repeticdes. Se o
numero exato de repeticdes nao puder ser dado (ex: resultado de mutagao completa por
Southern blot) entdo o nimero sera apresentado desta forma (X). Os mosaicos também
devem ser reportados e todos os relatérios com resultados positivos devem recomendar
consulta de aconselhamento genético (Monaghan, Lyon, and Spector 2013).

Quando se reportam resultados de array nao se devem incluir CNVs benignas ou
provavelmente benignas, a ndo ser que diga respeito a uma perda benigna que abranja um
gene de doenca de hereditariedade recessiva que esteja de acordo com o fenétipo clinico do
doente. As CNVs que se reportam devem ser descritas em relagdo a sua localizagao
citogenética (numero do cromossoma e banda respetiva); dosagem (ganho ou perda
gendmica); tamanho e respetivas coordenadas gendmicas de inicio e fim, referenciando a
versdo do genoma de referéncia utilizado na andlise. Também é sugerido que se deve reportar
o total de nimeros de genes englobados no intervalo da respetiva CNV para permitir uma
perspetiva do conteldo génico. Os genes das CNVs a reportar que estejam relacionados com
a indicagao clinica do doente devem ser mencionados no relatério. Também deve ser incluida
mais informag¢do como é o caso do numero de identificacdo OMIM e referéncias relevantes

desde que sejam recentes (Kearney et al. 2011; Silva et al. 2019).

76



VII- CAsos CLINICOS

Dos varios casos clinicos que tive a oportunidade de analisar neste estagio, quer
através do acompanhamento pratico, quer apenas do ponto de vista analitico, escolhi aqueles
gue achei que abordariam, no seu conjunto, todas as técnicas referidas, e que me permitiram
também aprofundar o tipo de mecanismo de origem. Os casos escolhidos sdao apresentados
pela ordem das técnicas utilizadas na andlise em relacdo a ordem dos capitulos de
metodologia estabelecidos neste trabalho. Numa tentativa de ndo tornar este relatério de
estagio repetitivo e demasiado extenso, apresento em primeiro lugar uma forma de analisar
mais aprofundada. Em casos de maior complexidade e multidisciplinariedade (a partir do caso
8), ndo farei essa andlise aprofundada das técnicas que ja foram abordadas nos casos
anteriores. Em vez disso, dou uma maior enfase no modo como seriam apresentados os
resultados, sua interpretacdo, conclusdo e notas num respetivo relatério, ndo apresentando
a parte mais administrativa do relatério que corresponde, como foi referido no capitulo
anterior, a identificacdo: do laboratério e direcdo técnica; do doente; da amostra e do clinico
e hospital que pediu o teste. Assim como as datas de colheita, chegada e emissao do relatério,

e por fim a assinatura das pessoas responsdveis pelo relatério.
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Caso 1- Diagnéstico Pré-Natal a partir de uma amostra de CVS, com indicag¢ao clinica de TN
>P95 (9,68) + edema subcutaneo + ducto venoso (DV) com ondas invertidas e regurgita¢ao
da tricaspide com suspeita de cardiopatia congénita. Pedido de estudo de cariétipo.

Procedeu-se ao estudo do caridtipo, através da analise de metafases com bandas GTL,
obtidas a partir de duas linhas de cultura de vilosidades coridnicas. A analise revelou um
cariétipo do sexo masculino com uma cdpia adicional do cromossoma 21, formando um
caridtipo com 47 cromossomas (Fig. 18). O resultado do cariétipo segundo a nomenclatura do
ISCN de 2020 é 47,XY,+21.
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Figura 18- Cariogramas da linha de cultura A (A) e B (B). As alteracbes cromossémicas estdo

evidenciadas com um circulo vermelho. Imagens cedidas pelo LCG-FMUC.

A trissomia do cromossoma 21 é livre, ou seja, decorreu de um evento de erro de
segregacdao cromossomica na meiose. A maioria destes erros ocorre na meiose | materna e
estd associada a idade materna avangada (Nussbaum et al. 2016).

A trissomia do cromossoma 21 esta associada ao Sindrome de Down. Esta aneuploidia
estd, muito provavelmente, na origem das alteracdes ecograficas do feto, sendo importante
que as implicacbes deste resultado sejam explicadas aos progenitores numa consulta de

genética médica.
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Caso 2- Diagnédstico de Pré-Natal a partir de uma amostra de CVs de gestagdo de 12 semanas
e 2 dias, comindicagao clinica de pai portador de translocag¢ao reciproca t(10;14)(q24;q32.3),
e pedido de estudo por cariétipo.

Procedeu-se ao estudo do caridtipo, através da analise de metafases com bandas GTL,
obtidas a partir de duas linhas de cultura de vilosidades coridnicas. A analise revelou um
cariétipo do sexo feminino com um derivativo do cromossoma 14, assinalado pela seta

vermelha na Fig. 19.
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Figura 19- Cariograma do feto apresentando um derivativo do cromossoma 14 que estd assinalado
com a seta a vermelho. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Da andlise de estrutura de todos os cromossomas através da comparacdo dos
cariogramas com os ideogramas do livro ISCN de 2020, e tendo em especial atengdo que o pai
é portador de uma translocagao reciproca entre os cromossomas 10 e 14, com pontos de
guebra em 10924 e 14q32.3, verificou-se que existe um desequilibrio devido a um derivativo
do cromossoma 14 de uma translocacdo entre os cromossomas 10 e 14 paterna. Este
desequilibrio resulta numa monossomia parcial do cromossoma 14 de 14932.3 a 14q terminal

e trissomia parcial do cromossoma 10 de 10924 a 10q terminal (Fig. 20).
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Figura 20— Comparagdo de bandas dos cromossomas 10 e 14 com os respetivos ideogramas. Os
cromossomas 10 ndo tém alteracdes. O ponto de quebra estd assinalado com seta a vermelho no
ideograma que representa o der(14)t(10;14)(g24;32.3)pat

O der(14)t(10;14)(q24;32.3) é resultante da heranga paterna de uma segregacao do
tipo adjacente | da translocagao t(10;14)(q24;932.3) (Fig. 21).

Segregagao Adjacente |

W

Fecundagao

Figura 21- Esquema representativo do mecanismo de formagao do der(14)t(10;14)(q24;32.3)pat do
feto.

Este desequilibrio estd muito provavelmente associado a um fenétipo grave com
atraso do desenvolvimento psicomotor. E importante que as implicacdes deste resultado

sejam explicadas aos progenitores numa consulta de genética médica.
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Caso 3- Diagndstico Pré-Natal a uma crianga com dele¢ao terminal em 5p detetada por
estudo de cariétipo, a que é pedido a caracterizacao por citogenética molecular.

Foi realizada a técnica de FISH numa lamina com (pré)metafases e nucleos interfasicos
proveniente de duas linhas de cultura de LA. Utilizou-se a sonda Cri-Du-Chat region probe
(dual colour) da Qbiogen. Esta sonda de sequéncia Unica abrange a extremidade terminal do
gene CTNND2 que se localiza na regido critica do Sindrome do Cri-Du-Chat (5p15.2). A sonda
abrange a regido entre os marcadores, D55817-D552875, e esta marcada diretamente com o
fluorocromo rodamina (emissdo vermelha). A sonda controlo localiza-se em 5q31, abrange o
marcador D5S89, e estd marcada directamente com o fluorocromo dGreen (emissdo verde).
O procedimento da técnica FISH foi o estipulado pelo fabricante. O resultado foi visualizado
ao microscépio de epifluorescéncia com os filtros adequados. Verificou-se em 10
(pré)metafases a auséncia de sinal da sonda num dos homologo do par de cromossomas 5 na

regidao 5p15.2 (Fig. 22), e confirmou-se essa auséncia de sinal em nucleos interfasicos.

Figura 22 — Metafase com auséncia de sinal (vermelho) na regido 5p15.2 num homadlogo do par de
cromossomas 5, evidenciado pelo sinal verde da sonda controlo na regidao 5g31. Imagem cedida pelo
LCG-FMUC.

O resultado obtido, segundo o ISCN (2020) foi: .ish del(5)(p15.2p15.2)(D55817-
/D552875-), o que significa que a dele¢do encontrada abrange a regido critica do Sindrome do
Cri-Du-Chat, sendo importante que as implicacbes deste resultado sejam explicadas aos

progenitores numa consulta de genética médica.
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Caso 4- Diagnostico Pré-Natal a partir de uma amostra de CVS de uma gestacao de 12
semanas + 5 dias, com indicacgdo clinica de rastreio combinado 1:150 para trissomia 18/13.

Usou-se o Devyser Complete v2 CE-IVD kit, segundo o protocolo recomendado pelo

fabricante, e os produtos de amplificacdo foram analisados por electroforese capilar (Fig. 23).
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Figura 23— Electroferograma apresentando a andlise de QF-PCR com Devyser Complete kit. Imagem

cedida pelo LCG-FMUC. Nesta analise estdo representados os picos dos marcadores do kit com a

respetiva razdo (1:1- dois alelos em heterozigotia (circulo amarelo); 2:1- trés alelos, sendo dois

homozigéticos (circulo laranja); 1:1:1- trés alelos heterozigéticos (circulo vermelho); inc — resultado

inconclusivo (circulo rosa).
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O resultado revelou uma situacdo compativel com uma trissomia do cromossoma 13
em mosaico, uma vez que foi detetada uma linha celular, com trés cépias do cromossoma 13
evidenciada pelo padrdao de alteragdo nos marcadores trialélicos (D13S742, D13S634,
D13S800). Este padrdo consiste em ter dois picos de comprimento semelhante e um pico
menor que representa a linha trissémica. A percentagem da linha trissémica ~62% é calculada,
nesses marcadores trialélicos, dividindo a drea do pico menor pela drea do pico maior mais
perto deste e fazendo a média desses valores. Os marcadores relativos aos cromossomas 18,
21 e X, n3o apresentam alteracdo no numero de cépias. Os resultados relativos aos
cromossomas X e Y revelaram tratar-se de um feto do sexo masculino.

