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RESUMO

Vasconcelos B. Estudo da frequéncia de aberracdes cromossdmicas nos
pacientes atendidos na Unidade de Genética do Instituto da Crianca, entre
1992 a 2002 [Dissertacéo]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sé&o Paulo; 2007. 72p.

INTRODUCAO: As aberracdes cromossémicas constituem uma das maiores
categorias das doencas genéticas, e sdo causa significativa do retardo
mental e das malformacgdes congénitas. Essas anormalidades correspondem
a 50% dos casos de abortos espontaneos, 6% de natimortos e 0,6-1% de
nativivos. OBJETIVO: Avaliar a frequéncia das aberracfes cromossémicas e
classificar as principais aberracfes encontradas nos pacientes atendidos em
um servico de Genética. CASUISTICA E METODOS: Estudo retrospectivo
de registros de resultados dos cariétipos de pacientes atendidos no Instituto
da Crianca no periodo 1992-2002. RESULTADOS: A frequéncia de
aberracdes cromossdmicas nos pacientes foi de 22% em 1122 caribtipos. As
alteracdes numéricas foram 70,8% e 29,2% estruturais. A sindrome de Down
foi a aberracdo numérica mais encontrada em 117/247 (47,4%) pacientes, e
a segunda foi a sindrome de Edwards, em 18/247 (7,3%), seguida pela
sindrome de Patau, que ocorreu em 9/247 (3,6%) pacientes. Entre as
aberracbes sexuais, a sindrome de Turner foi a mais frequente, 18/247
(7,3%), seguida de trés casos de triplo X, um de Klinefelter e um duplo Y.
Dentre as aberracdes estruturais, as delecdes destacaram-se, com 27/247
(10,9%) dos casos; houve nove casos de sindrome de “Cri-du-chat” e oito de
Wolf-Hirschhorn. CONCLUSAO: A frequéncia significativa de aberracdes
cromossOmicas encontradas salienta como fundamental o uso do cariétipo
de rotina nos pacientes atendidos no servico de Genética, para definicdo

diagnodstica e aconselhamento genético aos pacientes e seus familiares.

Descritores: Aberragdes cromossdmicas, Citogenética, Aconselhamento
genético, Genética meédica/educacéo.



SUMMARY

Vasconcelos B. Frequency of Chromosomal disorders in patients assisted at
Instituto da Crianca genetic service within the period of 1992-2002.
[Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo, 2007. 72p.

INTRODUCTION: Chromosomal disorders are included among the most
important causes of genetic diseases with mental retardation and congenital
malformation. Fifty percent of these abnormalities are spontaneously aborted
and affect at least 6,0% of the stillbirth and the frequency in live births is
0.6%-1%. OBJECTIVE: To assess the frequency and the main of
chromosomal disorders in patients assisted at a genetic service. CASUISTIC
AND METHODS: A retrospective study was carried out regarding the record
karyotype of patients assisted at Instituto da Crianca within the period of
1992-2002. RESULTS: The frequency of chromosomal disorders of the
patients was found in 22.0% among 1122 karyotypes. The numerical
abnormalities among patients were 70.8% and 29.2% of them were
structurals. Down syndrome was the most common numerical abnormality,
found in 117/247 (47.4%) patients, followed by Edwards syndrome in 18/247
(7.3%) and Patau syndrome in 9/247 (3.6%) patients. Among the sexual
abnormalities, Turner syndrome was the most common, in 18/247 (7.3%)
patients, followed by three cases of triple X syndrome, one case of Klinefelter
syndrome and a case of XYY syndrome. Among all structural abnormalities,
the deletions were the most common, found in 27/247 (10.9%) of the cases,
with 9 patients with “Cri-du-chat” syndrome and 8 cases of Wolf-Hirschhorn
syndrome. CONCLUSION: The significance frequency of chromosome
abnormalities emphasizes the importance of the G-banding karyotyping in
the routine evaluation of patients assisted at the genetic service to attain a
diagnosis definition and provide genetic counseling to the patients and family

members.

Descriptors: Chromosomal Disorders, Cytogenetic, Genetic Counseling,
Medical Genetic/education.



