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Resumo

A citogenética emerge como uma area essencial para o estudo de anomalias
cromossomicas em diagnostico pré-natal, pos-natal e cancro. Dado o desenvolvimento
tecnoldgico dos ultimos anos, surgiram novas técnicas para o estudo do genoma, tornando
mais abrangentes e sensiveis os estudos efetuados nos laboratérios de citogenética. Deste
modo, além de um diagndstico mais preciso, existe também a possibilidade de detetar novas
alteragoes cromossomicas e estabelecer novas relagoes gendtipo-fenotipo.

Estas relagoes sao cruciais, tanto no campo da investigagao cientifica, permitindo a
descoberta de novas sindromes, como para o doente e para os seus familiares de modo a
estabelecer riscos de recorréncia e determinar as suas opgoes reprodutivas.

O principal objetivo deste trabalho é analisar alguns casos clinicos, através de diferentes
tecnologias, de forma a estabelecer a relagao gendtipo-fendtipo e compreender as
dificuldades inerentes a esse processo.

Palavras-chave: citogenética convencional, FISH, PCR, MLPA, aCGH, relagao genodtipo-

fenotipo.

Abstract

Cytogenetic emerges as essential for the study of chromosomal abnormalities in
prenatal diagnosis, postnatal diagnosis and cancer. The technological development achieved
in the last years, leads to a development of more embracing and sensitive technologies for
the study of the genome. In addition to a more accurate diagnosis, there is also the
possibility of detect new chromosomal abnormalities.

The establishment of genotype-phenotype correlation is crucial in the field of scientific
research, enabling the discovery of new syndromes, and for the patient and his family
allowing the establishment of recurrence risks and make reproductive options.

The main goal of this work is analyze some clinical cases through different technologies,
in order to establish a genotype-phenotype correlation and understand the difficulties
inherent in this process.

Key-words: cytogenetic, FISH, MLPA, aCGH, genotype-phenotype correlation
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I = Introducdo

A. Objetivo do Estagio

O estagio curricular realizado no ambito do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra, dado o seu caracter profissionalizante, visa a
introdugao do aluno na realidade de trabalho/investigagao na area das Analises Clinicas,
sendo uma importante ferramenta para a consolidagao de conhecimentos e percegao das
adversidades inerentes ao contexto atual.

Sendo uma drea muito vasta, com abrangéncia em diversas areas como Hematologia,
Imunologia, Bioquimica, Microbiologia, Endocrinologia e Genética, é necessaria uma boa base
tedrica, tanto da fisiologia humana como das diversas metodologias/ tecnologias disponiveis
para andlise, sem descurar o controlo de qualidade e apostando no melhor procedimento
possivel desde a rece¢ao da amostra até a saida do resultado.

Cada vez mais se torna fundamental o controlo clinico dos individuos, quer no contexto
de doenga, quer na prevengao da mesma, sendo que as Analises Clinicas sao uma mais-valia
para o clinico no diagnostico e esclarecimento de situagoes relacionadas com o estado de

saude do doente.

B. Caracterizacdao dos Laboratoérios de Estagio

As entidades que permitiram a realizagao do estagio curricular foram o Laboratério de
Citogenética e Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e o

Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

O Laboratério de Citogenética e Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra (LCG) efetua diagnostico genético pré-natal e pds-natal desde 1992, sendo o
Laboratério Plblico com mais casos estudados e desde a sua origem, é dirigido pela
Professora Doutora Isabel Marques Carreira e tem oito técnicos especialistas em Genética
Médica laboratorial.

Os testes genéticos disponibilizados incluem a Citogenética Convencional, Citogenética
Molecular, Biologia Molecular e Citogendmica e ajudam a esclarecer diferentes situagoes
clinicas em diagnostico pré-natal, diagndstico pos-natal, infertilidade, atraso de

desenvolvimento psicomotor, autismo, estudos familiares, entre outros.




As amostras recebidas para realizagdo dos diferentes testes sao essencialmente liquido
amniotico, vilosidades corionicas, e sangue (sangue periférico e sangue fetal). O Laboratério
esta dividido em diferentes secgoes de trabalho (salas de cultura de células, laboratorio de
manipulagao e laboratério de microscopia) e esta provido diversos equipamentos como
camaras de fluxo laminar, estufas, camara de espalhamento, microscopios acoplados a
sistemas de captura de imagem (Cytovisions), termocicladores, sequenciador e scanner para
array.

O LCG integra um sistema de gestao de qualidade (UKNEQAS - United Kingdom National
External Quality Assessment Service) que combina o controlo de qualidade interno diario com
o controlo de qualidade externo. Devido ao facto de se encontrar inserido numa
Universidade, o LCG encontra-se também envolvido em diversos projetos de investigagao

em diferentes areas desde a patologia do desenvolvimento ao cancro.

O Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra (LAC) presta servigos a comunidade desde 1983 através da disponibilizagao de uma
série de ensaios. As valéncias disponiveis no LAC sao a Hematologia, a Bioquimica, a
Imunologia/ Endocrinologia e Microbiologia. As responsaveis pelo laboratorio sao a Dra. Ana
Donato e a Professora Doutora Ana Matos Silva.

As amostras recebidas neste laboratorio sao essencialmente sangue, urina, fezes e
exsudados (nasofaringeos, vaginais, uretrais). O LAC dispoe de varios equipamentos como
um autoanalizador de bioquimica, um contador de células sanguineas, microscopio, um
sistema de imunoensaio automatizado, entre outros.

No LAC sao seguidas regras de boa conduta de modo a atingir elevados niveis de
qualidade e assim garantir nao so satisfagao dos seus clientes como também a credibilidade
junto de outros laboratorios de ensaio. Assim, além dos controlos de qualidade internos, foi
implementada a Avaliagio Externa da Qualidade através da participagio em ensaios
interlaboratoriais. Os controlos internos sao feitos diariamente, e os resultados sao
analisados estatisticamente. Por se encontrar inserido na Faculdade de Farmacia, o LAC
auxilia nas aulas praticas e laboratoriais de algumas unidades curriculares, bem como nos

estagios curriculares e extracurriculares.




Il - Atividades desenvolvidas/ Experiéncia laboratorial

Seguidamente serao apresentadas de forma resumida as areas de trabalho abordadas
durante o estagio curricular no LCG e no LAC.

As areas escolhidas para aprofundamento no relatério de estagio serao a Genética e a
Hematologia, sendo que sera dado maior enfoque a Genética abordando as tecnologias
utilizadas nesta area de diagnostico e analisando e interpretando resultados referentes a

alguns casos clinicos.

A. Genética

Nesta area, desenvolvida através do estagio no Laboratério de Citogenética e Genomica,
foi possivel a observagao do estabelecimento culturas celulares de linfocitos obtidos a partir
do sangue periférico no diagnostico pos-natal, liquido amniotico e vilosidades coridnicas no
diagnodstico pré-natal (DPN). Observagao dos procedimentos de manipulagao das culturas
celulares, espalhamento de metafases e bandagem (GTG, CBG e NOR). Foi possivel também
o estudo do cariotipo ao microscopio, e percegao das suas dificuldades. Foram observados
os procedimentos de MLPA em DPN para estudos das aneuploidias mais comuns (13, 18, 21,
X e Y) e despiste de contaminagao materna. Foi possivel contactar com varias técnicas de
biologia molecular (MLPA e aCGH) para estudos de diagndstico pos-natal que permitem a
detecao de duplicagoes e delegoes e ainda a FISH que além destas alteragoes permite
detetar rearranjos equilibrados. Foi possivel a aplicagdo de PCR para pesquisa de Sindrome
de X-Fragil, e foi também observado o procedimento de PCR e electroforese para pesquisa

de microdele¢des do cromossoma Y em estudos de infertilidade masculina.

B. Hematologia

Nesta seccao foi possivel efetuar diversas técnicas nomeadamente hemograma, esfregaco
sanguineo, provas de coagulagao, velocidade de sedimentagio e determinagio do grupo
sanguineo.

O hemograma consiste na contagem das diversas células sanguineas (eritrocitos,
leucécitos e plaquetas) através do método de impedancia. E também possivel determinar a

concentragao de hemoglobina e o hematécrito. Sempre que necessario, (quando ha valores




alterados ou nao foi feita a forma leucocitaria) é feito um esfregago sanguineo que é corado
segundo a técnica de May-Griinwald-Giemsa para observagao das células ao microscopio.

A velocidade de sedimentagao é um teste bastante utilizado na rotina, mas é pouco
especifico, estando aumentada durante processos inflamatorios.

A determinagao do grupo sanguineo ABO é baseada na reagao antigénio-anticorpo, e sao
utilizados anticorpos anti-A, anti-B e anti-AB. Consoante ocorra aglutinagao dos eritrocitos
ou nao, pode-se depreender qual o grupo sanguineo em questao. As provas de coagulagao
realizadas sao o tempo de protrombina para a via extrinseca e final da coagulagao e o tempo

de tromboplastina parcial ativada para avaliar a via intrinseca e final da coagulagao.

C. Imunologia/ Endocrinologia

Nesta area foi possivel pesquisar diversos tipos de anticorpos ou antigénios utilizados no
diagnostico e monitorizagao de algumas doengas infeciosas como por exemplo a infegao pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), da hepatite B, C, entre outros. Pode ser feito
também o doseamento de hormonas tiroideias (fragoes livres da T3 e T4, TSH), hormonas
da reproducao (progesterona, estradiol, testosterona, LH e FSH) e marcadores tumorais
como por exemplo o PSA. Ambos os testes se baseiam em técnicas imunoenzimaticas
nomeadamente no método ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay) com uma leitura final
de fluorescéncia.

Foi possivel também observar testes de aglutinagao, nomeadamente o Teste VDRL
(venereal disease research laboratory), que permite o diagnostico da Sifilis através da pesquisa
de anticorpos no soro. A prova de Coombs indireta também se baseia na reagao antigénio-
anticorpo, e permite detetar no soro anticorpos contra antigénios presentes na membrana
dos eritrocitos e € utilizado na avaliagdo da incompatibilidade feto-maternal em gravidas Rh

(grupo sanguineo Rhesus).

D. Bioquimica

Nesta seccao foi possivel analisar diversos parametros bioquimicos utilizados para
monitorizar o funcionamento de diversos sistemas e 6rgaos, nomeadamente o metabolismo
glucidico e lipidico, a funcao hepatica, a fungao renal, desequilibrios acido-base, doengas do

tecido conjuntivo, a diabetes, entre outras.




Para dosear os diferentes parametros bioquimicos é usado um autoanalizador que utiliza
quatro técnicas diferentes: técnicas colorimétricas diretas, técnicas de cinética enzimatica
com leitura final colorimétrica ou no UV, técnicas cinéticas de ponto final e técnicas
turbidimétricas.

Nas técnicas colorimétricas diretas adiciona-se um reagente a amostra com vista a obter
um produto corado, cuja intensidade avaliada por espectrofotometria é diretamente
proporcional a concentragio do analito presente na amostra. Com este método podem
dosear-se por exemplo o calcio, magnésio e proteinas séricas.

Na técnica de cinética enzimatica é obtido um produto corado resultante da adigao de
uma enzima a amostra, sendo que o analito é o substrato da enzima. O produto obtido €
lido por espetrofotometria UV-VIS e é diretamente proporcional a quantidade de analito.
Com este método podem dosear-se por exemplo a glicose, colesterol total e colesterol
HDL.

As técnicas cinéticas de ponto final sio utilizadas quando o analito é uma enzima. E
avaliada a atividade da enzima por meio da adicao de um substrato da mesma, obtendo se
um produto corado que pode ser medido através de espetrofotometria, sendo feitas leituras
sucessivas em intervalos de tempo definidos. Com esta técnica podem dosear-se por
exemplo a AST, ALT, GGT, amilase e fosfatase alcalina.

Por ultimo, as técnicas turbidimétricas baseiam-se na reagao antigénio-anticorpo. A
formacao de complexos antigénio-anticorpo origina turvagao e a luz ao incidir nas particulas
¢é dispersa. A absorvancia é diretamente proporcional a quantidade de analito presente na
amostra exceto para a determinagao da fragao A,C da hemoglobina glicada. Com esta
técnica podem dosear-se ainda a proteina C reativa e a albumina de baixa concentragao.

O ionograma (sodio, potassio, cloreto) é util para avaliar o equilibrio acido-base do
paciente. Baseia-se na detecao dos ioes através da diferenga de potencial desenvolvida em
cada eletrodo seletivo em comparagao com um eletrodo de referéncia (prata), uma vez que
a diferenga de potencial gerada é proporcional a quantidade de cada iao presente na
amostra.

O proteinograma consiste na separagao das proteinas séricas através de eletroforese e
permite detetar alteragoes nas cinco bandas obtidas, (albumina, al, a2, § e y) auxiliando no
diagnostico clinico de algumas patologias.

Para pesquisar elementos anormais na urina é feita uma analise sumaria ou urina tipo Il
A urina tipo Il consiste na andlise da urina com uma tira reativa com vista a perceber se ha
presenca de sangue, proteinas, glucose, nitritos, urobilinogénio, bilirrubina, corpos ceténicos,

o pH e a densidade. E feita também uma observagao do sedimento urinario, para observar a
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presenca de leucocitos, eritrécitos, células epiteliais, cilindros, cristais, bactérias e outros
elementos anormais.

Foi ainda possivel a realizacdo de testes imunocromatograficos, nomeadamente a
pesquisa de sangue oculto nas fezes, através do uso de um anticorpo anti-hemoglobina
humana; ou o teste de gravidez, em que € detetada a presenca de gonadotrofina coridnica

humana (hCG) na urina da mulher.

E. Microbiologia

A microbiologia é a area das analises clinicas que se encontra menos desenvolvida nos
laboratorios de pequena dimensao. As analises realizadas sao essencialmente uroculturas,
identificagao bacteriana e antibiograma. A urocultura consiste na andlise sumaria da urina
(urina tipo Il), e na sementeira de urina num meio de cultura adequado, permitindo assim a
anadlise quantitativa e qualitativa das bactérias eventualmente presentes na urina.