O resultado segundo o ISCN de 2022 é rsa(X,Y)x1, (13)x3[0.62],(18,21)x2.

O risco de mosaicismo confinado a placenta tera de ser considerado sendo necessario
um acompanhamento ecografico e sugerido estudo do caridtipo em células fetais do liquido
amnidtico. E importante que as implicacdes deste resultado sejam explicadas aos

progenitores numa consulta de genética médica.

Caso 5- Diagnostico Pos-Natal a partir de uma amostra de sangue periférico de crianga do
sexo masculino com indicagao clinica de dificuldades de aprendizagem. Tremor cinético
fino/ dificuldades da motricidade fina. Suspeita de Sindrome de Prader-Willi e pedido de
andlise por MS-MLPA.

O DNA extraido de sangue periférico, foi submetido a uma analise de MS-MLPA
(Methylation Sensitive Multiplex ligation-dependent Probe Amplification), através da
aplicacdo do painel ME028-D1 Prader Willi/Angelman (MRC Hollands). Todas as sondas
presentes ddo informacdo de CNVs, sendo que 8 sondas dao também informacdo sobre o
estado de metilagdo. Este kit foi desenhado com a inten¢ao de confirmar uma causa potencial
para o diagnéstico clinico do Sindrome de Prader-Willi (PWS), Sindrome de Angelman (AS), e

Sindrome de duplicacdo de 15q11. (Products - MRC Holland). Espera-se que as sequéncias de

genes sujeitos a imprinting, referentes as sondas sensiveis a metilacdo, estejam hemi-
metiladas em individuos normais, completamente metiladas em individuos com Sindrome de
Prader-Willi e ndo metiladas em individuos com Sindrome de Angelman. As sondas de
referéncia sdo para sequéncias fora da regido alvo e espera-se que estejam, em todas as
amostras, num ratio entre 0,7 e 1,3.

Para além da amostra de DNA desta crianca, foi incluido no ensaio: trés amostras de
DNA de referéncia obtidas a partir de individuos com valores normais para o nimero de cdpias
e estado de metilacdo para as sondas alvo; um controlo positivo com Sindrome de duplicacao
1511 (Fig. 24); e um controlo negativo (sem DNA). Os resultados da amostra em estudo
puderam ser interpretados (Fig. 25) porque todos os critérios de controlo de qualidade do

procedimento de MS-MLPA foram cumpridos.
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Nomeadamente, a quantidade de DNA e a ligacdo das sondas foi a adequada,
evidenciado pelo fato da mediana dos sinais dos fragmentos Q ser inferior a 33% do sinal do
fragmento controlo de 92 nt, no electroferograma. A desnaturagdo ocorreu bem, evidenciada
pelo fato de os sinais dos fragmentos D serem superiores a 50% do sinal do fragmento
controlo. O controlo do sexo identificou a amostra como pertencente ao sexo masculino. E a
digestdo também ocorreu de forma adequada, evidenciada pelo corte total das sondas
controlo de digestdo (UBE3A; SLC9A2; ITSN1).
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Figura 24- Distribuicdo dos ratios referentes ao nimero de cépias (A) e estado de metilagdo (B) para
cada sonda na amostra do controlo positivo. Imagens cedidas pelo LCG-FMUC. H& uma duplica¢do
(ratio~1,5) que comega no gene MKRN3 da regido cromossdmica 15q11.2 e se estende até ao gene
OCA2 da regido cromossdmica 15q13.1 (pontos incluidos no rectangulo rosa em (A)). Trata-se de uma
duplicagdo materna, uma vez que o ratio de metilagdo das sondas especificas, sensiveis a metilagdo, é
~0,7 (~70% metilagdo) (pontos incluidos nos rectangulos rosa em (B)).
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Este ensaio é dirigido para a regido cromossémica 15q11.2-q13, onde se encontram
varios genes sujeitos a imprinting genémico, como os genes NDN, SNRPN e UBE3A que foram
avaliados pelo painel de sondas. O resultado do ensaio mostra que as duas cépias dessa regiao
sdo de origem materna, pois os 2 alelos dos genes NDN, SNRPN estdo metilados (>85%
metilacdo), e os 2 alelos do gene UBE3A ndo estdo metilados (Fig. 25). O cdlculo da
percentagem de metilagao foi estabelecido através do valor médio dos ratios das sondas de
NDN-1 [HHA1] e SNRPN [HHA1] (Fig. 26), 0,88%.
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Figura 25- Distribuicdo dos ratios referentes ao nimero de cépias (A) e estado de metilagdo (B) para
cada sonda na amostra em estudo. Imagens cedidas pelo LCG-FMUC. Nao ha variacdo no nimero de
copias (ratio entre 0,7 e 1,3) na regido alvo 1511 (pontos incluidos no rectangulo rosa em (A)). Ha
alteracdo do estado de metilagdo (>0,85) (pontos incluidos nos retangulos rosa em (B)) em relacdo as
amostras controlo.
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L]
D [nt] Gene-Exon Chriband hg1# loc. Height Area  Ratio Stdew
419 NDN-1 [HHA1] 16g11.2  15-021.483412 1573 19222 0483 0,05

287 SHRPHN-uib 15q11.2  15-D22 618002 2201 25861 054 005
238 SMRPMN-ulb® 15g11.2  15-022 628072 2747 28256 099 005
272 SMRPM-Intr.u2 16q11.2  15-022 690080 2548 27060 1 0,07
270 SHREPH-Intr.u2 16g11.2  15-022 703328 2345 23303 103 003
256  SMNRPMN-ub 15911.2 150227168714 2301 25644 897 D08
301 SHNRPMN-ub 18g11.2 15022 717321 1847 23628 107 0,03

250  SNRPN-3 [HHA1] 15qi1.2 15022751105 2260 24247 088 D03
178  SNRPN-3 [HHA1] 15qi11.2 15022751214 2584 22134 095 004
180 SWRPN-3 [HHA1] 15g11.2 15-022 7514380 2196 20240 092 011
142 SNRPN-3 [HHA1] 158q11.2 15022751773 2441 21111 082 03

284  SMNRPN-3 15911.2 15022764248 2408 25084 109 D04

Figura 26-Valores apresentados no relatério do Coffalyser

Embora exista recomendagdes de nomenclatura para resultados de MLPA em todas as
edicoes do ISCN, ndo existe para resultados de MS-MLPA. Numa tentativa de uniformizar os
resultados para reportar alteracdes de metilagdo em dominios de imprinting, foi sugerido que
resultados de MS-MLPA fossem reportados da seguinte maneira (Monk et al. 2018) :
rsa(15911.2-q13)x2 GRCh38/hg38 chrl5:g. 24,954,908_ 24,955,546 | met {0.88}. Assim, Este
menino apresenta duas cdpias do cromossoma 15 com metilagao na regiao de imprinting
15g11.2-q13, revelada através do estado de metilagdo >85% nos genes NDN e SNRPN. Este
resultado estd associado ao Sindrome de Prader-Willi e esta de acordo com a indicagao clinica.

Estamos assim perante aparentemente uma situacdo de dissomia uniparental de
origem materna, que explica cerca de 30% de individuos com Sindrome de Prader-Willi (PWS).
No entanto, o ensaio de MS-MLPA ndo consegue distinguir entre dissomia uniparental e
defeitos de imprinting que ocorrem em cerca de 4% de individuos com PWS (Mendiola and
LaSalle 2021), sendo necessaria a andlise de microssatélites para a confirmacao de dissomia

uniparental (Beygo et al. 2020).

A auséncia da expressdo de vdrios genes de origem paterna vai levar ao fendtipo
completo PWS, uma doenca do neurodesenvolvimento (Cassidy et al. 2012; Mendiola and
LaSalle 2021). A maioria dos casos de dissomia uniparental materna, ocorre por um evento
de ndo-disjungdo durante a meiose materna com mecanismo de “trisomy rescue”. Casos de
trissomia associados a translocacdes robertsonianas podem dar origem a dissomias
uniparentais pela perda de um cromossoma, em 50 % dos casos. Em casos ainda mais raros,
também pode estar associada a pequenos marcadores supranumerdrios do cromossoma 15,
sendo que, por esta via, a situacdo de dissomia uniparental materna é mais comum que a
paterna (Cassidy et al. 2012). Assim, deve ser colhido sangue em heparina dos progenitores
para estudo do cariétipo, afim de excluir alteragdes cromossomicas. E importante que as
implicacOes deste resultado sejam explicadas aos progenitores numa consulta de genética

médica.
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Caso 6- Diagnostico Pés-Natal de menino com indicagao clinica de autismo, défice cognitivo
e macrocrania. Sabe-se também que a irmd mais velha apresenta dificuldades de
aprendizagem, facies peculiar e descoordena¢ao motora. Pedido de estudo de X-Fragil.

Procedeu-se primeiro a um PCR convencional usando os primers C (forward) e F
(reverse), descritos por (Fu et al. 1991), que flanqueiam a regido de repeticdo CGG do gene
FMR1, distando desta 221 pb. Por se tratar de uma regido rica em GC, o DNA teste e DNA
controlo positivo (mulher com alelo normal e alelo com pré-mutagdo), tiveram uma
desnaturagao prévia e na mix de PCR usaram-se os reagentes do kit GC-Rich PCR system
(Roche). O protocolo de reacdo de PCR e o programa do termociclador foi o estabelecido por
(Wilson et al. 2008). Os produtos de amplificacdo foram analisados em electroforese capilar,
com um marcador de peso molecular de 35-500 pb (Fig. 27). Para o calculo da regido de
repeticdo CGG de cada produto, tem que se subtrair a distancia dos primers especificos do
gene aregido de repeticdo (221 pb), dividir pela unidade de repeticdo CGG (3), e somar o fator
de correcdo para o analisador genético usado (neste caso, 6), que foi estabelecido por

comparac¢do com a sequencia¢ao de produtos de referéncia.