1. INTRODUCAO
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1.1 ABERRACOES CROMOSSOMICAS

O genoma humano apresenta aproximadamente cerca de 35.000
genes, que sao unidades de informacédo genética distribuidos em locais
exatos, numa molécula de DNA (acido desoxirribonucléico), e que, em
conjuntos, estdo compactados em um aspecto de bastdo denominado
cromossomos. Os genes estédo distribuidos em 23 pares de cromossomos,
dos quais 22 pares sdo designados autossomos e dois sdo sexuais, X e Y;
uma mulher normal é representada pela notacdo 46,XX, e o homem, pela

notacao 46,XY (Nussbaum e Willard, 2004).

Os cromossomos desempenham papel relevante na transmissao da
informacgéo genética de uma geragao para outra. Assim, qualquer alteragcéo
Nno numero de cromossomos ou na sequéncia de seus genes produz uma
inviabilidade celular, durante a meiose, na formagao dos gametas e/ou apos
a formagao do embrido e, na maioria das vezes, resulta em anomalias ao

portador, que recebem o nome de aberragdes cromossémicas.

Essas aberracbes também podem ocorrer durante a mitose, nas
patologias do cancer, causando desequilibrio na formagao, no
desenvolvimento, no crescimento e no metabolismo dessas células (Hassold

e Hunt, 2001).

As aberragdes cromossdmicas constituem uma das maiores causas

de retardo mental, déficit pdndero-estatural, dismorfismos faciais e
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malformagdes congénitas, tais como: cardiopatias congénitas, anomalias
esqueléticas e acometimento de outros 6rgaos internos (OPS, 1984; Anderlid

et al., 2002; Horovitz, 2005; Celep et al., 2006a; Jones, 2006).

Estima-se que 8,1% de todas as gestag¢des reconhecidas clinicamente
tenham aberragcbes cromossdmicas, representando uma frequéncia
aproximada de 6% de natimortos, de 1% de nascidos vivos, e uma das
principais causas de letalidade em estagios precoces do desenvolvimento
fetal que leva ao aborto espontaneo em 50% dos casos (Jacobs et al.,

1992b).

Em Genética Clinica, as condi¢cdes indicativas para a realizagao da
analise cromossdmica sdo: suspeita de anormalidade cromossémica com
malformacdes, déficit de crescimento pré e/ou poéds-natal, atraso de
desenvolvimento, retardo mental, dismorfismo cranio-facial, malformacgdes
congénitas, histéria familial com abortos recorrentes e idade materna

avangada (Sharkey et al., 2005).

1.1.1  CLASSIFICACAO DAS ABERRACOES CROMOSSOMICAS

As aberragdes cromossdmicas sao classificadas quanto ao fato de os
cromossomos apresentarem perdas ou excesso de suas partes, assim como
cromossomos inteiros, ou, ainda, conjuntos inteiros de cromossomos
(genomas). Ainda ha casos em que pode ocorrer uma mistura de linhagens

celulares, com a presenga de uma linhagem celular normal e outra alterada,
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evento este denominado mosaicismo.

As variagbes cromossOmicas classificam-se em duas categorias

principais: as euploidias e as aneuploidias.

As euploidias envolvem a presenca do multiplo exato do numero
cromossOmico hapldide caracteristico de uma espécie, constituindo séries
inteiras de cromossomos ou genomas. Na espécie humana, o numero
hapldide € igual a 23, onde o “n” representa a metade do numero dipléide de
uma célula somatica (2n=46), caracteristica normal da espécie humana. No
entanto, podem ocorrer as poliploidias, como a triploidia (3n) e a tetraploidia

(4n), que resultam em anomalias fenotipicas (Nussbaum e Willard, 2004).

Ja as aneuploidias envolvem a alteragdo no numero cromossémico (a
mais ou a menos), sem ser o multiplo exato do numero hapléide (n=23).
Segundo Warburton et al. (1980), no homem essas alteragdes
cromossOmicas, principalmente nos cromossomos maiores, quase sempre é
letal para a célula, o que difere quanto aos cromossomos menores, como
ocorre com o 21, que consegue se manter na linhagem celular, embora

resulte em nascimentos com multiplas malformagdes fisicas e mentais.