Apds crescimento bacteriano significativo (>10° bactérias/mL) com resultado valido, e
identificacao bacteriana pode deduzir-se qual o agente responsavel pela infecao urinaria.
Deste modo, consoante a coloragao das coldnias pode-se inferir acerca da espécie
bacteriana presente uma vez que o meio de cultura utilizado é cromogénio modificando o
aspeto das coldnias consoante a espécie. Contudo, em alguns casos o resultado é dubio e
procede-se a identificagao bacteriana efetuando uma coloragao de Gram e utilizando
sistemas Api. Efetua-se também o antibiograma adequado com vista a perceber a
sensibilidade aos diferentes antibioticos, sendo que o resultado é dado tendo em conta o
uso em ambulatorio e a preferéncia pelos antibidticos de espectro mais restrito.

Outro tipo de andlises pedidas sao a analise bacteriologica de exsudados nasofaringeos e
exame bacterioldgico, parasitoldgico e micologico de exsudados vaginais. E também possivel

fazer exame bacterioldgico, parasitologico e micolégico de fezes.




Ill - Do gendtipo ao fendtipo: contributo das tecnologias de genética

para o diagnéstico

A. Introducao e Objetivos

A andlise cromossomica € um dos estudos genéticos mais utilizados em diagnostico
sendo oferecida numa grande variedade de situagoes como em diagnostico pré-natal,
pediatria e oncologia. Em 1959, Lejeune et al [I] reportou a primeira anomalia
cromossomica, a trissomia do cromossoma 21 associada a sindrome de Down. Desde ai, as
alteragoes cromossomicas numéricas e/ou estruturais tém sido apontadas como causa de
défice cognitivo, malformagoes congénitas e infertilidade.

Cerca de 1% dos recém-nascidos tém uma cromossomopatia, € a prevaléncia de
anomalias cromossomicas com fenodtipo associado é cerca de 43,6/10000 nascimentos [2].
Algumas sindromes sao facilmente reconhecidas pelo fenétipo manifestado e caracteristicas
faciais como a sindrome de Down, contudo outras anomalias sao dificilmente diagnosticadas.
Assim, dada a prevaléncia das anomalias cromossomicas, e as suas dificuldades de
reconhecimento, torna-se necessario o estudo dos cromossomas e das suas alteragoes, com
vista a estabelecer um diagnostico consistente e possibilitar aos individuos afetados e as suas
familias cuidados de saude especificos e aconselhamento genético.

Foram estabelecidas varias indicagoes para o estudo pds-natal e elaboragao do cariétipo
constitucional [3], nomeadamente em:

i) Historia familiar significativa de rearranjo cromossomico ou atraso mental de
possivel origem cromossomica em que nao é possivel estudar o individuo
afetado.

ii) Paciente com: fenoétipo clinico anormal ou dismorfismos; anomalias congénitas
multiplas; atraso mental ou atraso de desenvolvimento psicomotor; suspeita de
sindrome de delegao/microdelecao/duplicagao; amenorreia primaria ou
secunddria ou menopausa precoce; azoospermia ou oligospermia severa;
alteragao clinicamente significativa do crescimento: baixa estatura, crescimento
excessivo, microcefalia, macrocefalia; ambiguidade sexual; doenca recessiva ligada
ao cromossoma X numa paciente do sexo feminino; quadro clinico de sindrome
de instabilidade cromossémica; feto malformado ou nado morto de etiologia
desconhecida; produtos de concegao.

iii) Casais com: detecao pré-natal de anomalia cromossomica ou variante invulgar;

anomalia cromossémica desequilibrada detetada nos produtos de concegao; filho
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com anomalia cromossoémica ou variante invulgar; infertilidade de etiologia
desconhecida; trés ou mais abortos.

Existem varias tecnologias para aplicagao em diagndstico citogenético e molecular para
possibilitar a detecao de anomalias cromossomicas. Nas tecnologias de biologia molecular é
necessario efetuar uma extragao de DNA que consiste basicamente na lise das membranas
celulares, degradagao de proteinas e precipitagao do DNA. Uma vez que este trabalho se
centra essencialmente no diagnostico pos-natal, a amostra utilizada é o sangue periférico. A
extragao é feita a partir dos linfocitos do sangue periférico (colhido com EDTA) através de
um kit comercial, segundo as instrugoes do fabricante. No final, é avaliada a concentragao e
grau de pureza do DNA por espectrofotometria, através da razao entre as absorvancias do
DNA e das proteinas.

Cabe ao técnico a opgao por uma ou outra técnica tendo em conta a historia clinica do
paciente e as diferentes sensibilidades, especificidades e complementaridades das técnicas.
Além disso, é crucial uma boa andlise e interpretacao dos resultados obtidos, de forma a
estabelecer a relagao genétipo-fenotipo.

Assim, os principais objetivos deste trabalho sao:

i) Conhecer as diferentes tecnologias utilizadas num Laboratério de Citogenética,
nomeadamente, citogenética convencional, FISH, PCR, MLPA e aCGH, bem como
compreender o seu fundamento tedrico;

ii) Analisar casos problema e estabelecer a relagao entre o gendtipo e o fenotipo
através da utilizagao das diferentes tecnologias;

iii) Comparar as diferentes tecnologias, compreender a sua aplicagao em diferentes
contextos e demonstrar a sua complementaridade para a obtengao de um

diagnostico correto.




A.l. Tecnologias num laboratério de diagnéstico, citogenética e genémica

I. CITOGENETICA CONVENCIONAL

A andlise do niumero de cromossomas e da sua morfologia constitui o objetivo da
citogenética. O ser humano possui um nimero de cromossomas diploide constituido por 46
cromossomas agrupados em 23 pares, sendo que 22 desses pares sao autossomas € um par
de cromossomas sexuais (XX ou XY). Os cromossomas podem ser classificados segundo o
tamanho, posi¢ao do centromero (metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos) e padrao
de bandas. A indicagao do nimero de cromossomas e dos cromossomas sexuais & designado
Cariograma (Figura 1) e permite também registar as alteragoes cromossomicas

eventualmente encontradas [3].
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Figura I: Cariograma normal de um individuo do sexo masculino (46,XY).

O estudo dos cromossomas recorrendo a citogenética convencional exige células em
divisao celular ativa, pois os cromossomas sao distinguiveis individualmente ao microscépio
apenas durante a mitose, e sao estudados em préo-metafase ou metafase.

Podem ser utilizadas células de diversos tecidos como linfécitos do sangue periférico ou
sangue do cordao umbilical (colhidos com heparina) ou fibroblastos de biopsias de pele,
células do liquido amnidtico, ou vilosidades coridnicas. Para garantir o controlo de qualidade,
as amostras siao processadas em duplicado, por dois técnicos, e com reagentes e
equipamentos distintos. As células sio colocadas em meios de cultura adequados, a
temperatura de 37 °C, numa atmosfera controlada de O, e CO, em condig¢des rigorosas de

assepsia. Apdés 72 horas (no caso de linfocitos do sangue periférico), adiciona-se




metotrexato (MTX) que funciona como bloqueio bioquimico e para a divisao celular. Apos
|7 horas é removido o MTX e adiciona-se novo meio e timidina para promover o recomego
simultaneo e sincronizado da divisao celular. Posteriormente, para-se a mitose por adigao de
colcemida que vai impedir a polimerizagao da a e B-tubulina que constitui os microtibulos
do fuso acromatico, permitindo que as células permanegam em pro-metafase (maior
resolugao de bandas). Seguidamente, faz-se um tratamento hipotonico para aumentar o
volume celular e facilitar a dispersao dos cromossomas e adiciona-se um fixador (mistura de
acido acético e metanol) para remover a agua e endurecer os cromossomas de modo a
prepara-los para a bandagem. O espalhamento das laminas é um passo critico e exige
condi¢oes especificas de temperatura e humidade, seguindo-se o envelhecimento das laminas
em estufa [4].

Antes dos anos 70, os cromossomas eram corados integralmente, obtendo-se
informagao limitada, as aneuploidias eram reconhecidas mas as alteragoes estruturais eram
muito dificilmente detetadas. Desde entao foram desenvolvidos diversos métodos de
bandagem e coloragao. Alguns métodos produzem bandas alternadas especificas ao longo de
todo o cromossoma criando um padrao uUnico para cada par de cromossomas [5]. Esta
propriedade permite a sua identificagao e a caracterizagao de anomalias estruturais, pelo que
€ importante uma boa resolugao de bandas. Uma resolu¢gao moderada compreende 500 a
550 bandas, uma alta resolucao atinge as 800 bandas. Podem utilizar-se outros métodos para
corar especificamente algumas regides, como por exemplo as regioes centroméricas através
da bandagem CBG (bandas C com hidroxido de bario e Giemsa) ou dos bragos curtos dos
cromossomas acrocéntricos NOR (nucleolus organizer regions). Estas técnicas de bandagem
auxiliam a esclarecer certas duvidas decorrentes do uso de um método de bandagem de
rotineiro, a GTG (bandas G produzidas com tripsina e Giemsa) [6].

A técnica mais utilizada na rotina é a banda GTG na qual as laminas sao tratadas com
tripsina e depois coradas com Giemsa o que produz um padrao de bandas claras e escuras
que permitem a identificagao de cada cromossoma. As bandas escuras (heterocromatina) sao
regides nao codificantes enquanto que as bandas claras (eucromatina) representam as
regioes ativas.

Outra técnica de coloragao utilizada é a banda CBG em que o DNA é desnaturado pelo
hidroxido de bario e o Unico material que cora com o Giemsa é a heterocromatina
constitutiva na regiao centromeérica, zonas polimorficas (cromossomas |, 9 e 16), e a parte
distal do brago longo do cromossoma Y. O resultado sao cromossomas claros com areas
coradas a escuro. A banda C é importante para marcar os centrémeros, detetar a presenca

de cromossomas dicéntricos e estudar cromossomas marcadores.
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Uma outra técnica e coloragao por vezes utilizada é a banda NOR que cora
seletivamente as regidoes organizadoras do nucléolo localizadas nas zonas satélite dos
cromossomas acrocéntricos. Estas regioes contém genes para RNA ribossomico e podem
ser coradas com nitrato de prata. A bandagem NOR ¢ (til para a identificagao de rearranjos
ou polimorfismos envolvendo cromossomas acrocéntricos [4,6].

A citogenética convencional apresenta a vantagem de detetar alteragdes numéricas e
rearranjos estruturais equilibrados e desequilibrados. No entanto, a andlise citogenética
convencional depende em grande medida da experiéncia do técnico, além disso a resolugao

da técnica a partir de 3-5 Mb [7] pode nao permitir detetar alteragoes de tamanho inferior.

2. FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION (FISH)

A técnica de FISH é uma técnica de citogenética molecular baseada na hibridizagao in situ
entre uma sonda de DNA marcada com fluorocromo e uma sequéncia de DNA especifica
no cromossoma alvo, permitindo a visualizagdo de um sinal através de um microscopio de
fluorescéncia. Esta técnica pode ser realizada em cromossomas em metafase ou células em
interfase [8].

A sonda de DNA e o DNA em estudo sao desnaturados utilizando solugoes salinas ou
de formalina ou elevadas temperaturas e a sonda é aplicada em excesso para garantir que

ocorra hibridizagao com o DNA alvo [9, 10] (Figura 2).

DNA alvo

Sondade DNA e DNA alvo
desnaturados e hibridizados

\

Fluorocrémo

o

Sonda de DNA marcada Observagio ao microscépio
com fluorocrémo de fluorescéncia

Figura 2: Representacdo esquematica da técnica de FISH. Uma sonda de DNA é marcada com um fluorocrémo. A sonda
e o alvo sdo desnaturados permitindo que a sonda hibridize com o alvo. O alvo é depois detetado ao microscopio de
fluorescéncia. Adaptado de Wippold, F. et al. [10].




A detecio da fluorescéncia é feita através da excitagao do fluorocromo com luz
ultravioleta, sendo que existem varios fluorocréomos disponiveis como por exemplo
fluoresceina-5-tiocianato (FITC) e tetrametil rodamina isotiocianato (TRITC) que estio
diretamente ligados a sonda de DNA [9].

Mais recentemente, novas tecnologias, como multicolour FISH (M-FISH) [I 1] e spectral
karyotyping (SKY) [12], permitiram a identificagao dos diferentes 24 cromossomas com cores
distintas. Desta forma, estendeu-se o alcance do FISH tradicional a todo o genoma, tanto
para alteragoes numéricas como estruturais com uma Unica hibridizagao [I3]. Estas
tecnologias tém também sido aplicadas na area do cancro.

As sondas de DNA utilizadas na FISH podem ser produzidas para praticamente todas as
regioes cromossomicas, sendo que as sondas podem incidir em sequéncias repetitivas ou
sequéncias Unicas. Deste modo, destacam-se diversos tipos de sondas de DNA,
nomeadamente: i) sondas centroméricas direcionadas para a regiao do centrémero dos
cromossomas; ii) sondas para locus especificos, direcionadas para uma sequéncia de DNA
Unica e especifica; iii) sondas teloméricas e subteloméricas direcionadas para as extremidades
dos cromossomas; iv) sondas de painting cromossémico que marcam um cromossoma
inteiro.

As sondas centroméricas sao dirigidas as regioes repetitivas nos centromeros dos
cromossomas que sao constituidas por sequéncias o-satélite. As sequéncias a-satélite sao
suficientemente divergentes para permitir o desenvolvimento de sondas especificas para o
centromero [9], tornando-se assim especialmente Uteis para a detegao de aneuploidias tanto
em células em metafase como em interfase [14]. Outros tipos de sequéncias repetitivas sao
as sequéncias [-satélite, localizadas nos bragos curtos dos cromossomas acrocéntricos e nas
regioes repetitivas teloméricas [6]. As sondas de paintig cromossémico permitem a
identificacdo de todos os cromossomas [I5] e sao compostas de sequéncias Unicas e
moderadamente repetitivas de um cromossoma inteiro (WCP) ou regiao cromossomica [9].