SUUU‘ ‘
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Figura 27- Electroferograma com resultado de PCR convencional do menino. Nao houve amplificacdo,
apenas aparecem os picos referentes aos fragmentos do marcador de peso molecular (vermelho).
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

1000

Como nado houve amplificacdo, procedeu-se ao método TRP PCR, através do kit
Asuragen AmplideX® FMR1 PCR, conforme as indicagdes do fabricante. Os produtos de
amplificacdo foram analisados com um marcador de peso molecular de 47-1000 pb (Fig. 28).
Para o cdlculo da regido de repeticdo CGG, tem que se subtrair o fator de correcdo de tamanho
(Co -distancia dos primers especificos do gene a regido de repeticdo), e dividir pelo fator de
mobilidade (mo) de cada unidade de repeticdo CGG. Os valores dos fatores sdo os estabelecido

pelo fabricante do kit, de acordo com o analisador genético que se usou (Co=228 e mp=3).
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Figura 28- Electroferograma com resultado de TRP PCR do kit da Asuragen do menino. Imagem cedida
pelo LCG-FMUC. Vdrios picos continuos de amplificacdo na regido de repeticdo CGG, demonstrando
auséncia de interrup¢des AGG. O produto de amplificacdo especifica do gene de 1063.29 pb,
corresponde ao alelo com mutagdo completa de >200 CGG (1063.29-228/3~278 CGG).

Dado o resultado de mutacdao completa no menino, e explicadas as implica¢des do
resultado em contexto de consulta de aconselhamento genético, foi possivel fazer a andlise
de portador na mae e analise de diagndstico na irma. Como os primeiros PCRs convencionais
deram apenas um pico, procedeu-se a andlise através de TPR PCR. A mde apresenta um alelo
normal e é portadora de um alelo com pré-mutacao (Fig. 29) que sofreu expansao na meiose
e deu origem a gdmetas com mutacdo completa que foi herdada pelos filhos. Por ter uma pré-
mutacdo > 80 CGG, a mae tem 20% de probabilidade de ter FXPOI, além de ter risco acrescido
para FXTA e FXAND. A irma do probando, apesar de também ter herdado a mutagao completa
(Fig. 30) apresenta um fendtipo de FXS mais ligeiro que o irmao, devido inativagao aleatéria
do X.
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Figura 29- Electroferograma com resultado de TRP PCR do kit da Asuragen da mae. Imagem cedida
pelo LCG-FMUC. Varios picos continuos de amplificacgdo na regido de repeticdo CGG com uma
interrupgdo AGG. Presenca de um alelo normal com 21 repeti¢des CGG e de um alelo com pré-mutagao
com 91 repetigdes.
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Figura 30- Electroferograma com resultado de TRP PCR do kit da Asuragen da irma. Imagem cedida
pelo LCG-FMUC. Vdrios picos continuos de amplificacdo na regido de repeticdo CGG com duas
interrupcoes AGG. Presenca de um alelo normal com 32 repeticbes CGG e de um alelo com mutacao
completa de >200 CGG (1073.07-228/3~282 CGG).

Explicada, em contexto de consulta de aconselhamento genético, a implicacdo da mae
ser portadora de um alelo com pré-mutacdo, foi possivel fazer a andlise de portador na avé
materna do probando. Esta apresenta um alelo normal com 30 CGG, verificado tanto no PCR
convencional como no TRP PCR e um alelo com pré-mutacdo de 62 CGG. Foi feito o TRP PCR
para descartar a possibilidade de mosaicismo de alelos com pré-mutacdo e mutacdo
completa. O TRP PCR também tem a vantagem de ser mais eficiente na amplificacdo de
produtos maiores, permitindo uma determina¢do mais exata do tamanho do alelo com pré-
mutacdo (Fig. 31). Por ser também heterozigética para a pré-mutacdo, tem risco acrescido de
ter FXTAS, FXPOI e FXAND, assim como de transmitir a descendéncia. Podendo mesmo
expandir a pré-mutac¢do para mutacdao completa e transmitir FXS. Neste caso, houve expansao
da pré-mutacdo para uma pré-mutacao maior na filha, a qual expandiu a sua pré-mutacao

para mutacdo completa nos filhos (Fig. 32).
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Figura 31- Electroferogramas com resultados de PCR convencional (A) e de TRP PCR do kit da Asuragen
(B) da avé materna. Imagens cedidas pelo LCG-FMUC. Presenca de um alelo normal com 30 repeticGes

CGG e de um alelo com pré-mutagdo com 62 CGG, e duas interrupgdes AGG.
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Figura 32-Heredograma da familia estudada para a mutag¢do de expansao de CGG do gene FMR1
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Caso 7- Diagndstico Pés-Natal a partir de uma amostra de sangue periférico de menina com
indicac¢ao clinica de atraso de desenvolvimento psico-motor, anomalias congénitas, hérnia
umbilical, e assimetria muscular paravertebral. Pedido array-CGH 180k.

Foi avaliada, no UCSC Genome Browser com a versdao GRC37/hg19 do genoma humano,
cada regido cromossdmica com alteragdo de numero de cépias (Fig. 33).

Verificou-se que a CNV no cromossoma 2, com cerca de 4Mb, era provavelmente
patogénica por envolver alguns genes referenciados na base de dados OMIM e no OMIM
Morbid Map; ter regides correspondentes de duplicacdo referenciadas na base de dados
Decipher CNVs (Fig. 34); praticamente ndo ter duplicagdes referenciadas como benignas,
provavelmente benignas ou de VUS na base de dados ClinGen CNVs; assim como as
duplicagdes que aparecem na DGV sdao muito pequenas, nao representando esta variante. Os
pontos de quebra foram identificados nas posi¢cdes nucleotidicas de inicio (32,240,352) e fim
(36,351,287) da variante (Fig. 35).

Chromosome | Start | Stop [ Gene Name | Size(kb) Type #Probes | Mean Log Ratio
chr2 SurefSH 32,240,352 36,351,287 SPASTSLCT _330 0.377
chré 78,979,172 79,023,328 44 = : 0.887
che? 38,277,546 38,352,444 ™ : -0.57
chr7 SureFISH 142,328,008 142,487,154 ™ 0.349
chrd 7,239,491 7,753,583 DEFE103A,FAN M -0.728
chrd 9,161,354 12,357,073 PTPRD 3196 Gain 169 0.45
chri4 SureFSH 72,360,671 22,976,316 616 P - -0.508
chris 20,432,851 22,558,756 BCLB,HERCZP3,GO 2126 Gai 35 0.462
chri? 3,962,463 4,168,935 ZZEF1,CYB5D2, AN} 206 N 0.33
chr20 14,799,098 14,824,431 MACROD2 25 loss B 0.784
chr2d 31,931,035 31,988,798 KRTAP19-7, KRTAP: 58 ? 0.534

Figura 33- Informac¢do do software CytoGenomics sobre as regioes cromossémicas que apresentam
CNVs no aCGH da menina. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Decipher CHYsS (Morged 7 Hitems)

Figura 34- Exemplo de avaliacdo da patogenicidade da duplicagdo no cromossoma 2, através da base
de dados Decipher CNVs acessada pelo UCSC Genome Browser. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.
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Figura 35- Estabelecimento dos pontos de quebra inicial (A) e final (B), sublinhados a vermelho, da
duplicacdo no cromossoma 2. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Verificou-se que a variante de duplicacdo no cromossoma 9, com cerca de 3Mb, e
envolvendo apenas o gene PTPRD, também era provavelmente patogénica por ter regides
correspondentes de duplicagao referenciadas na base de dados Decipher CNVs; praticamente
nao ter duplica¢Oes referenciadas como benignas (Fig. 36), provavelmente benignas ou VUS
na base de dados ClinGen CNVs; assim como as duplicacdes que aparecem na DGV sdao muito
pequenas, ndo representando esta variante. Os pontos de quebra foram identificados da

mesma maneira que para a outra variante patogénica.

ClinGen CHWs: Benign

Figura 36- Exemplo de avaliacdo da patogenicidade da duplicagdo no cromossoma 9, através da base
de dados ClinGen CNVs: Benigna, acessada pelo UCSC Genome Browser. Imagem cedida pelo LCG-
FMUC.

Embora a variante de duplicacdo no cromossoma 15 tenha um tamanho consideravel
de ~2Mb, esta verificou-se benigna pelas razdes inversas as explicadas para as outras variantes

aqui avaliadas.

As CNVs no cromossoma 2 e 9, foram classificadas como provavelmente patogénicas,

pois, apesar do tamanho e genes envolvidos, ndo sdo sobreponiveis a nenhuma sindrome.
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Para saber se estas CNVs sdo de novo ou herdadas, estudaram-se os progenitores (Fig. 37).

Verificando-se que as variantes sdo de novo.