Essas alteragbes cromossémicas s&o classificadas em dois grupos:
numéricas e estruturais, afetando os cromossomos autossomos e o0s

sexuais, ou ambos (Nussbaum e Willard, 2004).
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1.1.2  ABERRACOES CROMOSSOMICAS NUMERICAS

As aberracbes cromossémicas numeéricas sao as mais comuns, e
caracterizam-se pelo numero anormal de cromossomos, seja pela ocorréncia

de uma poliploidia, seja pela ocorréncia de uma aneuploidia.

O PoOLIPLOIDIAS

As poliploidias podem ocorrer por diferentes mecanismos; falha na
meiose, no gameta feminino ou no masculino, desencadeando uma
triploidia, e falha na primeira divisdo do zigoto, que pode resultar numa
tetraploidia. Esses eventos levam a um desequilibrio tdo grande, no genoma,

que sao mais freqientemente vistos em abortos.

Um concepto totalmente tripldide, contendo 69 cromossomos, tem
uma incidéncia de 1:10.000 nascidos vivos, mas os que resistem ao
nascimento falecem logo em seguida. Estudos de polimorfismos usando
analise citogenética demonstraram que a maioria dos conceptos tripldides
tem origem paterna (diandria), derivados de uma dispermia (fertilizacdo de

um ovocito por um espermatozdéide diploide) (McFadden et al., 2000).

O mosaicismo dipléide/tripléide é uma condicdo mais rara e menos
grave que a triploidia pura, na qual o afetado pode sobreviver além do
periodo neonatal. Nesse caso, a distribuigdo das linhagens diploide normal e
tripldide ocorrem em graus variados, influenciando no fenétipo do portador.
As consequéncias fenotipicas sao: retardo mental, retardo de crescimento

pré e pos-natal, sindactilia de dedos e artelhos, hipotonia e obesidade.



Introducdo 6

Podem ocorrer, também, dismorfismos craniofaciais com fissuras palpebrais
para baixo, fronte proeminente, micrognatia e depressdo da ponte nasal.
Podem apresentar, ainda, genitalia ambigua, dependendo do complemento
do sexo cromossdmico das duas células presentes (Graham et al., 1981;

Carakushansky et al., 1994, van de Laar et al., 2002).

Estudos cromossdmicos do sangue periférico revelaram um resultado
normal em 75% dos casos; assim, o diagndstico sé poderia ser definido, na
maior parte dos casos, apds analises de outros tecidos, como o fibroblasto.
Nesse aspecto, seria possivel considerar que as células dipléides levam
vantagem seletiva sobre as triploides, nos tecidos de alta renovagao celular

(McFadden et al., 2000; van de Laar et al., 2002).

A origem desse tipo de mosaicismo é bastante complexa, com varios
mecanismos propostos. A diandria (incorporagédo de um espermatozdide 2n
num gameta feminino n) e a diginia (incorporagédo de um espermatozdide n
num gameta feminino 2n) sdo os mais aceitos (Dewald et al., 1975; Muller et

al., 1993; van de Laar et al., 2002).

O ANEUPLOIDIAS

As aneuploidias sao as aberragdes numeéricas mais frequentes e
clinicamente significativas encontradas no homem. Nessa classe, teremos
as trissomias, quando houver trés copias de um mesmo cromossomo, ou as
monossomias, quando houver apenas uma coépia, em vez de duas. Um

exemplo classico € a trissomia do 21, conhecida como sindrome de Down, e
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a monossomia do X, que € a sindrome de Turner.

- INCIDENCIA

A incidéncia das aneuploidias depende de material (sangue periférico,
liquido amniédtico, cordocentese e aborto) e da populagao estudada. Estima-
se que 5% de todas as concepgbes humanas apresentam aneuploidia.
Aproximadamente 15% das gestagdes reconhecidas sdo abortadas
espontaneamente, sendo que 1-2% ¢é natimorto num estagio mais tardio de
gestagao, e 0,3% compreendem os nascidos vivos (Hassold et al., 1996;

Hassold e Hunt, 2001; Hall, 2006).