A técnica de FISH pode ser aplicada numa grande variedade de amostras dependendo do
estudo a realizar. O FISH aplicado em células em metafase é considerado o gold standard,
pois podem ser diretamente visualizados os cromossomas e a posi¢ao exata do sinal. Ja a
aplicacdo de FISH em interfase permite o despiste rapido no diagnostico pré-natal, e/ou
quando nao ha células em metafase disponiveis, nao permitindo a visualizagao in situ dos
cromossomas [6].

A maior vantagem da tecnologia de FISH é o facto de permitir a detecao de anomalias
cromossémicas como duplicagoes e delecoes nao detetdveis por citogenética convencional,

identificacdo de cromossomas marcadores e caracterizagio de outros rearranjos
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cromossomicos, dado que estas alteragoes podem ter grande impacto na relagao genotipo

fenotipo [6].

3. ANALISE DE FRAGMENTOS

3.1. TRIPLETOS CGG

3.1.1. SINDROME DE X-FRAGIL

A sindrome de X-fragil é a maior causa de atraso cognitivo hereditario, por vezes
apresentada como perturbagao do espectro do autismo [|6]. Esta sindrome é uma doenga
ligada ao cromossoma X e tem um padrao de heranga pouco habitual, mostrando
penetrancia aumentada a medida que o gene mutante é passado as geragoes seguintes [|7].
Na maioria dos doentes, esta patologia esta associada a um aumento do numero de
repeticoes CGG (> 200) localizadas dentro da regiao 5’UTR (untranslated region) do gene
fragile X mental retardation-1 (FMR1) localizado na regiao q27.3 no cromossoma X. Contudo,
o fendtipo patologico manifesta-se apenas se a expansao for acompanhada de metilagao das
repeticoes CGG e da zona circundante da regiao promotora do gene FMR/. Esta metilagao
anormal inibe a transcrigao do gene FMRI e consequentemente afeta a sintese da proteina
correspondente fragile X mental retardation protein (FMRP) [18] (Figura 3). Deste modo, o
atraso cognitivo na sindrome do X-fragil é causado pela auséncia da proteina (FMRP) nos
neuronios [16].

Na maioria da populagao, a regiao de repeticoes CGG € polimorfica, sendo que alelos
normais variam entre 5 a 44 repeticoes CGG, e sao normalmente transmitidos sem
alteragoes a geragao seguinte [19]. Os alelos mais comuns na populagio tém 29/30
repeticoes CGG [20]. Um numero de repeticoes CGG entre 45 e 54 é considerado alelo
intermédio e é apontado como precursor dos alelos pré-mutados, dado que ha riscos de
expansao associados [20]. Os alelos pré-mutados apresentam expansoes entre 55 e 200
CGG (mulheres portadoras destes alelos podem transmitir sindrome de X-fragil) [20].

Os alelos pré-mutados nao sao metilados nos homens e podem ser sujeitos a lionizagao
(inativagao de um dos cromossomas X) nas mulheres [18], sendo o fenétipo dependente da
percentagem de inativacdo do cromossoma X mutado. Estes alelos sao instaveis na meiose e
podem expandir para mutagao completa apenas por transmissao materna [16].

A sequenciagao das repeticoes CGG demonstrou que, na populagao em geral, existem

interrupgoes com -3 sequéncias AGG a cada 9-10 CGG. No entanto, nas familias com
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sindrome de X-fragil, os alelos com pré-mutagao normalmente tém uma interrupgao AGG
na extremidade proximal da repeti¢ao, ou podem mesmo nao ter nenhuma [6]. O risco de
expansao para a mutagao completa depende em parte do tamanho das repeticoes CGG mas
também do nimero de interrupgoes AGG. Os tripletos AGG parecem exercer um efeito
estabilizador e a perda da interrupgao AGG mais préoxima da extremidade é uma
determinante importante da instabilidade das repeticoes CGG [21].

Normal
Transcricao Tradugdo »\FMRP> \FMRP)

para mRNA proteica
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NN
TN
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Mutagdo completa metilada (Sindrome de X-fragil)
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Figura 3: Representacdo esquematica das formas alélicas normal, pré-mutada e com mutag¢do completa do gene
FMRI de acordo com o nimero de repeticoes CGG e nivel de traducdo proteica. Adaptado de Bagni, C. etal. [19].

Na sindrome do X-fragil, as citosinas localizadas a montante das repeticoes CGG,
incluindo o promotor do gene FMRI, estao metiladas. Os alelos normais também estao
metilados na regiao promotora do gene FMRI, mas nao na proximidade das repeti¢coes
CGG, o que previne a metilagao de se espalhar. Ja nos alelos com mutagao completa isto
nao acontece e as citosinas a montante da repeticao CGG tornam-se metiladas pela 13*
semana do desenvolvimento embrionario [22]. Os individuos com a pré-mutagao nao
demonstram sintomas de sindrome de X-fragil, mas podem apresentar uma doenga
neurodegenerativa de manifestagao tardia, que da pelo nome de tremor/ataxia associada a
sindrome X-fragil [23], manifestando-se principalmente nos homens. Algumas das mulheres
portadoras da pré-mutagao sao afetadas por insuficiéncia ovariana prematura, ocorrendo

menopausa precoce (antes dos 45 anos) [24].

3.1.2. POLIMERASE CHAIN REACTION (PCR)

As técnicas moleculares geralmente utilizadas para determinar o niUmero de repetigoes
CGG e a forma alélica correspondente sao a PCR e Southern Blot [18]. No entanto,
comparativamente com a técnica de PCR, a técnica de Southern Blot € mais morosa e requer

uma maior quantidade de DNA [25].




A técnica de PCR [26] é o método de escolha para amplificar seletivamente pequenas
quantidades de DNA, de forma rapida e precisa. Esta técnica é muito sensivel, robusta e
utiliza uma DNA polimerase para replicar seletivamente sequéncias de DNA alvo dentro de
um conjunto de varias sequéncias de DNA, permitindo também a analise de varias amostras
de uma so vez.

A técnica de PCR depende de sequéncias de oligonucleétidos sintéticas que agem como
iniciadores (primers) e ligam-se a locais definidos dentro do DNA para iniciar a sintese de
uma nova cadeia de DNA (Figura 4), sendo que o objetivo é replicar seletivamente apenas as
sequéncias alvo. O PCR consiste numa série de ciclos de trés reagdes sucessivas conduzidas
a diferentes temperaturas. Primeiro, o DNA inicial é aquecido a uma temperatura
suficientemente elevada para quebrar as pontes de hidrogénio que mantém unidas as duas
cadeias de DNA complementares, tornando-as em duas cadeias de DNA simples
(desnaturagao). Apos arrefecimento, os primers (oligonucledtidos sintéticos) podem ligar-se
por emparelhamento de bases a uma sequéncia complementar na cadeia simples de DNA
(emparelhamento). Seguidamente, na presenca de quatro desoxinucledsidos trifosfato
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), uma DNA polimerase inicia a sintese de novas cadeias de
DNA complementares do segmento de DNA alvo [27, 28].

5 3 5 3 5 3
Primer 3 =3
5 3
3 5
Cadeia de DNA Primer
original 3 3
3 5 3 5 3 5
Desnaturagio Emparelhamento Amplificagio

Figura 4: Representacdo esquematica da sintese de novas cadeias de DNA através da técnica de PCR.

A orientagao dos primers é deliberadamente escolhida de modo a que a diregao da
sintese de novas cadeias de DNA progride em direcao ao local de ligagao do outro primer.
Deste modo, as cadeias recém sintetizadas podem servir de modelo para nova sintese de
DNA, o que gera uma reagao em cadeia permitindo o aumento exponencial de produto da
reagao. As trés reagoes sucessivas de desnaturagao, emparelhamento e sintese de DNA sao

repetidas cerca de 30 a 40 vezes numa reagao de PCR tipica [28].




Para permitir uma amplificagao seletiva é necessaria alguma informagao sobre a
sequéncia do DNA alvo. Esta informagao é usada para desenhar os dois primers, que sao
especificos para duas sequéncias que flanqueiam a sequéncia alvo a amplificar. Para se ligarem
efetivamente, é necessario que os primers tenham um grau elevado de complementaridade
de bases para as zonas que vao ligar [28].

Uma medida util da estabilidade de qualquer dupla cadeia de DNA é a temperatura
correspondente ao ponto médio na transigao entre dupla cadeia para cadeia simples - melting
temperature (Tm). Para garantir um grau elevado de especificidade na ligagao dos primers, a
temperatura de hibridizagao € ajustada para cerca de 5°C abaixo da Tm, se a temperatura de
hibridagao fosse muito menor, os primers tenderiam a ligar-se a outras regioes do DNA que
tenham sequéncias parcialmente complementares. A Tm e a temperatura de hibridizagao
dependem da composigao das bases, pois a ligagdo GC tem trés pontes de hidrogénio e a
ligagao AT sé tem duas, logo cadeias ricas em CG sao mais dificeis de separar [28]. Logo,
dado o elevado conteudo GC da regiao 5’UTR do gene FMRI, pode ser dificil determinar o
numero de repeticoes CGG [29].

Numa primeira andlise, as amostras sao estudadas por PCR convencional em que um
par de primers flanqueia a regiao alvo. Assim, utilizam-se os primers C (forward) e F (reverse)
descritos por Fu et al, e o protoloco descrito por Wilson et al. [29]. Pré-mutac¢oes de grande
dimensao e mutagoes completas estao além do poder de amplificagao desta técnica, pelo que
€ necessario recorrer ao Triplet repeat primed PCR (TP-PCR) que além do par de primers
especificos, contém um terceiro primer que hibridiza repetidamente dentro da sequéncia
repetitiva gerando inimeros fragmentos de diversos tamanhos (Figura 5) [25,30].

Esta técnica permite nao sé detetar pré-mutagoes de grande dimensao e mutagoes
completas como também discriminar mulheres homozigéticas normais de mulheres com
mutagcao [25]. Uma vez que os alelos com 29/30 repeticdes sao os mais comuns da
populacao, é frequente a existéncia de mulheres homozigéticas normais com alelos normais
desta dimensao.

Em ambos os casos os produtos de PCR obtidos permitem determinar a dimensao
precisa dos alelos. Os tamanhos dos produtos de PCR sao calculados e convertidos em

numero de repeticoes de tripletos, determinando assim a forma alélica presente [25].
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Figura 5: Amplificacdo e detecdo do gene FMRI usando TP-PCR. O DNA é amplificado por dois primers
especificos para o gene FMRI (forward e reverse) representado em A e por um primer especifico para as
repeticoes CGG representado em B. Apé6s a amplificacdo, os produtos sdo separados por electroforese capilar.
O electroferograma resultante mostra a quantificagio do nimero de repeticoes CGG (B), bem como o
produto de amplificacdo especifica do gene (A). Adaptado de Seneca, S. et al. [25] e Chen, L. et al. [30].

3.2, MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (MLPA)

O MLPA [31] é uma técnica semi-quantitativa para o rastreio dirigido de alteragdes no
numero de cépias de DNA [32], utilizada para o diagndstico de varias doengas genéticas,
pois & possivel analisar mais de 40 sequéncias de DNA. Para isso, utiliza varias sondas
especificas para determinadas sequéncias alvo na cadeia de DNA [7] numa Unica reagao de
PCR (Multiplex) [33].

Cada uma das sondas consiste em dois fragmentos que se ligam a zonas adjacentes na
sequéncia de DNA alvo (Figura 6). Assim, cada fragmento das sondas tem: i) uma sequéncia
de hibridizacao diferente e especifica para uma sequéncia alvo no DNA; ii) sequéncias

idénticas de ligagao ao primer numa das terminagoes, para que quando ligadas, todas as




sondas tenham sequéncias idénticas nas terminagoes 3’ e 5’, permitindo a amplificagao
simultanea de todas as sondas numa unica reagao de PCR, utilizando apenas um par de
primers universal; iii) e ainda um dos oligonucleétidos das sondas possui uma sequéncia
stuffer (que nao hibridiza) de tamanho variavel que permite distinguir as sondas por tamanho
[317].

A reagao de MLPA pode dividir-se em cinco etapas principais: i) desnaturagaio do DNA
e hibridizagao das sondas; ii) reagao de ligagao; iii) PCR (amplificagao); iv) separagao dos
produtos de amplificagdo por electroforese capilar; v) andlise de resultados através de

software adequado [7].
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Figura 6: Representacdo esquematica da técnica de MLPA. Primeiro ocorre a hibridizacdo da sonda
com o alvo na sequencia de DNA. Seguidamente ocorre a ligagdo dos fragmentos de cada sonda.
Posteriormente, ocorre a amplificacdo por PCR das sondas ligadas e por fim electroforese capilar e
analise de resultados. As setas indicam picos cujas intensidades sdo superiores aos picos controlo
sugerindo um aumento do nimero de cépias de DNA para aquela regido. Adaptado de Willis, A. et al
[32].




Primeiro o DNA é desnaturado e hibridizado com a mistura de sondas, em que os dois
fragmentos de cada sonda vao reconhecer especificamente as suas sequéncias alvo
adjacentes e hibridizar num processo que ocorre durante cerca de 16 horas. Na etapa de
ligacao, na presenga de uma perfeita correspondéncia entre as sondas e o alvo, ocorre a
ligacao dos dois fragmentos de cada sonda pela agao da ligase [31]. Na fase seguinte de PCR,
serao amplificados apenas os fragmentos ligados. No MLPA nao é o DNA da amostra que é
amplificado durante o PCR, mas sim as sondas que hibridizaram com a sequéncia de DNA da
amostra [33]. Assim, a quantidade de produtos do PCR é diretamente proporcional a
quantidade das sequéncias alvo na amostra e cada sonda gera um produto amplificado que
pode ser distinguido através do tamanho [7]. Os produtos de PCR s3ao separados e
quantificados por electroforese capilar e podem ser entido analisados. As divergéncias entre
as diferentes amostras de DNA podem ser detetadas comparando os padroes de picos
resultantes do MLPA com o padrao de hibridizagao de amostras controlo [33].