A Chromosome | Start | Stop | Gene Name | Size(kb) Type Mean Log Ratio| Classification
chrl 149,041,013 149,209,289 168 bﬂ.éﬂﬁ Benigna

chr2 87,403,322 87,984,146 NCRNAGOIS2 581 Gain [N Benigna

chrl 153,060,321 153,103,062 0 oss  BE Benigna

chrd 168,810,790 168,377,590 167 N Benigna

chr§ 68,864,214 70,754,834 SERF1A,SMN1,5MN 1891 Gain [N Benigna

chrb 57,051,910 57,151,705 100 s PRy Benigna

chré 259,318 293,433 DUSP22 ey oss B Benigna

chré 12,521,870 12,536,982 HLA-DRBA 15 N 5 Benizna

chi? 142,875,843 142,890,668 oIP,TASIRIY 65 Gan  [HSE SigClinDesc

chrd 7,239,491 8,079,920 DEFE103A, FAM30A 840 -0.404 Benigna

chri4 41,621,369 41,677,174 56 o Benigna

B Chromosome ‘ Start | Stop | Gene Name | Size(kb) T Mean Log Ratio | Classification
chrl 16.360.730 16,397,805 CLONKE,FAMIIC 7 _0,349 Benigna

chrl 1.700.430 82,119,782 \FIA 419 0.4% Beniena

chrl 248.738.8% 248.785.56 ORZT10 aq P - Beniena

chi2 50,501,930 50.513.070 NRXNT 11 B SigCinDesc

chr 8.705.735 3.747.060 4 E Beniena

chré %.626.346 %.674.170 4 0,889 Beniena

chrll 134.157.357 134.207.874 GLEILSGLEIL 5 s X Beniana

Figura 37- Informacdo do software CytoGenomics sobre as regiGes cromossomicas com CNVs
identificadas no aCGH da mae (A) e do pai (B) do probando. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

O resultado deste caso segundo o ISCN 2020 é
:arr[GRCh37]2p22.3(32240352_36351287)x3,9923(9161354_12357073)x3 dn

Foram revelados 2 desequilibrios gendémicos:

- Uma duplicacdo intersticial no braco curto do cromossoma 2(p22.3) entre as posicdes
nucledtidicas 32,240,352 e 36,351,287, da versao do genoma humano 19, numa extensao de
aproximadamente 4.1Mb. Envolvendo 22 genes referenciados no RefSeq, 10 descritos na base
de dados OMIM e 3 reportados no OMIM Morbid Map (OMIM ID: 604277, 606831 e 150390).
O ponto de quebra inicial localiza-se no exdo 5 dos trés transcritos do gene DPY30 e o ponto
de quebra final localiza-se numa regido intergénica. Duplicaces 2p22 que foram reportadas
até agora com implicacdo no fendtipo sdo maiores e englobam mais genes (Manolakos et al.
(2013) Cytogenet Genome Res 140:12-20) do que a duplicacdo verificada neste caso.

- Uma duplicacdo intersticial no braco curto do cromossoma 9(p23) entre as posicoes
nucleotidicas 9,161,354 e 12,357,073, da versdo hgl9, numa extensao de aproximadamente
3.2Mb. Envolvendo o gene PTRD descrito no RefSeq e na base de dados OMIM, e em que o
ponto de quebra inicial localiza-se no exdo 11 desse gene, e o ponto de quebra final localiza-
se numa regido intergénica. Um caso de duplicagdo 9p23, por insercdo num outro
cromossoma, foi reportado numa crianga do sexo feminino com atraso na fala, dismorfismo
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facial moderado e ma formacdo renal (Wagstaff and Hemann (1995) Am. J. Hum. Genet 56:
302-309).

Na andlise foram também encontradas alteracGes benignas ou provavelmente benignas
reportadas em individuos normais, as quais nao serdo reportadas neste relatério.

O mesmo estudo feito aos progenitores mostrou que ndo eram portadores das
variantes patogénicas, sendo estas de novo.

Esta menina é entdo portadora de duplicacdo intersticial no braco curto do
cromossoma 2(p22.3) e no braco curto do cromossoma 9(p23). Estas variantes classificadas
como provavelmente patogénicas, sao de novo, e estao associadas ao fendtipo apresentado
na clinica da crianca. E importante que as implicacdes deste resultado sejam explicadas aos

progenitores numa consulta de genética médica.

Caso 8- Diagndstico Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestacao de 16 semanas,
com indicagao clinica de mega bexiga fetal; risco 1:103 trissomia 21; TN=3,19mm as 12
semanas e 3 dias, e pedido de estudo por cariétipo e despiste das aneuploidias mais comuns
por QF-PCR.

Os produtos de amplificagdo de QF-PCR foram analisados por electroforese capilar
(Fig. 38).

Figura 38— Resultado de QF-PCR com marcadores para os cromossomas 13, 18 e 21. Imagem cedida
pelo LCG-FMUC. Os marcadores do cromossoma 21 (circulo) evidenciam uma trissomia 21 com 4
marcadores trialélicos (1:1:1 e 2:1).
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Procedeu-se ao estudo do cariétipo, através da andlise de metafases com bandas GTL,

obtidas a partir de duas linhas de cultura de liquido amnidtico. Os cariogramas obtidos
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evidenciaram também uma trissomia 21 no feto (Fig 39).

Figura 39- Cariograma do feto apresentando uma trissomia 21. Imagem cedida pelo LCG-FMUC. O
cromossoma alterado estd indicado com a seta vermelha.

O feto apresenta uma trissomia 21 revelada pelo QF-PCR e cariétipo. A trissomia 21
ndo é livre, resulta de uma alteracdo estrutural (translocagcdo robertsoniana ou
isocromossoma) evidenciada pelo caridtipo. A presenca de trés alelos diferentes no QF-PCR

descarta a possibilidade de isocromossoma.
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Resultado (ISCN-2020): 46,XY,+21,der(21;21)(g10;910)

Interpretacdo: A analise de metdfases com bandas G, obtidas a partir de cultura de liquido
amniético, revelou um caridtipo do sexo masculino com uma trissomia do cromossoma 21,
associado ao Sindrome de Down, devido a presenca de uma translocacdo robertsoniana
envolvendo os cromossomas 21. Em situacdes de presenca de translocacdo robertsoniana
(21;21), 1 em cada 14 casos envolve um progenitor portador da altera¢do (Bull 2020). Esta
aneuploidia esta, muito provavelmente, na origem das alteracdes ecograficas do feto @

Conclusdo: Este feto do sexo masculino apresenta trissomia do cromossoma 21 (Sindrome de
Down) devido a presenga de uma translocagdo robertsoniana (21;21). Solicita-se o envio de
sangue em heparina dos progenitores para determinar se a alteracado é herdada ou de novo,
e no caso de ser herdada este casal apresenta 100% de risco de recorréncia em gestagdes
futuras. O casal deve ser referenciado para uma consulta de Genética onde |he serdo
explicadas as implicagbes do resultado, e avaliada a necessidade da realizagdo de estudos
familiares.

Este resultado esta de acordo com o ja reportado de despiste das aneuploidias mais comuns.

Nota:

a i . sae . ~ . . . s . . s .
(a) A andlise de citogenética convencional ndo permite excluir rearranjos cromossdmicos submicroscépicos,
mosaicismos < 10%, assim como alterag¢des a nivel génico.
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Caso 9- Diagndstico de Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestagdo de 17 semanas
e 5 dias, com indicagado clinica de didmetro transverso do cerebelo <P5. Pedido de estudo
por array-CGH 180K e caridtipo.

Ndo tendo sido detetada contaminagdo materna através da técnica Identifiler, o

estudo de array prosseguiu normalmente (Fig. 40).

A

Chromosome = Start a2 Stop & Gene Name | Size(kb) Type Mean Log Ratio
chrs SureFSH 22149 28.780.160 : 7 , 28758 i_ -0,89

chi5 69,426,248 70,680,581 SERF1A,SMNT,SMN2, A 1254 0,406
chri4 SueSH 106.361.476 106.957.950 KIAAQ125, ADAMG, NCRN. 5% 1,136

B Chromosome View: chrd (AMP: 0, GAIN: 0, LO55: 2, DEL: 0, LOH: 0)
' ] Y, a7

-3

Figura 40- Informacdo do software CytoGenomics sobre regides cromossémicas com CNVs no aCGH
do feto (A). Detalhe da variacdo do log2 das sondas ao longo do cromossoma 5, evidenciando 28,7 Mb
de delecdo heterozigdtica (~-1) terminal do brago curto do cromossoma 5 (B). Imagem cedida pelo
LCG-FMUC.

O resultado obtido segundo o ISCN 2020 foi: arr[GRCh37] 5p15.33p14.1(22149_28780160)x1

A analise por oligoarray-CGH com 180K revelou uma dele¢do terminal no braco curto
do cromossoma 5(p15.33p14.1) entre as posicdes nucleotidicas 22,149 e 28,780,160 numa
extensdo de aproximadamente 28.7 Mb que envolve dezenas de genes, sessenta e um
descritos na base de dados OMIM e dezasseis descritos no OMIM Morbid Map. O ponto de
guebra final localiza-se numa regido intergénica. A delecdo observada é sobreponivel a
sindroma de Cri du Chat (OMIM ID: 123450), caracterizado em pds-natal por microcefalia e
dismorfismos faciais, assim como atraso psicomotor e mental severo. Associados a este
Sindrome, estd descrita a presenca de hipoplasia e hipospadias do cerebelo como achados de
ecografias de segundo trimestre (Chen et al. 2013), o que estd de acordo com a indicacdo

clinica.
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A analise cromossdmica das metafases com bandas GTL, obtidas a partir da cultura de
células do liquido amniético, revelou um cariétipo de constituicdo cromossdmica feminina
com uma delecdo terminal do braco curto do cromossoma 5 com ponto de quebra em 5p14.1
(Fig. 41).
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Figura 41- Cariograma do feto, apresentando cariotipo 46,XX,del(5)(p14.1). Imagem cedida pelo LCG-
FMUC. O cromossoma alterado encontra-se indicado pela seta vermelha.

Embora a maioria das delecdes ocorra de novo, aproximadamente 12% resultam de
uma segregacao desequilibrada de translocacdes ou recombinac¢do envolvendo uma inversao
pericéntrica num dos progenitores (OMIM ID: 123450), pelo que se solicitou o envio de sangue

em heparina dos progenitores para analise por citogenética convencional.

Apos o estudo citogenético dos progenitores (Fig. 42 e 43), verificou-se que a alteragdo
cromossémica do feto é de novo. O resultado do cariétipo do feto segundo o ISCN 2020 é
46,XX,del(5)(p14.1)dn
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Este feto do sexo feminino é portador de um rearranjo cromossémico estrutural
desequilibrado, que envolve uma monossomia parcial da regido terminal do brago curto do
cromossoma 5 (p14.1), associada a sindroma de Cri du Chat (OMIM ID: 123450), o que
confirma o resultado de oligoarray-CGH. Sendo este rearranjo de novo, pois o estudo do
caridtipo dos progenitores revelou um resultado sem alteragdes.