As trissomias mais observadas nos nascidos vivos envolvem o
cromossomo 21, sindrome de Down, com a maior freqiiéncia, seguido pelos
cromossomos 18 e 13 e as trissomomias sexuais (47 XXX, 47 XXY e

47,XYY) (Quadro 1) (Hassold e Chiu, 1985; Yong et al., 2003).

As trissomias sao as mais identificadas nos abortos espontaneos
reconhecidos clinicamente com aberracdo cromossOmica (aquelas com
morte fetal entre 6-8 semanas e 20 semanas de gestacdo) em 35% dos
casos, aproximadamente. Entre elas, a trissomia do cromossomo 16 € a
mais encontrada (33%), e a trissomia dos cromossomos 21 e 22
correspondem a 20% dos casos. Das anormalidades envolvendo os
Cromossomos sexuais, a mais encontrada € a monossomia do X (45,X), que
aparece em 10% dos abortos espontédneos (Jacobs e Hassold, 1987;

Hassold e Hunt, 2001; Thomas et al., 2001).
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Entre os natimortos (morte fetal entre a 20® semana até o termo), a
frequéncia das trissomias sobe para 4%, e as mais comuns sado as

trissomias do 13, 18, 21 e X (Jacobs e Hassold,1987).

A incidéncia das principais aberragdes cromossémicas observadas

em nascidos vivos esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1 - Incidéncia das principais aberragbes cromossOmicas

observadas em nascidos vivos

Tipo de aberragéo Frequéncia ao nascimento

Trissomia do 21 (Sindrome de Down) 1 em 830

Trissomia do 18 (Sindrome de Edwards) 1 em 7.500
Trissomia do 13 (Sindrome de Patau) 1em 22.700

47, XXY (Sindrome Klinefelter) 1 em 1.000

47, XYY 1em 1.000

47, XXX 1 em 900

45, X (Sindrome de Turner) 1 em 4.000

Fonte: Hsu LYF (1998) Prenatal diagnosis of chromosomal abnormalities through amniocentesis. In Milunsky
A Genetic Disorders and the fetus, 4th ed. Johns Hopkins University Press, Baltimore, pp. 179-248.

- ETIOLOGIA

A aneuploidia €é o evento mais comum das aberragcbes
cromossOmicas encontradas no homem, mas pouco se sabe a respeito dos
mecanismos de origem, embora varias pesquisas tenham sido feitas, nesse
sentido. No entanto, sabemos que as aneuploidias emergem de um erro de
nao-disjuncdo durante a meiose (M) celular | e/ou Il materna, com maior
freqiéncia durante a MI. A n&o-disjungao paterna € menos comum;
entretanto, existem excec¢des nos casos de homens com caridtipo 47,XXY,

em que a origem materna e paterna esta dividida igualmente (Hassold et al.,
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1998; Thomas et al., 2001; Hall et al., 2006).

Na tabela 1 estdo os resultados quanto a origem das aneuploidias
encontrados por Hassold et al. (1996), num estudo com mil nascidos vivos.
Nela, pode-se observar uma variagdo da origem parental e o estagio da
meiose em que ocorre a nao-disjungdo dos diferentes cromossomos.
Entretanto, erros na meiose materna predominam em todas as trissomias
(Hassold e Hunt, 2001), pois a gametogénese feminina € um processo
longo, em que a primeira divisdo da meiose ocorre no periodo de vida pré-

natal e so finaliza por ocasido de cada ovulagao.

Tabela 1 - Origem das trissomias

Origem (%)

Trissomia Numero de Paterna Materna Pés-
Casos MI* MII** MI* MI** Zigética
2 18 28 - 54 13 6
7 14 - - 17 26 57
15 34 - 15 76 9 -
16 104 - - 100 - -
18 143 - - 33 56 11
21 642 3 5 65 23
22 38 3 - 94 3
XXY 142 46 - 38 14 3
XXX 50 - 6 60 16 18

Fonte: Tabela modificada de Hassold et al., 1996. (*MI: meiose [|; **MIl: meiose II).

- |dade Materna

Nos estudos referentes a etiologia das aneuploidias cromossémicas,
com énfase nas trissomias humanas, a idade materna avangcada é um dos

fatores mais pertinentes ao mecanismo de ndo-disjungdo, o que foi
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demonstrado por Hassold e Jacobs (1984) em estudos citogenéticos de
abortos espontaneos. Hassod e Chiu (1985) também demonstraram o efeito
da idade materna nas trissomias, mas nao encontraram relacdo semelhante

com a monossomia do cromossomo sexual X.