Para a analise de resultados é feita uma normalizagao, quer intra-amostra, quer inter-
amostras. Em cada amostra sao comparados os picos das sondas especificas de genes de
interesse com os picos das sondas referéncia. As sondas referéncia sao dirigidas a sequéncias
expectaveis de ter um numero normal de copias em todas as amostras testadas. Além disso,
os picos padrao da amostra de interesse sao comparados com os obtidos nas amostras
controlo incluidas na mesma pesquisa. As amostras controlo pertencem a individuos
saudaveis, que possuem um numero normal de copias para as regioes genéticas estudadas.
Deste modo, é possivel detetar delegoes ou duplicagoes nas sequéncias alvo das sondas
correspondentes de MLPA [33].

As suas principais vantagens sao permitir a aplicagao de varias amostras de uma so vez,
utilizando um Unico tubo de reagao para cada amostra, os resultados sao obtidos em 24-48h,
requer pouca quantidade de DNA e com um protocolo relativamente pouco trabalhoso e

rapido [32].




4. ARRAY COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDIZATION (ACGH)

O Array CGH [34], por vezes chamado cariotipo molecular [35], é uma técnica com
grande resolugao que deteta alteragoes no numero de copias do genoma. Em comparagao
com o cariotipo convencional, o aCGH oferece uma resolugao entre 10 kb e IMb em vez de
cerca de 5 Mb, e deteta pelo menos o dobro das alteragoes [36].

Um microarray utiliza uma superficie de vidro onde sao colocadas e fixadas muitos
milhares de sondas de DNA ou oligonucledtidos em coordenadas definidas com precisao
num formato de alta densidade. Cada um dos milhares de sondas diferentes pode hibridizar
com as sequéncias alvo do DNA em estudo [28]. As sondas para aCGH podem ser baseadas
em bacterial artificial chromosomes (BAC) ou oligonucleétidos. Dependendo da cobertura
gendémica, em geral, os arrays de oligonucleétidos tém potencial para uma melhor resolugao
com capacidade para detetar alteragoes menores que os arrays de BAC [37].

Existem varios formatos para o aCGH (Figura 7), com maior ou menor densidade de

sondas, que podem ser escolhidos consoante o objetivo do estudo e a resolugao pretendida.
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Figura 7: Varios formatos para array. Adaptado de [38].

A resolucao é dependente, em primeira instancia, da plataforma utilizada. Quanto maior
o numero de sondas, maior sera a resolucao e consequentemente maior sera a informagao
obtida. Contudo, quanto mais alta a resolugao, mais complexa é a interpretagio dos

resultados [39].
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No aCGH as amostras de DNA em estudo e referéncia sao marcadas com diferentes
fluordforos (por exemplo Cy3 - verde e Cy5 - vermelho) e hibridizadas simultaneamente na
presenca de Cot-l DNA' para minimizar a hibridizagio a sequéncias repetitivas. Apos a
hibridizagao, lavagem e scanning, as intensidades de fluorescéncia do Cy3 e Cy5 para cada
sonda sao medidas, normalizadas e feito o log2 dos racios do DNA em estudo (por exemplo
marcado com o fluoréforo Cy5) dividido pelo DNA referéncia (por exemplo marcado com
o fluoroforo Cy3) e sao representadas nos locais do cromossoma correspondente [40]

(Figura 8).
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Figura 8: Esquema representativo do processo do aCGH. O DNA em estudo e referéncia sio marcados com
diferentes fluorocrémo e aplicados no microarray competindo pelos locais de ligacdo. Seguidamente um scanner
mede as intensidades de fluorescéncia. Com software adequado analisam-se os resultados. Adaptado de [41].

As regides cromossémicas aneuploides sao detetadas como um desvio do racio
logaritmico das intensidades das sondas da amostra contra a referéncia [36]. Para cada
posi¢ao o valor 0 indica um numero equilibrado de cépias (log2 (2/2) = 0), enquanto que o
valor 0,58 (log2 (3/2) = 0,58) indica um ganho em relagao a referéncia e o valor -1 (log2
(1/2) = -1) indica a perda de uma cépia no DNA da amostra em comparagaio com a
referéncia [40,36].

Uma variante deste método é o design em loop, no qual sao realizadas trés hibridizagoes,
comparando trés pacientes entre si (Paciente | vs. Paciente2, Paciente 2 vs. Paciente 3,

Paciente 3 vs. Paciente |) servindo de referéncia uns para os outros. Nesta alternativa

' DNA placentario enriquecido com sequéncias repetitivas. [42]
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medem-se as intensidades de fluorescéncia das trés amostras em estudo, nio sendo
necessaria uma amostra referéncia. Assim, apenas trés arrays sao utilizados obtendo-se duas
medi¢coes para cada uma das amostras. No entanto, uma vez que o aCGH s6 deteta
alteragoes desequilibradas, os pacientes hibridizados em conjunto nao podem possuir as
mesmas alteragoes (delegoes ou duplicagoes), pelo que deve ter-se o cuidado de associar
pacientes com fendtipo distinto, dado que é menos provavel possuirem as mesmas
alteragoes [36].

O aCGH permite o estudo simultineo de varios loci que podem estar associados a
doengas bem caracterizadas permitindo o diagndstico mais rapido e menos honeroso.
Podem ser detetadas alteragoes em mosaico (se nao for de baixa expressao), desequilibrios
subteloméricos, microdele¢oes e microduplicagoes. Além disso, o aCGH é capaz de revelar
numerosas copy number variations (CNVs?) de significado clinico ainda nio conhecido
dispersas ao longo do genoma humano [43].

As CNVs podem ser classificadas como i) patogénicas (sindromes estabelecidos,
variantes de novo, e grandes alteragoes), ii) variantes de significado clinico incerto (variants of
uncertain significance - VOUS), iii) provavelmente benignas (nao reportadas nas bases de
dados mas herdadas de um parente saudavel) [44]. As VOUS sao consideradas assim devido
a sua baixa frequéncia nos pacientes e auséncia nas populagoes controlo [37].

Quando uma CNV de significado desconhecido é identificada, os genes localizados
dentro dessa zona tornam-se potenciais candidatos, orientando a descoberta de genes
associados a doengas [43, 36]. Contudo, os efeitos das CNVs no fenotipo por vezes nao sao
claros e dependem principalmente se os rearranjos afetam genes sensiveis a dosagem ou
sequéncias reguladoras [45].

Algumas CNVs provavelmente representam uma variagao normal na populagao, pois sao
identificadas tanto em pacientes como em individuos fenotipicamente normais
aproximadamente na mesma proporg¢ao [37]. Deste modo, a principal causa das dificuldades

de interpretagao € a presenga de numerosos polimorfismos no genoma humano [46].

2 CNV: segmento de DNA de tamanho variavel entre | K e varios Mb que representa uma desproporgio entre
dois genomas. As CNVs perturbam o equilibrio diploide normal de um determinado locus e podem resultar de
delegoes, duplicagoes, segregagoes anémalas de translocagoes, insergoes e inversoes [45].
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B. Analise e Interpretacdo de Casos Clinicos

Foram analisados cinco casos clinicos de modo a permitir avaliar a estratégia laboratorial

usada e a interpretagao dos resultados.

I. CASO CLiNICO |

Menino de 4 anos com atraso de desenvolvimento psicomotor. A crianga foi
previamente estudada por array CGH noutro laboratério, tendo sido encontrada uma
delegao de 1,66 Mb em 22ql3.3: 22q13.3(49,513,903-51,178,264)x1.

Segundo as guidelines, os resultados andémalos devem ser confirmados por outra
tecnologia. Também para salvaguardar a probabilidade de uma alteragao estrutural
envolvendo a regiao 22ql3.3 deve fazer-se o cariograma. Estando esta regiao associada a
sindrome de Phelan-McDermid e havendo sondas para o locus N85A3, procedeu-se ao

estudo do caso pela técnica de FISH.

MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS

FISH utilizando sonda para o locus N85A3 (Cytocell-Aquarius; REF LPU 010) que hibridiza
em 22q13.33 nas posigoes nucleotidicas (51,113,070-51,171,641) aproximadamente.
Analise citogenética convencional com estudo do cariotipo a partir de cultura celular

sincronizada de linfocitos, espalhamento de metafases e bandagem GTG.

ANALISE E INTERPRETAGCAO

Apos hibridizagao de uma sonda dirigida para a regiao 22q13.33 e outra para a regiao
critica da sindrome DiGeorge (utilizada como controlo) obteve-se o seguinte resultado

(Figura 9):
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Figura 9: Observacido ao microscopio de fluorescéncia de células em
metafase com uso da técnica de FISH. Sonda de sequéncia unica a
vermelho para a regido critica da sindrome de DiGeorge (regido
22ql1.21). Sonda teloméricas a verde para o locus N85A3 que inclui
o gene SHANK3 (22q13.33).

Observam-se os dois sinais da sonda controlo (vermelho) e apenas um para a sonda
especifica da regiao 22ql3.33 a verde (locus N85A3 que inclui o gene SHANK3), o que
confirma a delegao encontrada por aCGH noutro laboratério e que leva a suspeita de um
rearranjo estrutural no cromossoma 22.

A citogenética convencional mostrou que o cromossoma 22 com a dele¢ao na regiao

terminal apresenta uma estrutura em anel (Figura 10).
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Figura 10: Cariograma de um individuo do sexo masculino com um cromossoma 22 em anel.
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Os cromossomas em anel geralmente formam-se a partir de quebras nas extremidades
de um ou de ambos os bragos do cromossoma, com perda de material genético.
Alternativamente, podem formar-se anéis completos pela simples unidao das zonas
teloméricas, sem perda de material genético [47]. No caso estudado neste trabalho, a
formagao do anel envolve a quebra da extremidade 22q12.33.

A formagao de anéis podera ser um mecanismo para estabilizar cromossomas com
delegoes terminais nomeadamente durante os primeiros estados embrionarios, contudo
estes mecanismos ainda nao estao completamente compreendidos [48].

A delecao na regiao 22ql3.33 esta associada a sindrome de Phelan-McDermid, sendo
que o diagnostico é essencialmente molecular [48]. As delegoes nesta regiao (22ql3.33)
levam a haploinsuficiéncia do gene SHANK3, e o fenotipo associado a esta sindrome
caracteriza-se principalmente por hipotonia neonatal, atraso cognitivo moderado a severo,
atraso de desenvolvimento da linguagem, e por vezes estd associado a perturbagao do
espetro do autismo [49]. Dado que a crianga apresenta atraso de desenvolvimento
psicomotor, pode concluir-se que as caracteristicas da sindrome de Phelan-McDermid sao
consistentes com o fenotipo observado na crianga. As delegoes na porgao terminal do
cromossoma 22 ou a presen¢ga de um cromossoma 22 em anel causam as mesmas
manifesta¢oes fenotipicas [50].

Para perceber se a alteragao é herdada ou de novo estudaram-se os pais da crianga por

citogenética convencional e por FISH sendo que os resultados foram normais (Figura | 1).

Figura | 1: Observacdo ao microscopio de fluorescéncia de células em metafase com uso da técnica de FISH dos pais (A -
Maie; B - Pai ) de uma criangca com sindrome de Phelan-McDermid. Ambas as sondas, controlo (vermelho) e para o locus
N85A3 que inclui o gene SHANK3 (verde) mostram sinais normais de hibridiza¢io.

Podem observar-se sinais normais (um verde e um vermelho) para cada cromossoma

22, o que significa que nenhum dos pais tem a delegao no cromossoma 22. A morfologia dos
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cromossomas 22 nos pais elimina também a presenca de um cromossoma em anel. Assim,
podemos concluir que a alteragao encontrada na crianga é de novo. Deste modo, existe um
baixo risco de recorréncia, contudo pelo facto de estar envolvida uma alteragao

cromossomica € posto a disposi¢ao do casal a possibilidade de DPN em gestagoes futuras.
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2. CAso CLiNICO 2

Menina de 7 anos com atraso de desenvolvimento psicomotor e autismo, sem
dismorfismos. Devido ao facto da mae da menina se encontrar gravida de gémeos, foi pedido
o estudo da crianga para a sindrome de X-Fragil uma vez que é uma das causas de atraso de
desenvolvimento psicomotor e seria importante este estudo para posteriormente oferecer

DPN a progenitora.
MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS

Efetuou-se um PCR convencional para determinagao do numero de tripletos CGG. Foi
também utilizado o kit comercial da Asuragen (TP-PCR) de acordo com as instrugoes do
fabricante, utilizado para confirmagao de resultados uma vez que permite detetar pré-
mutagoes de grande dimensao e mutagoes completas.

ANALISE E INTERPRETACAO

A andlise por PCR convencional (primers C/F) (Figura 12) revelou a presenga de apenas

um alelo normal com 30 repeti¢coes CGG.
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Figura 12: Electroforegrama obtido ap6s PCR convencional revelando um alelo normal (30 CGG)
representado pela seta.

O segundo alelo esta ausente, o que pode significar que a menina é homozigética normal
ou é portadora de uma mutagao completa. Assim, procedeu-se a analise através TP-PCR

Asuragen (Figura 13):

27



180 280 380 az0 s80 520 780 880 980 1020

5000

3000

2000 \

4000

Figura 13: Electroforegrama obtido apos TP-PCR revelando um alelo normal (30 CGG) representado pela
seta e uma mutacido completa (287 CGG) dentro do retangulo.

Observa-se a presenga de um alelo normal com 30 repeticoes CGG e ainda um alelo
com 287 repetigoes CGG, correspondente a uma mutagao completa.