As implicacOes deste resultado devem ser explicadas aos progenitores numa consulta
de Genética.

Indicacdo clinica: Didametro transverso do cerebelo. Resultado de oligoarray-CGH reportado
com uma dele¢do terminal no braco curto do cromossoma 5(p15.33p14.1) de
aproximadamente 28.7 Mb: arr[GRCh37] 5p15.33p14.1(22149_28780160)x1

Resultado (ISCN-2020): 46,XX,del(5)(p14.1)dn

Interpretacdo: A analise cromossdmica das metafases com bandas GTL, obtidas a partir da
cultura de células do liquido amnidtico, revelou um caridtipo de constituicdo cromossémica
feminina com uma delecao terminal do braco curto do cromossoma 5 com ponto de quebra
em 5pl4.1.

Conclusdo: Este feto do sexo feminino é portador de um rearranjo cromossémico estrutural
desequilibrado, que envolve uma monossomia parcial da regido terminal do braco curto do
cromossoma 5 (p14.1), associada a sindroma de Cri du Chat (OMIM ID: 123450), o que
confirma o resultado de oligoarray-CGH.

Este rearranjo é de novo, pois o estudo do caridtipo dos progenitores revelou um resultado
sem alteragdes.

Este resultado e as suas implicacdes devem ser explicados aos progenitores numa consulta de
Genética.
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Caso 10- Diagndstico de Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestagao de 22 semanas
e 4 dias, com indicac¢ao clinica de mau posicionamento do pé. Pedido de estudo por array-
CGH 180K e QF-PCR

A analise por oligoarray-CGH com 180K revelou uma duplicacdo proximal no braco
longo do cromossoma 22(q11.21) entre as posi¢cdes nucledtidicas 18,894,835 e 21,464,119,

numa extensdo de aproximadamente 2.5Mb (Fig. 44).

Chromosome =~ Start =] Stop = Gene Name | Size(kb) Type Mean Log Ratio
chrl 7.239.49 7.752.586 DEFE103A,FAMB0AT,FAR 513 i_ 0,509

chrid 28.743.993 19.297.2%2 553 0,461

chr22 SeflSH 18.894.835 21.464.119 DGCR6,PRODH,DGCR2, 12569 0,487

Chromosome View: chri2 (AMP: 0, GAIN: 1, LOSS: 0, DEL: 0, LOH: 0) EEEpEE & T X
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Figura 44- Informacao do software CytoGenomics sobre as regides cromossémicas do feto com CNVs,
e detalhe da variagdo do log2 das sondas ao longo do cromossoma 22, evidenciando duplicagdo (~0,5)
proximal no brago longo do cromossoma 22. Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Essa duplicacdo envolve dezenas de genes, quarenta e quatro descritos na base de
dados OMIM e catorze reportados no OMIM Morbid Map, sendo mais relevantes os genes
TBX1 (OMIM ID: 602054); CRKL (OMIM ID: 602007) e PIK4 (OMIM ID: 600286). O ponto de
guebra inicial localiza-se no exdo 2 do gene DGCR6 e o ponto de quebra final localiza-se no
exdo 2 do gene BCRF2.

A duplicacdo observada é sobreponivel a Sindrome de Microduplicacdo do
cromossoma 22g11.2 proximal (Li et al. 2019). A Sindrome de Microduplicacdo do
cromossoma 22qg11.2 tem penetrancia variavel, sendo que os fendtipos clinicos podem variar
desde aparentemente normal até malformacdes severas com atraso do desenvolvimento e
défice cognitivo. Recentemente foi apontado o gene PIK4 como possivel candidato

responsavel por fendtipos de neurodesenvolvimento (Li et al. 2019).
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Como forma de confirmacdo e uma vez que casos de microduplicacdo do 22q11.2 sdo
geralmente reportados como familiares (Li et al. 2019), procedeu-se a analise por MLPA com
painel P250 DiGeorge (MRC Holland) (Fig. 45). Este painel permite a dete¢do de dele¢Ges ou
duplicacbes na regido 22g11.2 e por isso é usado para confirmar uma causa potencial ou fazer
o diagndstico de Sindromes de dele¢do/duplicacdo do 22q11.2 ou do Sindrome de Cat Eye
(MRC Holland - MRC Holland).

Este estudo confirmou a presenca de duplicacdo no feto (assinalada pelo retangulo a
cor de rosa). O mesmo estudo feito aos progenitores evidenciou que essa alteragdao é de

origem paterna (Fig. 45).

Figura 45- Estudo por MLPA com painel P250 DiGeorge (MRC Holland) no feto (A), pai (B) e mae (C),
com sondas localizadas na regidao 22q11.2. Imagens cedidas pelo LCG-FMUC. A duplicagdo encontra-se
assinalada com um rectangulo rosa.
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Resultado (ISCN-2020): arr[CRCh37] 22q11.21(18894835_21464119)x3 pat

Interpretacdo: A analise por oligoarray-CGH com 180K revelou uma duplicagdao proximal no
braco longo do cromossoma 22(qll1.21) entre as posi¢des nucleédtidicas 18,894,835 e
21,464,119, numa extensdao de aproximadamente 2.5Mb que envolve dezenas de genes,
guarenta e quatro descritos na base de dados OMIM e catorze reportados no OMIM Morbid
Map, dos quais se reportam os mais relevantes (ID: 602054 (TBX1); ID: 602007 (CRKL) e ID:
600286 (PIK4)). O ponto de quebra inicial localiza-se no exdo 2 do gene DGCR6 e o ponto de
quebra final localiza-se no exdo 2 do gene BCRF2. A duplicacdo observada é sobreponivel a
Sindrome de Microduplicagdo do cromossoma 22g11.2 (OMIM ID: 608363) proximal [1]. Os
individuos que possuem esta sindrome apresentam fendtipos que podem variar desde
aparentemente normal até malformacdes severas com atraso do desenvolvimento e défice
cognitivo [1].

Casos de microduplica¢do do 22q11.2 sdo geralmente reportados como familiares [1].
ApOds a analise por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), utilizando o
painel P250 DiGeorge (MRC Holland) com sondas localizadas na regido 22g11.2, no DNA dos
progenitores, concluiu-se que esta alteracdo no cromossoma 22 é de origem paterna.

Conclusdo: Este feto do sexo masculino, apresenta uma microduplicagao proximal do
cromossoma 22 (22g11.21) de origem paterna, a qual é sobreponivel a Sindrome de
Microduplicagdo do cromossoma 22q11.2. Por ter penetrancia variavel e estar associada a
fendtipos que podem variar de aparentemente normal a severos, recomenda-se seguimento

em consulta de aconselhamento genético.

[1] Li et al., “Prenatal diagnosis of microdeletions or microduplications in the proximal, central, and
distal regions of chromosome 22g11.2: Ultrasound findings and pregnancy outcome,” Front. Genet.,
10:1-8, 2019, doi: 10.3389/fgene.2019.00813.

Informacgéo técnica:

Formato do array: Agilent 60mer oligonucleotide-array, configuragdo 4x180K (ISCA)
Identificacdo da lamina: 18022

Construcdo do genoma: Human genome 19, GRCh37

Software de analise: Agilent Cytogenomics 2.9.2.4- filtro de andlise para diagndstico pré-natal
Controlo: Hibridizagdo com controlo feminino

Nota:

(a) A tecnologia de oligoarray-CGH tem limitagGes inerentes e ndo permite detetar rearranjos equilibrados,
dissomia uniparental, mutacBes pontuais, algumas situacGes de mosaicismo e desequilibrios em regides
gendmicas sem cobertura de sondas, nomeadamente regides repetitivas (centrémeros, teldmeros e regiGes de
heterocromatina). A andlise dos resultados foi feita recorrendo a consulta das bases de dados:
http://genome.ucsc.edu; http://clinicalgenome.org; http://deciphergenomics.org; http://dgv.tcag.ca; e
http://pubmed.ncbi.nim.nih.gov a 26 de janeiro de 2022 e a interpretacdo das CNVs de acordo com Miller et al,
Am J Hum Genet 2010: 86,749-64.

(b) A tecnologia de MLPA n3o deteta alteracdes estruturais equilibradas e podera ndo detetar algumas situacdes
de mosaicismo. E uma tecnologia dirigida, sendo os resultados baseados unicamente nas regides testadas.
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Caso 11- Diagnostico de Pdés-Natal em recém-nascido, com indicagao clinica com RCIU,
hipoplasia do 1/3 médio da face; nariz pequeno, microstomia, laxidez anterior, hipospadias,
membros curtos (pernas encurvadas). Pedido de array-CGH 180K

A analise por oligoarray-CGH do sangue do recém-nascido, reportado a 31-01-2022
(ISCN 2020: arr[GRCh37] 4p16.3p16.1(72447_3490207)x1) revelou uma delecdo terminal no
brago curto do cromossoma 4(p16.3p16.1) de aproximadamente 9.1 Mb (Fig. 46)
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Figura 46- Detalhe da variacdo do log2 das sondas ao longo do cromossoma 4 visto no software
CytoGenomics, evidenciando delegdo (~-1) no brago curto do cromossoma 4 do recém-nascido.
Imagem cedida pelo LCG-FMUC.

Dele¢bes que variam entre 5 e 18Mb, apresentam o quadro fenotipico classico da
sindrome de Wolf-Hirschhorn (OMIM ID: 194190), incluindo deficiéncia intelectual severa,

convulsGes, atraso de crescimento intrauterino e pds-natal, e microcefalia (Zollino et al. 2008).