A medida que a idade materna aumenta, a taxa encontrada de
trissomias é mais elevada. Ha variagdo da porcentagem meédia de
trissomias, de 2% nas mulheres com menos de 25 anos, para 35%, nas
mulheres com mais de 40 anos de idade, independentemente do
cromossomo envolvido entre todas as gestagdes clinicamente reconhecidas

(Hassold e Chiu, 1985).

Conforme Kline et al. (2000), quanto mais perto a mulher estiver da
menopausa, independentemente da sua idade, maior sera o risco de

trissomia.

Ao nascer, a mulher carrega consigo cerca de um a dois milhdes de
foliculos ovarianos, e s6 entra na menopausa quando restarem ao redor de
1000. Com o avanc¢o da idade também ha um declinio na qualidade do
oocito, e isso pode manifestar-se numa fertilidade reduzida, em algumas

mulheres, e em maior ocorréncia de abortos, em outras.

Henderson e Edwards (1968), estudando recombinagdes (permuta de
pequenas partes entre homologos) em camundongos, encontraram uma
reducdo na formagdo dos quiasmas (Figura 1) conforme eles envelheciam,

e, quando os quiasmas ocorriam, eram mais localizados na extremidade
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cromossOmica. Assim, os autores propuseram que a redugao ou auséncia
de recombinacdo seria a causa da nao-disjuncdo em mulheres em idade
avangada. A importancia da recombinagcdo no processo evolutivo é
indiscutivel, pois a segregagao independente produz novas combinacdes
génicas, e a selegcao garante a preservacado de individuos geneticamente

adaptados.
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Figura 1 - Representacdo esquematica do processo do crossing over

Nessa fase, os cromossomos estao duplicados, e quatro cromatides
estdo presentes para cada par de cromossomos homologos, formando as

tétrades ou bivalentes.

Atualmente tém sido desenvolvidas pesquisas a fim de elucidar o
motivo pelo qual mulheres com idade mais avancada apresentam elevada
taxa de aneuploidia, em relagdo as mais jovens. Estudos moleculares mais
recentes, corroborando com este estudo, puderam identificar em humanos
que a diminuicdo ou falha nas recombinagdes cromossdmicas alteram a
segregagao normal, ocasionando erros durante a meiose | e Il. As trocas
durante a recombinagdo, que ocorrem muito perto do centrbmero ou dos

teldbmeros, e um aumento na freqiéncia de recombinacdo na regiao
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pericentromeérica do cromossomo parecem estar mais susceptiveis ao erro

de n&o-disjungao.

Essas propostas vém sendo confirmadas na génese das trissomias
humanas, e uma reduc¢ao significativa na recombinagao tem sido encontrada
em todas as meioses | (Ml) de origem materna derivadas de trissomias
estudadas até hoje, incluindo as do 15, 16, 18, 21 e X (Morton et al., 1988;

Lamb et al., 1996; Thomas et al., 2001).

Foram eleitos dois modelos para explicar os fatores de risco da nao-
disjuncdo na idade materna. O primeiro, independentemente da idade
materna, estaria relacionado a vulnerabilidade dos quiasmas, e 0 segundo,
dependentemente da idade, estaria associado a vulnerabilidade dos
cromossomos bivalentes na meiose | (Hassold e Sherman, 2000; Lamb et

al., 2005).