Os dados sao consistentes com a sindrome do X-fragil, que sera a patologia responsavel
pelo fenotipo apresentado. Estudou-se a progenitora (individuo 1I-2 na Figura 16) para
determinar a origem da mutagao completa e verificou-se no PCR convencional (Figural4) a
existéncia de dois fragmentos amplificados, um normal com 30 repeticoes CGG e outro preé-

mutado com 75 repeticoes CGG.
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Figura 14: Electroforegrama obtido ap6s PCR convencional revelando um alelo normal (30 CGG)
representado pela seta e um alelo pré-mutado (75 CGG) representado pelo retingulo, com ampliacdo da
imagem.
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Como forma de confirmagao, efetuou-se o TP-PCR Asuragen (Figura 15):

so00

]
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Figura 15: Electroforegrama obtido apos TP-PCR revelando um alelo normal (30 CGG) representado pela
seta a negro e um alelo pré-mutado (79 CGG) representado pela seta a vermelho.

Verificando-se a presenga de um alelo normal com 30 repetigoes CGG e ainda um alelo
pré-mutado com 79 repeticoes CGG.

Confirma-se assim que a mae possui um alelo normal e um alelo pré-mutado, o qual tera
expandido, sendo que a filha herdou o alelo com a mutagao completa responsavel pelo
fenotipo apresentado. Uma vez que esta sindrome tem um caracter familiar, devem estudar-
se outros membros da familia (Figura 16). Posto isto, verificou-se que um sobrinho também
apresentava atraso de desenvolvimento psicomotor (individuo IlI-4) e cuja progenitora (lI-4)

também se encontrava gravida (I1I-5):

|||/'I 2 3 4 5

O Mulher D Homem . Sindrome X-Fragil

@ Portador pré-mutagio /' Probando

<>Gravidez, sexo desconhecido JZ @ Falecido

Figura 16: Heredograma familiar do caso em estudo para a Sindrome
de X-Fragil.
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Deste modo, pediram-se amostras de sangue do individuo II-3 (tio materno da menina)
e também do individuo Ill-4 (primo). Observou-se o seguinte:
Individuo 111-4 estudado por PCR convencional (Figura 17) apresentava um alelo normal

com 2| repetigoes CGG.
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Figura 17: Electroforegrama obtido ap6s PCR convencional revelando a presenca de um alelo normal (21
CGG) representado pela seta.

Individuo II-3 estudado por PCR convencional (Figura |8) apresentava um alelo normal

com 30 repeticoes CGG.
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Figura 18: Electroforegrama obtido ap6s PCR convencional revelando a presenca de um alelo normal (30
CGG) representado pela seta.

Conclui-se assim que o fenétipo apresentado pelo primo da menina nao se deve a
sindrome de X-fragil, apresentando um alelo com nimero de repeticdes normal. E como o
seu pai (lI-3) também possui um alelo normal, nao ha risco de transmitir esta sindrome a
descendéncia.

Procedeu-se ao DPN, dado que a mae da menina (lI-2) estava gravida de gémeos e ha
50% de hipoteses de transmitir o alelo pré-mutado a descendéncia, o qual pode expandir

para mutagao completa. Apos analise aos fetos, verificou-se que um era do sexo masculino e
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possuia um alelo normal, e o outro era do sexo feminino e portador de um alelo pré-
mutado. Assim, pode concluir-se que os fetos nao manifestardo a sindrome de X-fragil,
contudo, no futuro, o feto do sexo feminino devera ser alertado para o risco de transmitir a

mutagao completa a descendéncia e para possibilidade de sofrer menopausa precoce.
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3. CASO CLiNICO 3

Menina de 10 anos com défice cognitivo e dificuldades de aprendizagem, havendo
historia familiar positiva de atraso intelectual. Deste modo, foi pedido o estudo da sindrome
de X-Fragil e das regides subteloméricas, pois alteragdes nestas regides estao
frequentemente associadas a estes quadros clinicos. Além disso, deve ser feito o estudo do

cariograma para salvaguardar a presenca de rearranjos estruturais.

MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS

Procedeu-se ao estudo do cariograma a partir de cultura celular sincronizada de
linfocitos, espalhamento de metafases e bandagem GTG. Foi feito PCR convencional para a
pesquisa de Sindrome de X-fragil. Utilizou-se a técnica de MLPA recorrendo ao painel para o
estudo das regioes subteloméricas (SALSA MLPA P-036) segundo as instru¢oes do fabricante

e para confirmagao do resultado foi feito FISH.

ANALISE E INTERPRETACAO

Do estudo do caridtipo, concluiu-se que este apresentava uma constituicao feminina
normal 46,XX. De igual modo, a andlise para a Sindrome de X-fragil revelou-se normal,
mostrando que a menina apresentava alelos com 25 e 32 repeticoes CGG. Posteriormente,
procedeu-se a técnica de MLPA para pesquisa de microdelegoes nas regices subteloméricas
e através da analise com software adequado (Tabela |) observaram-se os seguintes

resultados:

Tabela I: Resultados obtidos utilizando o painel de sondas P-036, ap6s analise através de software adequado.

Gene cl Crianca Mae Pai Irma
pos

Ré&cio Ré&cio Ré&cio Ra&cio
TNFRSF4 probe 2269-L01761 01p
KIAA1720 probe 2392-102149 01q
ACP1 probe 2274-L08758 02p
CAPN10 probe 1742-L01308 029
CHL1 probe 1721-.01329 03p
BDH probe 2013-L02052 39

FLJ20265 probe 2005-L02047 04p

TRIML2 probe 7046-L06655 4q
PDCD6 probe 1723-.01327 05p
GNB2L1 probe 3319-L02737 05q
IRF4 probe 1724-L02048 06p
PSMB1 probe 1746-L01304 06q
CENTAL probe 2275-L02049 07p
VIPR2 probe 1747-.01303 07q
FBXO25 probe 2397-L01845 08p
KIAA0150 probe 1748-L01302 08q

33



DMRT1 probe 1727-L02050 09p
EHMT1 probe 8205-L08170 09q
KIAAQ934 probe 2277-L01768 10p
PAO probe 9142-L09953 10q
RIC-8 probe 3315-L02733 11p
KIAA0056 probe 1751-L01299 11q
SLC6A12 probe 2276-L01767 12p
ZNF10 probe 2687-L02154 12q
PSPC1 probe 2399-L01847 13p
F7 probe 1753-L01297 13q
HEI10 probe 1732-L01318 14p
MTA1 probe 2778-L02201 14q
MKRN3 probe 7291-L08858 15p
ALDH1A3 probe 1755-L01295 15q
POLR3K probe 1734-L01316 16p
GAS11 / GASS8 probe 3201-L02669 169
RPH3AL probe 1735-L01315 17p
TBCD probe 1757-L01293 17q
USP14 probe 1736-L02051 18p
FLJ21172 probe 1758-L01292 18q
CDC34 probe 1737-L01313 19p
BC-2 probe 9143-L10626 19q
SOX12 probe 2396-L.01844 20p
OPRL1 probe 2688-L02884 20g
RBM11 probe 1739-L01311 21p
HMT1 probe 2586-L02059 21q
BID probe 1740-L01310 22p
RABL2B probe 1762-L08761 22q
SHOX probe 1148-.01331 X/Yp
SYBL1 probe 1763-L02150 X/Yq

Detetou-se uma delegao na regiao subtelomérica do brago curto do cromossoma 4
(regiao 4pl16.3) na menina em estudo, esquematizada na Figura 19. A mesma delegao foi
encontrada na irma, (que também apresenta atraso geral de desenvolvimento psicomotor) e

no pai (Tabela I).
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Figura 19: Ideograma do cromossoma 4 representando a regidao em delecdo. Adaptado de [51].

Os rearranjos cromossomicos desequilibrados, particularmente os que envolvem as
regioes subteloméricas, tém demostrado estar associados a défice cognitivo [52-54]
presumivelmente devido as caracteristicas estruturais das terminagoes dos cromossomas
[55]. Estas regides sao ricas em genes e muito polimorficas, havendo assim uma maior
suscetibilidade para rearranjos cromossémicos [55].

Sabe-se ainda que as dele¢coes na regiao 4pl6.3 podem incluir a regido critica da
sindrome de Wolf-Hirschhorn [56]. Esta sindrome manifesta-se através de atraso de
desenvolvimento psicomotor, convulsdes e os individuos portadores apresentam
determinadas caracteristicas faciais [56]. Assim, para esclarecer se o fen6tipo manifestado se
relaciona com esta sindrome, recorreu-se a técnica de FISH utilizando uma sonda para a

regiao critica da sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHSCI) (Figura 20), bem como uma sonda
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para a regiao subtelomérica 4p (locus D4S3359) para confirmar o resultado obtido por MLPA

(Figura 21).

Figura 20: Observacdo ao microscopio de fluorescéncia de uma
célula em metafase com uso da técnica de FISH. Sonda de
sequéncia Unica a vermelho para a regido critica da sindrome de
Wolf- Hirschhorn (regido 4plé6.3). Sonda centromérica (regido
4pl1.2-ql1.1) a verde como sonda controlo. Ambas as sondas, para
a regido critica (vermelho) e para a regido controlo (verde)
mostram sinais normais de hibridizacao.

Figura 21: Observacdo ao microscopio de fluorescéncia de uma
célula em metafase com uso da técnica de FISH. Sonda telomérica
a verde para o locus D4S3359 (regidao 4pl16.3). Sonda telomérica a
vermelho para a zona terminal do braco longo do cromossoma 4
(regido 4q35.2) usada como controlo. Combinadas com sonda a
aqua para o cromossoma 2| (regido 21q22.12) usada também como
sonda controlo *. Observa-se apenas um sinal a verde (regido 4p16.3
em dele¢do num dos cromossomas).
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A sonda para o locus D4S3359 confirmou a microdelegao em 4p encontrada por MLPA.
No entanto, a sonda para a regiao critica da sindrome de Wolf-Hirschhorn revelou um
resultado normal, permitindo concluir que a delecao encontrada é distal a este locus.

Assim, a deleg¢do na regiao terminal do brago curto do cromossoma 4 podera ser
responsavel pelo fendtipo manifestado nas duas irmas e tera sido herdada do pai, que
provavelmente possui fenétipo associado.

Seria interessante estudar este caso por array CGH para redefinir com mais precisao o
tamanho da delegao e os pontos de quebra e ainda verificar quais os genes envolvidos para
assim conseguir estabelecer com maior rigor a relagdo entre o gendtipo e o fendtipo
manifestado. Seria também importante estudar o pai e os seus progenitores de modo a
avaliar se a delegao observada tem origem familiar e consequentemente estabelecer a
necessidade de estender o estudo a outros familiares. Posteriormente, estes resultados sao
explicados aos familiares em consulta de aconselhamento genético assim como é oferecida a

possibilidade de DPN em futuras gestagoes.
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4. CASO CLiNICO 4

Menino de |4 anos com perturbagao do espectro do autismo. Foi pedido estudo por
MLPA para as regioes associadas ao autismo uma vez que existe um painel de sondas
especifico para estes estudos. Para salvaguardar a existéncia de rearranjos estruturais, deve

ser feito o estudo do cariograma.

MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS

Procedeu-se a andlise citogenética convencional para estudo do cariograma a partir de
cultura celular sincronizada de linfocitos, espalhamento de metafases e bandagem GTG.
Utilizou-se a técnica de MLPA recorrendo ao painel de sondas (SALSA MLPA P-343) para
detecao de alteracao do normal nimero de cépias nas regioes associadas ao autismo.
Confirmaram-se os resultados por FISH utilizando a sonda para o cromossoma |5, locus

UBE3A.

ANALISE E INTERPRETACAO

O estudo do caridtipo revelou um pequeno aumento da regiao proximal do brago longo

do cromossoma |5 na regiao ql 1.2 (Figura 22).
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Figura 22: Cariograma de um individuo do sexo masculino mostrando um cromossoma |15 com
duplicagdo da regido proximal. 46,XY,dup(15)(ql 1.2ql1.2).
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Efetuou-se a técnica de MLPA para o caso em estudo juntamente com um controlo
normal (Tabela 2) e apds andlise com software adequado obtiveram-se os seguintes

resultados:

Tabela 2: Resultados obtidos utilizando o painel de sondas P-343ap6s analise por software adequado.