Embora na maioria dos casos, a Sindrome de Wolf-Hirschhorn é causada por uma
delecdo de novo pode também ser causada pela heranca de produtos desequilibrados com
origem em rearranjos equilibrados num dos progenitores (OMIM ID: 194190). Assim, para
esclarecimento da origem do desequilibrio encontrado no array-CGH do recém-nascido, com
o intuito de saber o risco de recorréncia, e como se trata de uma delecdo na ordem dos 9 Mb,

foi pedido de sangue em heparina, para estudo por FISH dos progenitores (Fig. 47).
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Figura 47- Analise por FISH da localizacdo das sondas subteloméricas do cromossoma 4 (Vysis
ToTelVysion Multi-Color FISH Probe, Vial 4) em metafases da mae (A) e do pai (B) do recém-nascido.
Imagens cedidas pelo LCG-FMUC. As sondas sdo visiveis nas regides terminais do cromossoma 4 (

e 4qgter), havendo na mistura uma sonda subtelomérica

Os pais ndo sao portadores de delegdao terminal no cromossoma 4, nem de rearranjos

equilibrados envolvendo esse cromossoma.

O resultado (ISCN-2020) é entdo: arr[GRCh37] 4p16.3p16.1(72447_3490207)x1 dn
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Indicacdo clinica: Recém-nascido, com indicac¢do clinica com RCIU, hipoplasia do 1/3 médio da
face; nariz pequeno, microstomia, laxidez anterior, hipospadias, membros curtos (pernas
encurvadas). Sangue em heparina dos progenitores para estudo por FISH para esclarecimento
da origem do desequilibrio encontrado no array-CGH

Resultado (ISCN-2020): arr[GRCh37] 4p16.3p16.1(72447_3490207)x1 dn

Interpretacdo: A analise por oligoarray-CGH do sangue do recém-nascido, revelou uma
delecdo terminal no brago curto do cromossoma 4(p16.3p16.1) de aproximadamente 9.1 Mb
que cursa com a sindrome de Wolf-Hirschhorn (OMIM ID: 194190). Dele¢Ges que variam entre
5 e 18Mb, apresentam o quadro fenotipico cldssico da sindrome, incluindo deficiéncia
intelectual severa, convulsdes, atraso de crescimento intrauterino e pds-natal, e microcefalia
[1], estando de acordo com a indicagao clinica.

Este rearranjo é de novo, pois o estudo de FISH em amostras de sangue dos progenitores
revelou um resultado sem alteragdes.

Conclusdo: Este recém-nascido apresenta uma monossomia parcial do braco curto do
cromossoma 4, de novo, que cursa com a sindrome de Wolf-Hirschhorn.

Este resultado e as suas implicacdes devem ser explicados aos progenitores numa
consulta de Genética.

[1] Zollino M, Murdolo M, Marangi G, Pecile V, Galasso C, Mazzanti L and Neri G (2008) On the nosology and
pathogenesis of Wolf-Hirschhorn syndrome: Genotype-phenotype correlation analysis of 80 patients and
literature review. Am J Med Genet Part C Semin Med Genet 148:257— 269. doi: 10.1002/ajmg.c.30190

Informagao técnica de array-CGH:

Formato do array: Agilent 60mer oligonucleotide-array, configuragdo 4x180K (ISCA)
Identificacdo da lamina: 18022

Construcdo do genoma: Human genome 19, GRCh37

Software de analise: Agilent Cytogenomics 2.9.2.4- filtro de andlise para diagndstico pré-natal
Controlo: Hibridizagdo com controlo feminino

Informacgao técnica de FISH:

Técnica de Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) com sondas de sequéncia Unica localizadas nas regides
subteloméricas do cromossoma 4 (Vysis ToTelVysion Multi-Color FISH Probe, Vial 4), nos loci D4S3359 e
D4S2930, comercializadas por Abbott

Nota:

(a) A tecnologia de oligoarray-CGH tem limitagGes inerentes e ndo permite detetar rearranjos equilibrados,
dissomia uniparental, mutacGes pontuais, algumas situacées de mosaicismo e desequilibrios em regides
gendmicas sem cobertura de sondas, nomeadamente regiGes repetitivas (centromeros, teldmeros e regides de
heterocromatina). A andlise dos resultados foi feita recorrendo a consulta das bases de dados:
http://genome.ucsc.edu; http://clinicalgenome.org; http://deciphergenomics.org; http://dgv.tcag.ca; e
http://pubmed.ncbi.nim.nih.gov a 31 de janeiro de 2022 e a interpretacdo das CNVs de acordo com Miller et al,
Am J Hum Genet 2010: 86,749-64.

(b) A andlise de citogenética molecular é feita por uma técnica direcionada e por isso esta limitada pelas
sondas que usa; ndo consegue detetar variantes nucleotidicas, nem mosaicismo <10%.

106


http://genome.ucsc.edu/
http://clinicalgenome.org/
http://deciphergenomics.org/
http://dgv.tcag.ca/
http://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

Caso 12-Diagnodstico de Pré-Natal a partir de uma amostra de LA de gestacdao de 17
semanas, com indicagdo clinica de labio leporino, fenda palatina, defeito no septo
ventricular. Pedido de estudo por array-CGH 180K e cariétipo.

O estudo de aCGH no feto permitiu encontrar dois desequilibrios genédmicos no
cromossoma 4, uma duplicagdo terminal no brago curto do cromossoma 4(p16.3p15.33),
numa extensdao de aproximadamente 1.1Mb, e uma delecdo distal no brago longo do

cromossoma 4(g31.3g35.2), numa extensdo de aproximadamente 3.5Mb (Fig. 48)

Chromosome A Start A1 Stop 4 Gene Name | Size(kb) Type Mean Log Ratio
chrd SuresH 45,882 11,887,210 'PDEGB MYL5CF _m&—

chrd SureFISH 155,125,113 190,469,337 PLRG1,FGB,FGA,FGG,LF 35344 0,802

Chromosome View: chrd (AMP: 0, GAIN: 1, LOSS: 1, DEL: 0, LOH: 0)
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Figura 48- Informacdo do software CytoGenomics sobre regiGes cromossémicas do feto que
apresentam CNVs, e detalhe da variagdo do log2 das sondas ao longo do cromossoma 4, evidenciando
duplicacdo (~0,5) terminal no braco curto e delecdo distal (~-1) no bracgo longo. Imagem cedida pelo
LCG-FMUC.

A duplicacdo terminal no brago curto do cromossoma 4(p16.3p15.33) envolve centenas
de genes referenciados no RefSeq, dezenas descritos na base de dados OMIM e vinte e quatro
reportados no OMIM Morbid Map. O ponto de quebra final localiza-se numa regido
intergénica.

A delecdo distal no brago longo do cromossoma 4(q31.3g35.2) envolve centenas de genes
descritos no RefSeq, dezenas descritas na base de dados OMIM, e vinte e oito reportados no
OMIM Morbid Map. Os pontos de quebra localizam-se em regides intergénicas.

Para esclarecimento do desequilibrio encontrado no array-CGH do recém-nascido,

procedeu-se ao estudo do cariétipo do feto (Fig. 49).
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Figura 49- Estudo cromossémico do feto. Imagem cedida pelo LCG-FMUC. Cariograma apresentando

um cromossoma 4 alterado (par assinalado no rectangulo) (A). Estudo comparativo com ideograma,

evidenciando a duplicacdo e dele¢do no primeiro cromossoma do par (B).

O estudo de caridtipo do feto revelou um caridtipo de constituicio cromossdmica

feminina e que o desequilibrio encontrado no array-CGH se devia a um cromossoma 4

alterado com a duplicacdo do seu braco curto na regido terminal do seu braco longo, e delecdo

no seu braco longo. Para saber se se trata de um cromossoma derivativo ou de um

recombinante, e saber a sua origem, foi pedido sangue em heparina aos progenitores para

estudo de cariétipo. Desses estudos, verificou-se que o pai deste feto apresenta uma inversao

pericéntrica num cromossoma 4 (Fig. 50).
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Figura 50- Estudo cromossémico do pai. Imagem cedida pelo LCG-FMUC. Cariograma apresentando
um cromossoma 4 alterado (circulo vermelho) (A). Estudo comparativo com ideogramas de um par de
cromossomas 4, mostrando os pontos de quebra a vermelho (B). O caridtipo do pai é
46,XY,inv(4)(p15.33g31.3).

O estudo de aCGH no feto permitiu encontrar dois desequilibrios no cromossoma 4. O
estudo do cariétipo permitiu identificar uma alteragcdo no cromossoma 4 que revelou tratar-
se de um recombinante de uma inversdo pericéntrica de origem paterna, apds o estudo dos
progenitores. Os pontos de quebra foram delineados por array CGH no feto.

Assim, o feto apresenta o caridtipo 46,XX,rec(4)dup(4p)inv(4)(p15.33931.3)dpat.

Para entender como se formou o cromossoma 4 recombinante, apresenta-se um

esquema representativo (Fig. 51).
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Figura 51— Esquema representativo da formag¢do do cromossoma 4 recombinante que vai ser herdado
pelo feto (rectangulo vermelho). Atribuicdo de letras as bandas do ideograma do cromossoma 4 (A).
Representacdo do par de cromossomas 4 paternos, homadlogo normal (em cima) e inversdo (em baixo)
(B). Esquema de recombinacdo na meiose paterna, com crossing-over (X) entre os cromatideos nado-
irmaos 2 e 3, e respetivos produtos da meiose (C)
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Resultado (ISCN-2020): 46,XX,rec(4)dup(4p)inv(4)(p15.33g31.3)pat

Interpretacdo: A analise cromossémica com bandas GTL, obtidas a partir de cultura de liquido
amniético, revelou um cariétipo de constituicdo cromossdmica feminina com cromossoma
recombinante de uma inversao pericéntrica de origem paterna, o qual é compativel com o
resultado de array-CGH reportado (arr[GRCh37]
4p16.3p15.33(45882_11887210)x3,4931.3935.2(155,125,133-190,469,337)x1), que revelou 2
desequilibrios genédmicos:

- Uma duplicagao terminal no brago curto do cromossoma 4(p16.3p15.33) entre as
posi¢cdes nucledtidicas 45,882 e 11,887,210, da versao do genoma humano 19, numa extensao
de aproximadamente 1.1Mb. Envolvendo centenas de genes referenciados no RefSeq,
dezenas descritos na base de dados OMIM e vinte e quatro reportados no OMIM Morbid Map.
O ponto de quebra final localiza-se numa regidao intergénica.