Esses trabalhos demonstraram que a propor¢do de cromossomos
susceptiveis a ndo-disjungao € a mesma aos 20 e 50 anos, respectivamente.
Em mulheres jovens (<35 anos), os mecanismos que envolvem a meiose
funcionam perfeitamente, mas estdo suscetiveis a falhas nos padroes de
recombinagao no odécito. Ja nas mulheres mais velhas (>35), os mecanismos
da meiose acumulam os efeitos da idade e do ambiente, tornando-se menos
eficientes, e, por isso, mais propicios ao erro de nao-disjungdo. Assim,
mesmo havendo uma recombinacado eficiente, o cromossomo bivalente

estaria em risco (Lamb et al., 2005).
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1.1.3  ABERRACOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS

Embora a maioria das doengas cromossdmicas afete o cromossomo
inteiro, gerando aneuploidias e alteragdes estruturais, também acometem os
cromossomos e sao relativamente comuns na populagdo humana, com uma
frequéncia de 0,32%, encontrada em recém-nascidos vivos estudados pelo
cariotipo com bandamento G (Van Dyke et al., 1983). Os dados referentes a
ocorréncia dessas aberragdes poderiam ser muito mais elevados, no entanto
alguns desses rearranjos conferem letalidade as células, o que justifica os
baixos valores encontrados em relagdo as aberragdes numéricas (Cohen et

al., 1994).

A troca de material genético entre os cromossomos homdlogos
(crossing over) é um fendmeno normal nas células somaticas e germinativas
que asseguram a variabilidade génica; mas, quando ocorrem erros durante

esse processo, surgem alteragdes cromossémicas estruturais.

O estudo da correlagdo entre a alteracdo estrutural e as
manifestagdes clinicas (estudo gendtipo/fendtipo) permite obter informacgdes
importantes para o prognéstico de criangas com malformagdes e casais com

histéria de abortos recorrentes ou infertilidade.

As aberragbes estruturais resultam de quebras e/ou rearranjos dos
cromossomos, seguidos de uma reconstituicdo anormal. Esse evento
resultara num rearranjo estrutural equilibrado, quando nao houver

modificagdo do material genético, e, quando houver perda ou adicdo de
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material genético, resultara num rearranjo nao-equilibrado, originando

trissomia ou monossomia parcial.

Em geral, os portadores de aberragbes estruturais equilibradas
apresentam fendtipo normal (90-95% dos casos), enquanto aberragdes nao-
equilibradas sempre desenvolvem anomalias fenotipicas (Cans et al., 1993;

Jacobs et al., 1992a; Hassold e Hunt, 2001).

As quebras cromossOmicas podem ser induzidas por agentes
externos fisicos e quimicos, como a luz ultravioleta e a radiagéo ionizante
(raios X), mas também podem ser consequéncia do proprio metabolismo que

ocorre normalmente nas células.

No entanto, foram selecionados, evolutivamente, mecanismos para
tolerar ou reparar danos causados no material genético e, dependendo da

sua reorganizagao, sera definido o tipo do rearranjo estrutural.

Desse modo, os rearranjos apresentam diversos tipos e,
teoricamente, podem acometer qualquer ponto ao longo do cromossomo
envolvido. Existem, no entanto, certas regides no genoma que tém maior
suscetibilidade de ocorréncia, por exemplo, nas regides com pequenas
copias repetidas de DNA que sao altamente conservadas no processo

evolutivo (low copy repeats) (Shaffer e Lupski, 2000).

1.1.3.1 TIPOS DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS

Os rearranjos estruturais podem envolver um ou mais cromossomos;
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quando o rearranjo ocorre n0O mesmo cromossomo, € classificado como
intracromossomal, e, quando ocorre entre 0S Cromossomos, COMo

intercromossomal.

o DELECAO

Delecao envolve a perda de um segmento cromossémico, resultando
numa monossomia parcial, ou seja, o portador apresentara um cromossomo
normal, € o seu homélogo, com delegao; portanto, a incapacidade de uma
cdpia unica de um gene funcionar normalmente na auséncia da outra cépia
resultara numa haploinsuficiéncia. O crossing over desigual entre os
cromossomos homaologos também pode ocorrer em alguns casos e resultar
numa delecdo. A consequéncia clinica desse evento dependera do tamanho

da regiao perdida e da fungao dos genes nela contidos.