Gene Chr pos Length (nt) Crianca Controlo
SNRPN-HB2-85 probe 12718-L13906 15gq11.2 214
SNRPN-HB2-85 probe 12720-L13795 15g11.2 475

UBE3A probe 01317-L00864 15g11.2 256
UBE3A probe 10886-L14677 15gq11.2 244
UBE3A probe 10883-L11553 15g11.2 142
UBE3A probe 04620-L.14668 15g11.2 160
UBE3A probe 10880-L11550 15g11.2 197
ATP10A probe 11165-.12883 15912 270
ATP10A probe 12964-1.14669 15q12 136
GABRB3 probe 01315-L09339 15912 220
GABRB3 probe 10875-L11545 15912 292
GABRB3 probe 10874-L11544 15912 382
GABRB3 probe 10872-L.11542 15g12 148
GABRB3 probe 10870-L11540 15q12 319
GABRB3 probe 10868-L.11538 1512 184
GABRB3 probe 10867-L11537 15912 355
OCA2 probe 02040-L01553 15g13.1 436
OCA2 probe 02041-L03725 15013.1 445
APBAZ2 probe 01314-L00867 15g13.1 202
NDNL2 probe 08377-L08231 15g13.1 178
TJP1 probe 08389-L14671 15g13.1 300
TRPM1 probe 08397-L14672 15013.3 373
KLF13 probe 08376-L08230 15g13.3 166
CHRNAY probe 12956-L08237 15g13.3 286
SCG5 probe 12954-L14464 15g13.3 492
SCGS5 probe 12951-L14742 15g13.3 427
LAT probe 11677-L12448 16p11.2 481
SPN probe 11672-1.12443 16p11.2 364
MAZ probe 11669-L12440 16p11.2 238
MAZ probe 11673-L12444 16p11.2 418
MVP probe 00550-L00372 16pll.2 346
SEZ6L2 probe 11668-L12439 16p11.2 208
HIRIP3 probe 11674-L12445 16p11.2 454
HIRIP3 probe 11667-L14670 16p11.2 172
DOC2A probe 13162-1.12447 16pll.2 226
MAPKS3 probe 11675-L12446 16p11.2 465
CD2BP2 probe 11671-1.12442 16p11.2 337
SHANKS3 probe 06784-L06376 22g13.33 309
SHANKS3 probe 14190-L15800 22913.33 391
SHANKS3 probe 06787-L07383 22913.33 232
Reference probe 10243-.02149 01944 265
Reference probe 05297-L04685 03g11 328
Reference probe 07208-L06858 07pl4 409
Reference probe 10218-L14675 07922 500
Reference probe 09431-L09680 11913 154
Reference probe 02658-.02125 11923 250
Reference probe 09727-L10077 12924 130
Reference probe 09176-L09350 17911 124
Reference probe 09979-L.10438 19p13 190

Verifica-se a presenga uma duplicagao no braco longo do cromossoma |5 na regiao
I15q11.2.15q12 (esquematizado na Figura 23), sendo que este resultado corrobora o

resultado observado no cariétipo.
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Figura 23: Ideograma do cromossoma |5 representando a regido em duplicacdo. Adaptado de [51].

q23

As regides proximais dos cromossomas acrocéntricos, particularmente a regiao
159l 1.2, estao frequentemente envolvidas em rearranjos estruturais [57]. O cromossoma |5
foi identificado como sendo rico em low copy repeats (LCR’s) [58], que promovem uma
recombinagao homologa nao alélica durante a meiose | gerando pontos de quebra na regiao
I15q11.2.q13 [59-62]. Além disso, tem sido demonstrado que as duplicagoes na regiao
I5q11.q13 sao as alteragoes mais comuns em individuos com autismo [63-66] e as CNVs
nestas regioes contribuem significativamente para a etiologia das perturbagoes do espectro
do autismo [64, 67].

Assim, pode concluir-se que a duplicagao detetada é responsavel pelo fendtipo
observado. Para confirmar o resultado, aplicou-se a técnica de FISH (Figura 24) utilizando

uma sonda especifica para o locus UBE3A no cromossoma 15:

Figura 24: Observacdo ao microscopio de fluorescéncia de uma
célula em metafase com uso da técnica de FISH. Sondas de
sequéncia Unica a vermelho para o locus UBE3A (regido 15ql1.2) ea
verde para a regido controlo I5qter (15q26.3). As sondas controlo
hibridizam normalmente, e a sonda para a regido critica (locus
UBE3A) hibridiza duas vezes num dos cromossomas |5.

Observam-se ambos os cromossomas |5 com um sinais para a sonda controlo (verde)
que hibridiza em 15q26.3 e serve para identificar nao sé o cromossoma alvo assim como

providencia um controlo para o processo de hibridizagao. Um dos cromossomas 15
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apresenta dois sinais para o locus UBE3A (vermelho), o que confirma a duplicagao detetada
por MLPA.

Sabe-se que a regiao 15q é rica em genes, sendo que a expressao de alguns desses genes
¢ limitada ao sistema nervoso [68]. A origem parental das alteragoes pode influenciar o
fenotipo [69], pois individuos com duplicagoes na regiao 15ql1.2.q13 demostram diferengas
fenotipicas consoante a origem parental do cromossoma, sendo que alteragoes de origem
materna estao associadas a um fenotipo mais severo [68]. Estes dados sugerem que a
suscetibilidade para o autismo nesta regiao possa estar sujeito a imprinting [68].

O fendmeno de imprinting € um mecanismo epigenético em que um segmento de um
cromossoma fica metilado (logo a expressao é impedida) de acordo com o sexo do
progenitor de origem [3].

Estudou-se a mae e um irmao do menino que apresentaram resultados normais para
esta regiao. Contudo, nao foi possivel esclarecer se a alteragao é de novo ou herdada, pois

nao foi possivel o estudo do progenitor.
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5. CASO CLiNICO 5

Menina de 2 anos com atraso de crescimento, cardiopatia (comunicagao intraventricular
sub-aortica, estenose pulmonar e canal arterial), macrocefalia relativa e hipoplasia das asas
do nariz. Foi pedido estudo por aCGH de 180 K para esclarecimento das causas do fenotipo
manifestado uma vez que apresenta varias anomalias congénitas e atraso de crescimento, o
que pode ser indicativo de uma sindrome de microdelecao. Deve ser feito também estudo

do cariograma, para acautelar a presenga de rearranjos estruturais.

MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS

Procedeu-se ao estudo do cariograma a partir de cultura celular sincronizada de
linfocitos, espalhamento de metafases e bandagem GTG. Posteriormente, procedeu-se a
andlise por aCGH utilizando um array de oligonucledtidos de 180 K da Agilent. A leitura do
slide foi feita utilizando um scanner Agilent e a anadlise foi feita recorrendo a software
adequado. Recorreu-se a MLPA para confirmar resultados, utilizando para isso o painel para

sindromes de microdelegao (MLPA SALSA P297-BI).

ANALISE E INTERPRETACAO

Através de citogenética convencional encontrou-se uma delegao no brago longo do

cromossoma 2 na regiao q32 (Figura 25):
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Figura 25: Cariograma de um individuo do sexo feminino mostrando uma delecio
intersticial no braco longo do cromossoma 2. 46,XX,del(2)(q32.1-q32.3).
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O caso foi estudado por Array CGH para delimitar a regiao em delegao identificando as
posi¢coes nucleotidicas que a flanqueiam. Apds a andlise dos resultados confirmou-se a

delegio no brago longo do cromossoma 2 com aproximadamente 7 Mb (Figura 26):
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Figura 26: Perfil do cromossoma 2 obtido por aCGH.
A - delecdo em 2q32.1q23.3;

B - genes envolvidos na delegio;
C - perfil de CNV’s.

Foi adicionalmente identificada uma alteragao inesperada: uma dele¢ao no brago curto

do cromossoma 20 entre a regiao pl2.2 e p 12.3 com aproximadamente 4Mb (Figura 27):
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Figura 27: Perfil do cromossoma 20 obtido por aCGH.
A - delecdo em 2q32.1q23.3;

B — genes envolvidos na delecgéo;

C - perfil de CNV’s.

Verificaram-se os genes envolvidos nas alteragdes encontradas no cromossoma 2 na
regiao 2q32.1932.3 e no cromossoma 20 na regiao pl12.2pl2.3, que podem ser responsaveis
pelo fenétipo manifestado. Deu-se especial importancia aos genes patogénicos (reportados
na base de dados Online Mendelian Inheritance in Man - OMIM), e a que fendtipo estao
normalmente associados (Tabela 3). Deste modo, verificou-se o seguinte para os

cromossomas 2 e 20:
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Tabela 3: Genes patogénicos (OMIM) com o respetivo fen6tipo nos cromossomas 2 e 20, que se encontram em delecdo
no caso clinico apresentado.

Cromossoma  Gene  Fendtipo

Sindrome Ehlers-Danlos tipo Il (hipermobilidade): prolapso da
valvula mitral; pele mole e hiperextensivel; relaxamento das
articulagoes

Sindrome Ehlers-Danlos tipo IV (vascular): estatura baixa, labios
finos orelhas sem lobulos, nariz pequeno; prolapso da vélvula
mitral, aneurisma intracraniano, pneumotorax espontaneo,
hemoptise;  prolapso  uterino;  prolapso da  bexiga;
hipermobilidade das articulagoes interfalangiais distais; pele
fragil,

Sindrome Ehlers-Danlos tipo | (severo): estatura baixa, maxilar
estreito, prolapso valvula mitral, dilatagio da base da aorta,
hipotonia na infancia, hipermobilidade das articulagoes

Cromossoma 2

Hemocromatose tipo IV: deficiéncia em ferroportina

Hipertrofia muscular

Deficiéncia em 3-hridroxisobutil-CoA hidrolase: tetralogia de
Fallot (estenose pulmonar; aorta deslocada; defeito do septo
ventricular; hipertrofia do ventriculo direito), face dimorfica,
anomalias nas vertebras

Susceptibilidade para o lupus eritematoso sistémico

Susceptibilidade para infe¢oes por micobacterias e virais

Encefalopatia epilética na infancia: convulsdes

Sindrome auriculocondilar:  macrocefalia, cara redonda,
bochechas proeminentes, fenda auricular, fenda do palato,
dificuldades de mastigagao e da fala, hipoplasia do condilo
mandibular

Sindrome Bardet-Bied 6: obesidade, hipertrofia ventricular
esquerda, defeitos cardiacos congénitos, hipertensao, fibrose
hepatica, anomalias  renais, polidactilia, atraso de
desenvolvimento

Sindrome McKusic-Kaufman: doenga cardiaca congénita,

Cromossoma 20

hipoplasia dos pulmoes

Surdez, defeitos cardiacos congénitos, tetralogia de Fallot

Sindrome Alagille: anomalias faciais, nariz longo com a ponta
bulbosa, estenose da artéria pulmonar, defeito do septo atrial,
defeito do septo ventricular, tetralogia de Fallot, contragao da
aorta, colestase, doenga hepatica, insuficiéncia pancredtica, rins
pequenos
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Na literatura, as dele¢oes reportadas na regiao 2q32 sio mais abrangentes
(2931.22932.3) que a delecao encontrada na menina, e manifestam-se como atraso de
desenvolvimento psicomotor, dismorfismos faciais, hérnia inguinal, dificuldades na
alimentagao, micrognatia [70-74]. Contudo, a menina apresenta um fenétipo menos severo
do que seria de esperar, manifestando principalmente alteragoes relacionadas com a delegao
20p 12, nomeadamente com a sindrome de Alagille, mas apenas a nivel cardiaco. A sindrome
de Alagille pode afetar o figado, coragao, esqueleto, olhos, rins, e sistema nervoso central e
podendo também manifestar-se através de caracteristicas faciais. A doenga cardiaca
congénita pode ser a Unica manifestacdo desta sindrome e pode apresentar-se como
tetralogia de Fallot e/ou outras malformagoes, como defeito no septo ventricular, defeito no
septo atrial, estenose da aorta [75], consistentes com o fenétipo da menina.

O uso da técnica de aCGH revelou-se crucial dado que, além de definir os pontos de
quebra, permitiu a descoberta da delegao no brago curto do cromossoma 20 na regiao pl2,
que se mostrou ser responsavel pelo fenétipo da crianga. Caso nao tivesse sido utilizada, nao
se iria conseguir estabelecer uma relagao entre o gendtipo e o fenotipo, ou o fendtipo seria
associado apenas com a regiao 2q32.

Para esclarecer se as alteracoes encontradas na criangca sao de novo ou herdadas
estudaram-se os progenitores. Recorrendo a citogenética convencional verificou-se que
ambos os progenitores sao normais, nao apresentando a delecao no cromossoma 2. Para
estudar a delecao no cromossoma 20 recorreu-se a técnica MLPA (kit para as sindromes de

microdele¢ao) o que foi util também para confirmar o resultado do aCGH (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados obtidos utilizando o painel de sondas P-297apés analise por software adequado.

Gene Chr pos Length (nt) Mae Pai Crianca
Racio Récio Récio

PDE4DIP probe 05712-L05712 01g21.1 130
HFE2 probe 08387-L08241 01g21.1 274
PEX11B probe 08398-L08252 01g21.1 382
PEX11B probe 08405-L08259 01g21.1 454
CD160 probe 08373-L08227 01g21.1 142
PRKAB2 probe 12949-L14104 01g21.1 319
FMOS5 probe 12944-L14099 01g21.1 220
BCL9 probe 12945-L14100 01g21.1 250
ACP6 probe 13163-L14105 01g21.1 472
GJAS probe 12946-L14101 01g21.1 256
GJAS probe 12948-.14103 01g21.1 283
PAK2 probe 08378-.08232 03g29 184
DLG1 probe 08374-L08228 03g29 136
CNTNAP2 probe 12947-L14102 07qg36.1 265
CNTNAP2 probe 12953-L14108 07qg36.1 436
C12orf11 probe 12941-L14450 12p11.23 154
PPFIBP1 probe 12943-L14461 12p11.23 172
TJP1 probe 08399-L14456 15913.1 400
TJP1 probe 08389-L14453 15g13.1 296
MTMR15 probe S0356-L13236 15913.2 119
MTMR15 probe S0357-L13235 15913.2 114
TRPM1 probe 08397-L08251 15913.3 373
TRPM1 probe 08404-L08258 15913.3 445
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KLF 13 probe 08376-L08230 15913.3 166
CHRNAY probe 12956-L14452 15913.3 289
SCGS5 probe 12954-114464 15913.3 493
SCG5 probe 12951-L14106 15913.3 418
PML probe 06253-L05759 159241 463
PML probe 06258-L09341 159241 481
PALB2 probe 07504-L07166 16p12.1 337
PALB2 probe 07496-L06744 16p12.1 409
PALB2 probe 07495-L07157 16p12.1 355
IL21R probe 03332-L02719 16p11.2 328
IL21R probe 03333-L02720 16p11.2 196
MAZ probe 11669-L12980 16p11.2 244
MVP probe 00550-L00372 16p11.2 346
HIRIP3 probe 11667-L14462 16p11.2 178
DOC2A probe 13162-L12447 16p11.2 226
MAPKS3 probe 11670-L14454 16p11.2 303
LHX1 probe 08396-L08250 17912 364
AATF probe 08381-L12887 17912 208
AATF probe 08372-L.08226 17912 148
HNF 1B probe 08969-L09065 17912 202
HNF 1B probe 08968-L14455 17912 309
HNF 1B probe 07700-L07459 17912 238
HNF 1B probe 07699-L12885 17912 161
TCF4 probe 12522-1.13572 18921.2 391
TCF4 probe 12506-L14451 18921.2 214
PAK7 probe 12942-1.14463 20p12.2 190
PAK?7 probe 12952-L14107 20p12.2 427

Os resultados de MLPA confirmam a delegao na regiao 20pl2.2 na crianga, e pode-se
concluir que a delegao é de novo, dado que nenhum dos progenitores é portador. Testando
os pais, o cariotipo revelou-se normal, todavia existe a possibilidade de mosaicismo gonadal,
pelo que, apesar do baixo risco de recorréncia, em futuras gestagoes é oferecido DPN ao

casal.
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C. Discussao geral e Conclusdes

A correta caracterizagao das alteragoes cromossémicas € crucial para estabelecer uma
adequada correlagao entre o genotipo e o fenotipo. Isto € possivel gragas ao estudo dos
cromossomas, do uso de técnicas de biologia molecular, e da andlise de casos clinicos
reportados na literatura com caracteristicas semelhantes, bem como da consulta de bases de
dados. Se a alteragao ja foi reportada antes num individuo com o mesmo fenétipo ou se uma
microdelegao/microduplicagao é frequentemente associada a um fenétipo bem definido, a
relagao causal fica estabelecida [39]. No entanto, a relagao entre o gendtipo e o fendtipo
nem sempre ¢é tao linear, principalmente com o uso de novas tecnologias como o aCGH que
devido a sua abrangéncia e sensibilidade levantam variados problemas de interpretagao de
resultados. E pois necessaria uma articulacio entre as técnicas disponiveis de forma a obter
resultados fidedignos e que as técnicas tenham uma relagao custo-beneficio adequada. Assim
€ crucial um conhecimento de base sobre as técnicas, das suas sensibilidades e
especificidades. No quadro resumo seguinte (Tabela 5) sao abordadas as técnicas utilizadas e

é feita uma comparagao entre as suas principais vantagens/desvantagens.