- Uma delecao intersticial no brago longo do cromossoma 4(q31.3935.2) entre as posi¢des
nucleotidicas 155,125,133 e 190,469,337, da versdo hgl9, numa extensdo de
aproximadamente 3.5Mb. Envolvendo centenas de genes descritos no RefSeq, dezenas
descritas na base de dados OMIM, e vinte e oito reportados no OMIM Morbid Map. Os pontos
de quebra localizam-se em regides intergénicas.

Este resultado cursa com a sindrome do cromossoma 4 recombinante, a qual tem varios
fenétipos associados consoante os desequilibrios herdados. Sendo que o caso reportado mais
parecido (rec(4)dup(4p)inv(4)(p15.2932.3) com este resultado, apresentava malformacoes
cardiacas, entre elas o defeito no septo ventricular, e cuja gestacao terminou as 24 semanas

[1].

Conclusao: Este feto do sexo feminino é portador de uma trissomia parcial do cromossoma 4
(4p16.3p15.33) e de uma monossomia parcial do cromossoma 4 (4931.3935.2). Este resultado
é compativel com a heranc¢a de um cromossoma recombinante 4 resultante de um gameta
desequilibrado, com origem numa inversao pericéntrica na meiose paterna. E estd associado
a sindrome recombinante do cromossoma 4.

[1] Wu, Yi, et al. "Recombinant chromosome 4 in two fetuses-case report and literature review." Molecular
Cytogenetics 11 (2018): 1-8.

Tabela discriminativa com as alteragdes relevantes:

o Inicio Fim (pb) Dimensdo .
Classe Localizagdo GRCh37/hg19 (kb) Tipo

Patogénica | 4p16.3p15.33 45 882 11 887 210 11 841 Duplicacao

, . 155125 190 469 ~
Patogénica | 4931.3935.2 133 337 35344 Delecao

Despiste de contamina¢dao materna: N3o foi detetada contaminagdo (4 marcadores informativos em
15).
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VIII- DISCUSSAO DOS CASOS CLINICOS

A técnica de array-CGH tem ganho um papel preponderante no Diagndstico Pds e Pré-
Natal, sendo indicado como primeira linha de teste em variadas situagdes (Shao et al. 2021).
E disso exemplo o estudo dos casos clinicos 7 e 11 em Diagndstico Pés-Natal e dos casos
clinicos 9, 10 e 12 em Diagndstico Pré-Natal. A determinagdo do mecanismo que estd
subjacente a alteracdo do numero de cépias deve ser considerada caso a caso, e as técnicas a
utilizar para o compreender, devem depender do tamanho, tipo e localizacdo da(s) CNV(s)
identificada (Shao et al. 2021) e ainda das indicag¢Ges clinicas. Isto esta exemplificado no uso
de diferentes técnicas para validar e compreender o mecanismo de formagao nos casos
clinicos apresentados que tiveram como primeira abordagem o diagndstico aCGH. Apesar dos
Casos 9 e 11 apresentarem delecao terminal no brago curto de um cromossoma, foram usadas
técnicas diferentes. No caso 9 usou-se o estudo do caridtipo por ser uma delecdo de ~28.7
Mb, acima do limite de resolucdo desta técnica. No caso 11, em que a delecdo era de ~9Mb,
foi feito FISH com sondas subteloméricas dirigidas ao cromossoma e a regido critica da
sindrome em questdo. Embora o estudo do cariétipo permita analisar todo o genoma e seja
mais barato que a técnica de FISH, tem uma resolucdo mais limitada que a do FISH. Consegue
identificar rearranjos estruturais superiores de 3 a 10 Mb, mas esta resolucdo depende de
varios parametros como o estado de compactacdo dos cromossomas, € se 0 rearranjo se
encontra em localizagGes faceis de identificar pela alteracdo do padrdo banda clara/escura,
ou se pelo contrdrio se encontra num unico tipo de banda de grande tamanho (Ribeiro,
Carreira, and Melo 2018; Campos-Galindo 2020). Os rearranjos nas regides subteloméricas
(bandas G negativas) sdao quase impossiveis de detetar por citogenética convencional
(Mcgowan-Jordan, Hastings, and Moore 2020). Ja o Caso 10 foi validado e o mecanismo de
formacdo interpretado pela técnica de MLPA. Trata-se de uma duplicacdo de ~2.5Mb na
regido 22qll.2, a qual é conhecida por estar associada a sindromes de micro-
delecdo/duplicacdo, sendo que a sindrome de microduplicacdo desta regido é geralmente
reportada como familiar (Li et al. 2019). Este tipo de rearranjos submicroscépicos conseguem
ser detetados pelas técnicas dirigidas tanto de MLPA como de FISH, usando as sondas
apropriadas. No entanto as microduplicacdes sdao mais dificeis de detetar ao microscépio que
as microdelec¢des, sendo por isso aconselhado o uso do MLPA (Silva et al. 2019). No Caso 12,
o mecanismo de formacao foi sugerido pelo padrdo e localizacdo das CNVs encontradas, ou
seja, o fato de haver duplicacdo terminal e dele¢do intersticial no cromossoma 4 sugeria a
sindrome do cromossoma 4 recombinante, que tem origem numa inversao no cromossoma 4
de um dos progenitores (Y. Wu et al. 2018). Isto conseguiu ser validado através do estudo do
caridtipo. De fato, a andlise por aCGH do tipo de desequilibrio (perda ou ganho) encontrado

juntamente com a respetiva localizagao pode sugerir o tipo de alteragao presente. Assim, a
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ocorréncia de CNVs intersticiais pode indicar microdele¢gdes ou microduplicagdes; CNVs
terminais num sé braco de um cromossoma pode sugerir um derivativo com dele¢des ou
duplicagdes originado a partir da heranga de uma segregacao desequilibrada de translocagdes
de um progenitor; CNVs terminais em bracos diferentes do mesmo cromossoma pode sugerir
um recombinante originado a partir de uma inversdo pericéntrica; perdas terminais em bracos
diferentes do mesmo cromossoma pode sugerir um cromossoma em anel ou ainda
duplicacdes pericentroméricas podem sugerir a presenca de um cromossoma marcador (Shao
et al. 2021).

Embora a técnica de arrayCGH consiga detetar CNVs patogénicas com melhor
resolucao, como por exemplo detetar microdele¢des envolvendo o centro de imprinting ou
em genes sujeitos a imprinting, ndo se conseguiria chegar ao diagnédstico de Sindrome de
Prader-Wili no caso clinico 5. A técnica de aCGH ndo consegue detetar estados de metilagao
nem dissomia uniparental. Usando uma plataforma arrayCGH-SNPs era provavel conseguir
detetar isodissomia uniparental, pois esta técnica consegue detetar grandes regides de
homozigotia através da analise de SNPs. No entanto se a Sindrome de Prader-Wili fosse devido
a heterodissomia, este diagndstico também passaria despercebido. Embora o MS-MLPA
consiga fazer o diagndstico da doenca, no caso do PWS ndo consegue determinar se a
metilacdo completa no locus 15q11.2-q13.3 se deve a dissomia uniparental ou a defeito de
imprinting. Este aspeto tem implicagdo na avaliacdo do risco de recorréncia, o qual é
tipicamente menor que 1% se a crianga afetada tiver a delegdo ou dissomia uniparental, até
50% se tiver em causa um defeito de imprinting, e até 25% se uma translocagdo parental
estiver presente (Driscoll et al. 2017). Neste caso a técnica a usar seria a andlise de
microssatélites para estabelecer se se trata de dissomia parental (Beygo et al. 2019), e se for
o caso, determinar a origem dos cromossomas e diferenciar entre isodissomia ou
heterodissomia. Reforcando deste modo também o uso de andlise de microssatélites, ndo sé
para diagndstico rapido de aneuploidias e despiste de contaminagdo materna, mas também
como técnica complementar de diagnéstico.

Apesar de menos de 1% de casos de X-Fragil serem devidos a dele¢des no gene FMR1,
o aCGH dificilmente consegue detetar esses casos, sendo recomendados testes dirigidos ao
gene FMR1 para esse fim (ex: gPCR ou MLPA) (Hunter et al. 2019). No estudo do caso clinico
5, a técnica de TRP PCR conseguiu diagnosticar a Sindrome de X-Fragil no probando e na irma
mais velha que ndo tinha sido sujeita a testes por ter um fendtipo mais ligeiro. Conseguindo
ainda determinar nesta familia que a expansao da pré-muta¢dao vem da avé materna.

O Caso clinico 8 mostra quao complementares podem ser os testes. Sabe-se que a
trissomia 21 detetada por QF-PCR, ndo é livre através do estudo do caridtipo, mas é através
da informacdo trialélica mostrada por QF-PCR que se pode afirmar que é devido a uma
translocagao robertsoniana e ndo a um isocromossoma. Embora o risco de recorréncia do

rearranjo (21; 21) (rob(21;21) ou i(21q)) sé possa ser avaliado apds estudo do caridtipo dos
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progenitores, esta reportado na literatura um estudo que recomenda que, se for detetada
uma trissomia num feto derivada de um i(21q) aparentemente de novo, deve ser efetuada
uma andlise citogenética através de esfregaco bucal dos progenitores para excluir mosaicismo

parental (Hervé et al. 2015).
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IX- DISCUSSAO

1- EVOLUGAO DAS TECNICAS GENETICAS E SEU IMPACTO NA ABORDAGEM AO DIAGNOSTICO

As tecnologias tém evoluido muito, desde os primdrdios da citogenética convencional,
até a moderna sequencia¢do massiva paralela (Durmaz et al. 2015; Ribeiro, Carreira, and Melo
2018), trazendo consigo mudancas no paradigma da abordagem ao diagndstico genético. Um
dos exemplos, é o fato de a técnica de array-CGH ser indicado como teste de primeira linha
em doentes com défice intelectual, substituindo o cariétipo e o FISH que eram considerados
testes gold standard no inicio do século XXI (Durmaz et al. 2015). E disso exemplo o estudo
dos casos clinicos 7, 9, 10, 11 e 12. De fato, a técnica de array-CGH tem ganho um papel
preponderante no Diagndstico Pds e Pré-Natal (Shao et al. 2021). Dentro desta mesma
tecnologia de microarrays cromossdmicos (CMA), tem havido uma evolucdo para microarrays
baseados em SNPs que permitem uma melhor resolucao e determinacao de pontos de quebra,
assim como diferenciacdo alélica importante para a detecdo de isodissomia parental,
consanguinidade e poliploidia (Scionti et al. 2018; Shao et al. 2021).

As novas tecnologias também estdo a revolucionar a area do rastreio pré-natal com a
introducdo do NIPT. Este tem um valor preditivo positivo maior que os rastreios bioquimicos
e medicdo da translugéncia da nuca por ultrasonografia, para detecdo de trissomias dos
cromossomas 21, 18 e 13, mostrando a utilidade do NIPT em diminuir testes invasivos
desnecessarios. O NIPT para trissomias autossdmicas raras pode também ajudar a elucidar
a origem de abortos espontaneos que ocorrem apds a 102 semana de gestac¢do (Bianchi and
Chiu 2018). Ja em relacdo ha expansao do NIPT para o rastreio de outras condic¢des clinicas
qgue alguns laboratdrios ja fazem, o valor preditivo positivo diminui substancialmente,
resultando em mais falsos positivos que tém de ser confirmados por métodos invasivos (Gregg
et al. 2016; Cherry et al. 2017). No entanto, existem indicacdes favoraveis para a expansao
do NIPT para fazer o rastreio de aneuploidias sexuais e de determinadas CNVs, desde que a
frequéncia na populacdo das condicGes avaliadas assim o justifique, e/ou a existéncia de
algum tipo de tratamento que realizado atempadamente possa ter impacto na qualidade de
vida da crianca, e também desde que sejam indicadas as métricas de valor preditivo positivo
e negativo no relatorio (as guais podem ser calculadas em

http://secure.itswebs.com/nsgc/niptcalculator/index.html)) (Gregg et al. 2016).

No entanto, as novas formas de diagndstico a nivel gendmico com superior poder de
resolucdo, como a citogendmica e principalmente gendémica (NGS), ndo substituiram
necessariamente as técnicas ja existentes por varias razdes. Uma das razdes prende-se com o
custo elevado destas tecnologias e consequentemente com pagamento e reembolso desses

testes. A sua implementacdo a nivel mundial estd ainda dependente dos recursos econémicos
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para comprar equipamentos, e tempo de formacdo de especialistas e de validacdo de testes,
que os diferentes paises apresentam (Bianchi and Chiu 2018; Levy 2019). Além disso, o que a
primeira vista é considerada uma vantagem, o fato de conseguirem gerar uma grande
quantidade de informacdo, pode ser considerada uma dificuldade associada a estas
tecnologias, uma vez que é necessaria uma filtragem dos dados realmente relevantes do
ponto de vista clinico; existem muitas variantes de significado clinico incerto, e questdes sobre
0 que reportar continuam a ser grandes dilemas éticos (Durmaz et al. 2015; Yohe and
Thyagarajan 2017). Isto é ainda mais significativo quando se faz Diagndstico Pré-Natal, uma
vez que a caracterizagao fenotipica do feto estad limitada ao exame indireto da imagiologia
(Abou Tayoun et al. 2018). E reconhecido que a interpretacdo de dados de analises de
microarrays cromossémicos em informacao de relevancia clinica é dificil e complexa, e que
nenhum algoritmo para a sua interpretacdo pode substituir o treino adequado e
conhecimento de profissionais credenciados na drea de genética clinica laboratorial (Shao et
al. 2021). Torna-se ainda mais dificil a interpretacdo de variantes de sequéncia obtidas por
técnicas de NGS, embora existindo ja varios critérios estabelecidos (Harrison, Biesecker, and
Rehm 2019; Brandt et al. 2020). Outra das razGes e a que mais é refor¢ada neste relatdrio de
estdgio é a necessidade de complementaridade de técnicas, muitas vezes recorrendo as mais

antigas para chegar a um diagndstico e cédlculo de risco de recorréncia.

2- DECISAQ SOBRE ESTRATEGIAS DE TESTAGEM

A estratégia de testagem para uma determinada doenca genética deve ser baseada
principalmente no espectro e frequéncias das diferentes alteragcdes moleculares que lhe estao
subjacentes e nas vantagens e limitacdes de cada técnica (Tabela 5). O teste genético a ser
usado deve ser escolhido com cuidado, podendo ndo ser o mais recente ou mais sofisticado
(Durmaz et al. 2015; Silva et al. 2019). Para casos de Diagndstico Pré-Natal em que ha suspeita
de aneuploidias mais comuns no feto, o teste molecular QF-PCR é eficaz, como demonstrado
nos casos clinicos 3 e 8. Por ser um diagndstico bastante rapido pode trazer rapidamente
tranquilidade ao casal, se ndo detetar aneuploidia, ou dar a informacdo atempadamente para
que o casal se possa preparar para tomar as suas decisdes sobre a gestacdo. No caso de ser
encontrada a aneuploidia, deve ser efetuado o estudo de caridtipo para melhor compreensao
do mecanismo de formacdo e determinacdo do risco de recorréncia (Silva et al. 2019).

Existem testes de diagndstico que se o quadro clinico for muito sugestivo de
determinada sindrome, e o resultado do teste for compativel com a suspeita clinica, ndo sera
necessario a confirmacao do resultado por outra metodologia. Por exemplo, ha determinadas
sindromes, associadas a uma dada alteracdo cromossdémica e que, com o estudo do cariétipo,
é possivel o seu diagndstico (Ribeiro, Carreira, and Melo 2018). E disso exemplo o estudo do

caso clinico 1, em que pela indicagao clinica, ha a suspeita de Sindrome de Down, que é
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confirmada pelo estudo de cariétipo, o qual também indica o mecanismo de formacao,
essencial para o estabelecimento de risco de recorréncia.

Quando ha suspeita de doencas de imprinting mais comuns (Sindromes de Prader-Wili
(PWS), Angelman, Silver-Russell, Beckwith-Wiedemann, Temple, e Kagami-Ogata), a técnica
de MS-MLPA deve ser aplicada como teste de primeira linha, uma vez que consegue detetar
simultaneamente os trés principais subtipos moleculares subjacentes (CNVs patogénicas,
dissomia parental e defeitos de imprinting). O ensaio MS-MLPA em rela¢do a outros ensaios
de metilacdo (Southern ou PCR especifico de metilacdo) tem a vantagem de conseguir
distinguir delecdo de dissomia uniparental, e ainda conseguir descriminar os defeitos de
imprinting da dissomia parental nas sindromes SRS e BWS (Beygo et al. 2020). De fato, no
estudo do caso clinico 5, a suspeita de Sindrome de Prader-Willi foi confirmada através de MS-
MLPA.

Embora ndo esteja indicado como teste de primeira linha para diagndéstico clinico de
défice intelectual, dificuldades de aprendizagem ou autismo idiopaticos, se se souber que
existe historia familiar conhecida de défice intelectual sugestivo de Sindrome de X-Fragil (FXS)
ou presenca de Insuficiéncia Ovarica Prematura, ou ainda diagndstico de pré-mutacdo e
mutag¢ao completa em progenitores ou familiares destes, deve-se fazer o teste molecular do
gene FMR1, uma vez que em 99% dos casos de FXS sdo causados por alelo com mutacado
completa (>200 repeticdes CGG). O Teste de Triplet repeat-primed PCR (TRP PCR) continua a
ser o mais consensual para a determinagao de alelos com pré-muta¢ao e mutacdao completa
(Spector et al. 2021).

Ao contrario dos exemplos anteriores, em muitos dos casos ha a necessidade do uso
de técnicas complementares para se chegar a um diagnostico e cdlculo de recorréncia (Silva
et al. 2019), sendo este aspeto verificado no estudo da maioria dos casos clinicos aqui

apresentados.
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X- CONCLUSAO

Por tudo o que foi exposto neste relatdrio, apesar do grande avango tecnolégico no
diagndstico genético, ainda ndo existe um teste Unico que consiga detetar todos os
mecanismos de doenca genética. Algumas técnicas sdo menos utilizadas, mas todas sao
importantes para dar um diagndéstico ou para confirmar e entender o mecanismo de formacgao
e assim avaliar o risco de recorréncia, estando a sua escolha dependente do equilibrio das
suas vantagens e limitacdes perante uma questdo clinica.

Este estagio permitiu-me consolidar conhecimentos adquiridos no primeiro ano de
mestrado em Genética Clinica Laboratorial, ao adquirir competéncias técnicas; espirito critico
sobre a abordagem metodoldgica e forma de reportar resultados, mas sobretudo a
consciéncia da responsabilidade e rigor que é necessdrio para a obtencdao de um diagndstico
correto. Tendo sempre presente que o diagndstico realizado e como é reportado tem um
grande impacto na vida das pessoas. E que decisbes importantes sobre um possivel
tratamento ou sobre a gestdo de uma gestacao estdo dependentes do reporte de um correto

e atempado diagndstico.
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