Tabela 5: Comparacdo entre as vantagens/desvantagens das técnicas utilizadas.

Técnica Vantagens Desvantagens

Deteta:
= Aneuploidias
= Rearranjos

Requer células em divisao
celular ativa

Citogenética » Resolugao limitada (entre 3 -
) equilibrados
convencional o 5 Mb)
= Euploidias .
. Depende da experiéncia do
= Mosaicismo o
~ . técnico
Boa relagao custo-beneficio
Deteta:
* Aneuploidias
» Rearranjos
equilibrados
* Euploidias
=  Mosaicismo Namero limitado de sondas
FISH Pode ser aplicado em Técnica dirigida
interfase ou metafase Custo elevado

Visualizagao in situ das
alteracoes

Identificacao da origem de
cromossomas marcadores
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Nao deteta rearranjos

Sensivel estruturais equilibrados
Deteta alteragoes do Técnica dirigida
numero de cépias (delegoes/ Nao deteta mosaicismo de
MLPA duplicagoes) baixa expressao
Varias amostras numa sé Resultados anémalos
amostragem motivados por SNPs no local
Boa relagao custo-beneficio  de hibridizagao ou regices
de CNVs
Nao deteta rearranjos
Muito sensivel estruturais equilibrados
Deteta alteragoes do Nao deteta mosaicismo de
aCGH numero de copias (delegoes  baixa expressao
/ duplicagoes) Custos elevados
Analise de todo o genoma Dificuldades de
interpretagao

Assim, a utilizagao das técnicas é pensada tendo em conta o objetivo do estudo. A
citogenética convencional é uma abordagem recomendada, pois permite analisar a
constituicio cromossomica dos pacientes. Além disso, as técnicas de citogenética
(convencional e FISH) sao as unicas que permitem detetar rearranjos equilibrados.

Tendo em conta o fendtipo do paciente, podem também fazer-se estudos dirigidos
utilizando diferentes painéis de sondas de MLPA especificos para varios sindromes de
microdelecao, regioes subteloméricas, autismo, entre outras, permitindo assim um
diagnostico rapido e barato, que devera depois ser confirmado por outra técnica, como FISH
por exemplo. O MLPA é também usualmente utilizado para confirmar um resultado obtido
por aCGH.

O aCGH ¢ indicado como teste de primeira linha em casos de défice cognitivo ou atraso
de desenvolvimento psicomotor fornecendo uma grande amplitude de dados que por vezes
tornam dificil a sua interpretagao.

Através de aCGH ¢ feita uma analise de todo o genoma, com alta resolugao, tornando-
se especialmente relevante para o diagndstico de pacientes sem alteragdes cromossomicas
visiveis ou com rearranjos estruturais aparentemente equilibrados [39]. A aplicagao desta
tecnologia permitiu também mostrar que a variabilidade genética entre individuos é
significativa. Os genomas de individuos sem lagos familiares podem variar significativamente,
nao na sequéncia de DNA, mas sim no numero de cépias de cada sequéncia de DNA [76,
77]. Estas CNVs causam dificuldades de interpretagao, pois pensava-se que tal como na

citogenética convencional, em que existe um modelo standard de cariotipo, também existiria
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um modelo standard de genoma para identificar alteragoes que poderiam estar implicadas na
etiologia de cada doenga [78]. Assim, é importante classificar as CNVs como benignas,
patogénicas ou VOUS e deve verificar-se se as CNVs encontradas sao herdadas ou de novo,
pois se forem herdadas de individuos fenotipicamente normais, provavelmente a CNV ¢é
clinicamente insignificante. Ainda assim, deve ter-se em conta a possibilidade de mosaicismo,
penetrancia incompleta entre outras situagoes.

As CNVs de novo devem ser comparadas com CNVs identificadas em doentes e em
pessoas saudaveis listadas em bases de dados adequadas, sendo que CNVs nao reportadas na
Database of Genomic Variants (DGV) devem ser referenciadas como patogénicas [78].
Também o tamanho da CNV deve ser tido em conta na determinagao da etiologia da
doenga, no entanto, a relevancia clinica de uma CNV relaciona-se principalmente com
numero de genes envolvidos, especialmente para os genes OMIM, se forem conhecidos
como importantes para o desenvolvimento e/ou se tém efeito de dosagem associado [78].

A disponibilizagao de informagao nas diferentes bases de dados facilita a comparagao de
resultados de aCGH de individuos com alteragoes cromossomicas, possibilitando nao sé
estabelecer a relagao gendtipo-fenétipo como eventualmente delinear novas sindromes.
Ainda assim, serao necessarios mais estudos para melhor caracterizar CNVs e elaborar
mapas de variagao genética mais abrangentes.

Assim, a aplicagao de aCGH no diagndstico de défice cognitivo e anomalias congénitas
permitiu ultrapassar as limitagoes da citogenética convencional, sem no entanto ser possivel
abdicar da mesma dada a sua importancia para uma andlise cromossémica completa. Além
disso, a citogenética convencional esta disponivel ha varias décadas sendo uma técnica
uniformizada com um sistema de nomenclatura internacional, enquanto que o aCGH é mais

divergente nas técnicas utilizadas, na cobertura genomica e na interpretacao de resultados

[44].

RISCO DE RECORRENCIA

A determinagao do risco de recorréncia requer uma historia familiar detalhada, com
elaboragcao de um heredograma completo e um diagnostico preciso. O risco de recorréncia
pretende representar a probabilidade de uma determinada condigao voltar a ocorrer numa
proxima gestacao do mesmo casal ou dentro de uma mesma familia [3]. Quando uma crianga
possui alteragoes cromossomicas associadas a fenotipo anormal deve ser feito o estudo dos
pais para verificar se a alteragao é herdada ou de novo. Os rearranjos de novo podem ocorrer

na mitose pré-meiotica, na meiose ou na mitose pos-zigotica, sendo que a maioria dos casos
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de novo tem origem na meiose. Se o rearranjo ocorre na meiose ou ha mitose pos-zigotica,
geralmente assume-se um risco de recorréncia comum a populagao em geral. Contudo se o
rearranjo ocorre na mitose pré-meidtica, pode haver mosaicismo gonadal de um dos
progenitores e aumenta o risco de recorréncia. No entanto, é dificil estabelecer o
mosaicismo gonadal como causa antes de ocorrer um segundo nascimento com a mesma
alteragao [3]. Em todo o caso, é oferecido DPN em gestagoes futuras. Nos casos em que a
alteragao é herdada o risco de recorréncia é muito superior, e devem estudar-se outros
familiares de forma a perceber se existem mais portadores da alteragao e consequentemente
providenciar aconselhamento genético também aos familiares.

Nos casos de doengas ligadas ao cromossoma X, como a sindrome de X-Fragil, o
aconselhamento genético é feito sobretudo para identificar as portadoras de alelos pré-
mutados que podem transmitir a doenga a descendéncia. No caso de mulheres portadoras
de pré-mutagao tém 50% de hipdteses de transmitir o alelo pré-mutado a descendéncia, o
qual pode ou nao expandir para mutagao completa. Os homens portadores do alelo pré-
mutado podem transmiti-lo as suas filhas mas sem risco de manifestarem a doenga, uma vez
que sé a transmissao materna € responsavel por expansoes dos alelos pré-mutados e
consequentemente pelo fenotipo na descendéncia. As portadoras de mutagao completa tém
50% de hipoteses de transmitir o alelo mutado a descendéncia e portanto os filhos que o
receberem terao sindrome de X-Fragil. Além disso, devem fazer-se estudos familiares para

efeitos de aconselhamento genético [3].

NOVAS TECNOLOGIAS

Outros métodos de genética molecular recentemente desenvolvidos providenciaram
novas ferramentas para caracterizar com precisao rearranjos cromossomicos e descobrir a
grande complexidade do genoma humano.

Desde o desenvolvimento da next generation sequencing em 2005, a sequenciagao de um
genoma inteiro pode ser conseguida em poucos dias. A sequenciagao de todo o genoma
pode revelar mutagoes pontuais e todos os tipos de rearranjos cromossémicos, incluindo
rearranjos equilibrados e pode ser utilizada para reconstruir a arquitetura do genoma, pelo
que a next generation sequencing se tornou uma alternativa aliciante aos testes baseados em
array no campo da citogenética molecular [40].

Com o aumento da resolugao dos métodos atuais e do grande nimero de variantes
estruturais encontradas em cada genoma, o desafio agora € inferir o seu impacto na variagao

normal e/ou no fenétipo dos individuos estudados [40].
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O desenvolvimento de diferentes tecnologias possibilitou o desenvolvimento da
citogenética molecular e genomica, providenciando ao clinico um melhor diagnostico dos
seus pacientes, bem como a oferta de aconselhamento genético aos familiares. Dada a
complexidade do genoma humano, torna-se desafiante a interpretagao de resultados e o
estabelecimento de causalidade entre o gendtipo e o fendtipo. Além do desenvolvimento
tecnologico, é muito importante entender a estrutura e a dinamica do préprio genoma para
que no futuro se possam ultrapassar os obstiaculos na interpretagao de resultados e

estabelecer indubitavelmente a relagao gendtipo-fendtipo.
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IV - Hematologia e Hemostase

A. Generalidades

A Hematologia € uma das areas das Analises Clinicas mais vasta que se prende
essencialmente com o estudo das células sanguineas e das suas patologias.

As células sanguineas formam-se na medula &ssea, a partir de células percursoras
hematopoiéticas sob a influéncia de diferentes fatores de crescimento. Podem dividir-se em
trés grupos principais: a série vermelha, composta pelos eritrocitos; a série branca composta
por varios tipos de leucocitos (neutrdfilos, basofilos, eosindfilos, mondcitos e linfocitos); e as
plaquetas sanguineas.

O estudo das células sanguineas pode dar informagoes importantes acerca do bom

funcionamento dos 6rgaos de origem ou de degradagao das mesmas [79].

ERITROCITOS

Diariamente formam-se cerca de 10'> novos eritrécitos num processo complexo e
rigorosamente regulado denominado eritroipoiese. Este processo € regulado pela
eritropoetina, uma hormona produzida no rim, que estimula a eritropoiese aumentando o
numero de células progenitoras dos eritrocitos. Sao necessarios também outros elementos
para uma eritropoiese eficaz, destacando-se o ferro, vitaminas (vitamina B2, folato, vitamina
C, vitamina B6, tiamina, riboflavina) e hormonas como androgénios e T4. Deficiéncias em
qualquer um destes fatores podem causar quadros de anemia [80].

A principal fungao dos eritrocitos € transportar O, aos tecidos e remover CO, para os
pulmoes, e o que permite a existéncia destas trocas gasosas € a hemoglobina. A molécula de
hemoglobina A (hemoglobina normalmente presente em maior quantidade no adulto) é
composta por quatro cadeias globinicas (o,3,) cada uma delas contendo um grupo heme. O
grupo heme, por sua vez, é composto por uma protoporfirina combinada com atomo de
ferro no estado ferroso (Fe**). Além da hemoglobina A podem ser encontradas no adulto,
em menor quantidade, mais dois tipos de hemoglobina: a hemoglobina A2 (a,d,) e a
hemoglobina F (a,y,) [80].

De forma a garantir as trocas gasosas de forma eficaz, o eritrocito tem de ser capaz de:
passar repetidamente pela microcirculagao, de manter a hemoglobina no estado ferroso, e

de manter o equilibrio osmoético. Assim, para garantir estas fungdes, o eritrocito assume a
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forma de disco biconcavo flexivel com capacidade para gerar energia de trabalho sob a forma
de ATP e energia redutora sob a forma de NADH e NADPH [80].

Uma das situagoes mais frequentes na clinica é a anemia, que se traduz pela diminuicao
da concentragao de hemoglobina, e estd normalmente acompanhada da diminuicao do
numero de eritrocitos [79]. Esta pode ter varias causas, como por exemplo défices
alimentares de Fe (anemia microcitica) ou vitamina Bl2 (anemia macrocitica), por perda
(hemorragias) ou causa hemolitica. Para distinguir estes diferentes tipos de anemia é
necessario ter em conta além do hemograma e esfregaco sanguineo outros parametros
como por exemplo o Fe sérico, bilirrubina (total e direta) e urobilinogénio. E aconselhavel
fazer a contagem de reticuldcitos, dado que em situagoes de anemia estes tendem a
aumentar em resposta ao estimulo da eritropoiese. Caso os reticuldcitos se encontrem
diminuidos é sugestivo de disfungao medular ou eritropoiese ineficiente. Por outro lado,
deve ter-se em conta o numero de leucécitos e de plaquetas, para distinguir uma situagao de

anemia de uma pancitopenia [80].

LEuCOCITOS

A principal fungao dos leucécitos é defender o organismo de agentes estranhos e
microrganismos capazes de originar infegcoes [80].

Os granulécitos e os monocitos sao formados na medula 6ssea a partir das mesmas
células percursoras, contudo, através da influéncia de diferentes fatores de crescimento.

Os mondcitos passam pouco tempo ha corrente sanguinea, em vez disso, dirigem-se
para os tecidos onde exercem as suas principais fungoes como macroéfagos [80]. A principal
funcao destas células é a fagocitose [79].

Os granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos, basoéfilos) designam-se assim devido a presenga
de granulos no citoplasma, estes granulos tém composicao diferente consoante o tipo de
célula. Os neutrofilos apresentam uma granulagao mais fina, composta por granulos
acidofilos e apresentam o nucleo lobulado. Os eosinofilos apresentam uma granulagao
caracteristica alaranjada, e possuem um papel importante nas infecoes por parasitas. Ja os
basofilos apresentam uma granulagao escura e grosseira, devido a presenga de granulos de
histamina e heparina. Nos tecidos passam a designar-se mastécitos e desempenham um
papel fundamental na reacao alérgica [79].

Outro tipo de leucoécitos sao os linfocitos, células imunologicamente competentes
capazes de gerar especificidade antigénica e memoria imunologica. Estas células formam-se a

partir de um percursor diferente dos outros leucocitos, e podem amadurecer na medula
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ossea (linfocitos B) ou no timo (linfocitos T), exercendo fungoes diferentes consoante o

local de amadurecimento [80].

PLAQUETAS

A principal fungao das plaquetas é a formagao de coagulos durante a resposta
hemostatica normal a uma lesao nos vasos sanguineos [80].

As plaquetas sao produzidas na medula ossea pela fragmentagao do citoplasma dos
megacariocitos, sendo que cada megacariocito origina entre 1000 a 5000 plaquetas. A sintese
de plaquetas é regulada pela trombopoietina, hormona produzida no figado, que induz a
maturagao dos megacariocitos [80].

A estrutura das plaquetas permite executar as fungoes de adesao e agregagao,
nomeadamente devido a presenga de glicoproteinas na sua superficie. Estao também
presentes numerosos granulos contendo inUmeras substancias importantes para a hemostase

sanguinea [80].

HEMOSTASE

A hemostase € o conjunto de mecanismos responsaveis pela manutengao do fluxo
sanguineo, pelo controlo da hemorragia através da formagao de codagulos na zona lesada e
assegura a dissolugao do coagulo apos a cicatrizagao do vaso sanguineo [81]. O processo da
coagulagao envolve um sistema biologico de amplificagao em que poucas substancias ativam
uma cascata de proteinas percursoras em circulagdo, o que culmina com a formagao de
trombina que por sua vez converte o fibrinogénio em fibrina (Figura 28) [80].

A fibrina liga-se ao agregado plaquetar no local do dano vascular formando um coagulo
estavel. No entanto, apos a formagao do coagulo é necessario reverter este processo
através do sistema fibrinolitico. Assim, é muito importante a interagao entre fatores pro-
coagulantes e anticoagulantes, de forma a controlar a hemorragia, mas mantendo o coagulo

apenas no local do dano vascular [80].
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Figura 28: Esquema representativo da cascata da coagulacdo. O fator tecidular (TF) presente na
superficie das células liga-se ao fator VIl presente na corrente sanguinea. Este complexo ativa os
fatores X e IX. Por sua vez, o complexo VIlI-IXa amplifica a producdo de Xa. A formacgdo de
trombina a partir de protrombina pela acdo do complexo Xa-Va leva a formac¢do de fibrina. A
trombina ativa também os fatores Xl, V e Xl (linhas a tracejado) e separa o fator VIIlI do seu
transportador, o fator de von Willebrand, aumentando assim a formag¢do do complexo Villa-1Xa e
por isso também do comlexo Xa-Va. Adaptado de Hoffbrand, A.; Moss, P. [80].

B. Exames Laboratoriais utilizados em Hematologia

I. HEMOGRAMA

O hemograma é um dos testes mais pedidos na rotina laboratorial, dado que as
alteragdes encontradas podem ser o primeiro indicio da presenca de disturbios
hematoldgicos [82]. Este teste é utilizado na contagem diferencial das diferentes células
sanguineas e na medi¢ao de varios indices hematologicos. Para caracterizar a série vermelha
sao efetuados os seguintes testes: contagem de eritrocitos, determinagao da concentragao
de hemoglobina, hematocrito, volume globular médio (VGM), hemoglobina globular média
(HGM), concentragao de hemoglobina globular média (CHGM), e a RDWV (red cell distribution
width) [81]. Para caracterizar a série branca é feita a contagem total e diferencial dos
leucécitos. E feita também a contagem das plaquetas sanguineas bem como a determinagio

do volume plaquetar médio [81].
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A amostra utilizada é sangue total e deve ser colhida em EDTA. O hemograma ¢ entao
realizado num contador automatico que avalia os varios parametros através de diferentes
técnicas: impedancia para as contagens celulares; método otico para o doseamento de
hemoglobina; e VCS (volume, condutividade e laser) para a contagem diferencial de
leucocitos [81].

O método da impedancia, desenvolvido por Wallace Coulter em 1956, baseia-se no
facto das células serem fracos condutores da corrente elétrica enquanto que alguns diluentes
sao bons condutores. O sangue € diluido numa solugao adequada e as células sao forgadas a
passar numa pequena abertura, ocupando assim o espago do diluente e aumentando a
resisténcia elétrica. Ocorre uma diferenca de potencial que pode ser medida e é
proporcional ao tamanho da célula que passa na abertura.

A contagem diferencial dos leucécitos € feita no sangue total. Num compartimento apos
a lise de todas as células, € doseada a hemoglobina e sao contados os nucleos para
determinar o numero total de leucocitos. Noutro compartimento, é feita a forma
leucocitaria conforme a estrutura da membrana celular e o tamanho da célula [81].

Na interpretagao do hemograma ha que ter em conta alguns parametros mais relevantes
como a concentragao de hemoglobina, que pode indiciar a presenga de anemia, assim como
o VGM que permite classificar o tipo de anemia. E também importante estar atento ao

numero de leucocitos e de plaquetas [82].

2. ESFREGACO SANGUINEO

Quando s3ao encontradas alteragdes no hemograma, como por exemplo anemias,
leucopenia ou leucocitose, trombocitopenia ou trombocitose, entre outras situagoes, € feito
um esfregaco sanguineo para observacao das células ao microscopio (Figura 29).

A técnica de coloragao utilizada é a de May-Griinwald-Giema e consiste na fixagao do
esfregaco com metanol seguida de coloragao com May-Griinwald e com Giema, apds
lavagem e secagem, podem observar-se as laminas ao microscopio [81].

A observagao do esfregaco permite visualizar as caracteristicas morfoldgicas das células,
como tamanho, cor, forma, o que no caso dos eritrocitos permite caraterizar melhor as
anemias nomeadamente parametros nao observaveis através do hemograma como por
exemplo a presenga de anisocitose (diferentes tamanhos) e a presenga poiquilocitose
(diferentes formas) [80]. No caso dos leucocitos é possivel detetar algumas alteragoes

morfoldgicas como alteragoes no numero de lébulos do nucleo, e confirmar a forma
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leucocitaria dada pelo aparelho. Ja no caso das plaquetas permite verificar o seu numero,

tamanho e a formacao de agregados plaquetares [81].
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Figura 29: Representacdo de um esfregaco sanguineo. Adaptado de [83].

3. VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO

Este ensaio, juntamente com a proteina C reativa permite avaliar a resposta inflamatoéria
de fase aguda. Durante a fase aguda inflamatéria ocorrem alteragdes na concentragao de
varios componentes séricos como o aumento do fibrinogénio, da haptoglobina, da
ceruloplasmina e das imunoglobulinas. Este processo provoca alteragao da carga na
superficie dos eritrocitos (a carga negativa favorece a repulsao entre os eritrocitos),
promovendo a formagao de agregados, e por conseguinte, ao aumento da velocidade de
sedimentagao [81].

O método utilizado para medir a VS baseia-se no método desenvolvido em 1921 por
Westergren e que consiste na medi¢ao da sedimentagao dos eritrocitos recorrendo a uma
pipeta calibrada colocada na posicao vertical durante |h. Sendo que a velocidade de
sedimentagao corresponde a altura de plasma em milimetros até aos eritrocitos precipitados
[81].

Ha que ter em conta que a VS aumenta fisiologicamente com a idade e durante a
gravidez. E um teste pouco sensivel (demora a dar resposta), e inespecifico, pois é
influenciado pelas imunoglobulinas e pela anemia, além disso a proteina C reativa é mais
rapida a responder a fase aguda e é mais sensivel [81]. No entanto, a VS é um teste simples e

barato e dai continuar a ser pedido nas analises de rotina.
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4. PROVAS DE COAGULACAO

A avaliagao laboratorial da hemostase é realizada em plasma obtido de sangue colhido
com citrato de sodio. Além da contagem de plaquetas, podem ser feitas provas de
coagulagao, doseamento de fatores de coagulagao e provas de fungao plaquetar [81].

As provas de coagulagao efetuadas no LAC sao o tempo de protrombina (PT) que avalia
a via extrinseca da cascata de coagulagao, e o tempo de tromboplastina parcial ativada

(aTTP) que avalia a via intrinseca da cascata de coagulagao.

4.1. TEMPO DE PROTROMBINA

Este teste serve para avaliar varios fatores de coagulagao da via extrinseca e via final
comum nomeadamente os fatores VI, X, V, protrombina e fibrinogénio. Para isso, é
adicionado tromboplastina artificial e calcio. Mede-se o tempo necessario para que ocorra a
coagulagao, que num individuo saudavel devera ser entre |le |5 segundos. As causas mais
comuns para um PT aumentado sao a administragdo de anticoagulantes orais, doencga
hepatica, deficiéncia em vitamina K e coagulagao intravascular disseminada [81].

O valor de PT é referido como INR (International Normalized Ratio), dado que permite
comparar resultados e tem valor de diagnostico. Este teste pode ser utilizado para
monitorizagao da terapéutica com anticoagulantes orais (derivados cumarinicos) dado que
estes normalmente possuem intervalos terapéuticos estreitos. O valor normal encontra-se
entre 0,9 e |,| e o intervalo terapéutico desejavel € entre 2 e 3 [84].

A OMS criou o ISl (International Sensivity Index) para a padronizagao da tromboplastina
utilizada e uniformizagao de resultados. Apos a determinagao do ISI os resultados calculam-
se com base na relacao entre o PT do doente e o PT de referéncia elevado ao valor do ISI
obtendo-se assim um valor para o INR. Alteragoes inesperadas no INR podem dever-se a:
interacoes medicamentosas, alteragdes na ingestao de vitamina K, consumo de alcool,

patologias coexistentes ou ma adesao a terapéutica [81].

4.2. TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA

Este teste é utilizado para avaliagao da via intrinseca e via final comum, pois avalia todos
os fatores de coagulagao exceto os fatores VIl e IX. Para isso sao adicionados fosfolipidos,
tromboplastina e cloreto de calcio. No individuo saudavel o tempo normal de coagulagao

encontra-se entre 25 e 35 segundos.
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As causas mais comuns para um alTP aumentado siao a coagulagio vascular
disseminada, doenga hepatica, administragao ou contaminagao com heparina, a presenga de
um anticoagulante circulante inibidor ou deficiéncia em algum fator de coagulagao que nao o

fator VII [81].
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V = Conclusdo

A realizagao do estdgio curricular revelou-se de extrema importancia, ndo s6 pela
introdugao ao contexto real de trabalho como também pela aquisicao e consolidagao dos
conhecimentos adquiridos durante todo o 2° ciclo.

Foi também muito interessante contactar com uma area menos usual nas Analises
Clinicas como ¢é o caso da Genética. No LCG tive o privilégio de integrar uma equipa muito
bem preparada, eficiente, em que o controlo de qualidade é imprescindivel para a obtengao
de resultados fidveis, e em que ha uma busca continua pela aquisigao de conhecimentos, por
exemplo através de reunioes semanais em que € apresentado um tema pelos técnicos do
laboratério ou pelos alunos estagiarios. Assim, pude explorar diversos temas subordinados a
area da Citogenética e Gendmica e contactar com diversas tecnologias de biologia
molecular, o que me permitiu obter novos conhecimentos.

Também a passagem no LAC foi muito interessante e proveitosa dado que pude
contactar com a rotina de trabalho num laboratorio de analises clinicas, perceber a
importancia do controlo de qualidade, bem como compreender os processos, metodologias
e particularidades de muitos dos ensaios realizados no LAC aumentando assim a minha
preparagao para um futuro contexto profissional. Além de tudo isto, ambos os locais
fomentam a participagao ativa e o espirito critico dos alunos.

Futuramente, talvez fosse interessante uma pequena reestruturagao do plano de estudos
do Mestrado em Analises Clinicas, concentrando as aulas do 2° ano no |° semestre, de
forma a permitir uma maior dedicagdo ao estigio no restante ano letivo. Também a
atribuicao de orientadores dentro da Faculdade de Farmacia é uma mais-valia para o aluno,
na medida em que permite uma melhor orientacio e aperfeicoamento do relatorio de
estagio, contudo era importante que fosse feita no inicio do ano letivo.

Por ultimo, penso que a frequéncia deste mestrado foi muito importante na aquisicao de
conhecimentos variados, na preparagao para um bom desempenho em futuros contextos de

trabalho e na percegao da importancia das Analises Clinicas para o diagnostico e

acompanhamento do doente.
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