As delegdes dos cromossomos visiveis em citogenética tém uma
incidéncia aproximada de 1:7000 nascimentos (Jones, 2006). A delecao
pode ser terminal, quando as quebras ocorrerem em uma das extremidades
cromossOmicas, ou intersticial, se ocorrerem proximas ao centrOmero.
Delecbdes de segmentos cromossémicos distais foram descritos em todos os
cromossomos, mas em geral a maioria delas parece ser unica para cada
individuo, e algumas ocorrem mais que outras. Esse predominio em certas
delecdes terminais pode refletir na relativa viabilidade de monossomia para a
regido ou delinear uma regidao gendmica mais propensa a rearranjos.
Algumas das reconhecidas e caracterizadas sao 1p-, 4p-, 5p-, 9p-, 11q-,

17g-, 18g- e 22qg- (Shaffer e Lupski, 2000).
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Destacam-se as delegbes do 4p- e 5p-, que desenvolvem sindromes
genéticas bem definidas, a sindrome Wolf-Hirshhorn e “Cri-du-chat”,

respectivamente.

0 ANEL

Quando ocorrem delecbes em ambas as extremidades
cromossbmicas, com unido das partes que ficaram, surgem o0s
cromossomos em anel. Outro mecanismo de formacgao considerado € uma

disfungao telomérica sem perda significativa de material genético.

Os anéis sao estruturas pouco comuns de serem encontradas, mas ja
foram descritos anéis derivados de quase todos os cromossomos humanos
(Schinzel, 2001). Estima-se que ocorram em 1:25.000 conceptos

reconhecidos clinicamente (Jacobs,1992b).

Havendo na célula a presenca de um cromossomo em anel
extranumerario, teremos uma trissomia parcial de sequéncias, e, se ele
substituir um cromossomo homdlogo, poderemos ter uma monossomia
parcial. O cromossomo em anel € um rearranjo instavel que inviabiliza a
divisdo celular, causando desequilibrios diversos nas células de seus

portadores.

Devido a instabilidade, o anel esta sujeito a abertura, apresentando
dificuldades durante as divisdes celulares. Isso pode resultar em estruturas
derivadas, tais como anéis parcialmente duplicados e multicéntricos,

constituindo o “mosaicismo dinamico”, termo proposto por McDermott et al.
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(1977), no qual as células do portador variam quanto a estrutura e quanto ao

numero de anéis.

A geragédo de células aneupldides, como resultado da instabilidade
dos anéis, provocaria a diminuicdo do numero de células viaveis num
intervalo de proliferacdo qualquer. Pressupde-se que a perda de material
genético seja variavel, explicando-se, assim, a grande variabilidade clinica. A
sindrome do anel, proposta inicialmente por Coté et al. (1981), predispde
seu portador a um baixo peso ao nascimento, retardo de crescimento grave,
e retardo mental de leve a moderado, mas sem desvios fenotipicos
significantes ou malformagcdes maiores, e sem delecdo detectavel,
independentemente do cromossomo considerado. Quanto maior o
cromossomo envolvido na formagao do anel, maior a instabilidade do anel e

o retardo de crescimento no portador (Kosztolanyi, 1987).

0 INVERSAO

Inversdo ocorre quando um cromossomo sofre duas quebras e é
reconstituido como um segmento cromossdmico invertido. Podemos ter a
inversao paracéntrica, se a inversao for num braco do cromossomo e
distante do centrébmero, ou pericéntrica, se ocorrer préximo ao centrdbmero. A
mais recorrente no homem €& a inversdo pericéntrica na regido de
heterocromatina do cromossomo 9. E designada como heteromorfismo e
considerada variagdo comum na populagao normal, na qual 2% apresenta a
inversao do 9 (p11912). Esse tipo de inversdao parece nao evolver

manifestacdo no fenétipo, embora retardo mental e atraso no crescimento
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tenham sido descritos em alguns casos de inversdao do 9 (Kanata et

al.,1985; Krishna et al., 1992; Samonte et al., 1996).

o DUPLICACAO

Duplicagdo ocorre quando um mesmo segmento cromossOmico
aparece mais de uma vez. Em geral, € menos prejudicial do que a delegéo e
apresenta menor manifestacdo fenotipica; mesmo assim, ha associagdes
entre o fendtipo e a regido especifica do cromossomo duplicado. Embora na
literatura existam varios relatos de duplicacbes, o seu mecanismo de

formagao ainda necessita de esclarecimentos (Schinzel, 2001).

O ISOCROMOSSOMO

Isocromossomo decorre de um erro durante a divisdo na meiose,
havendo a duplicacdo de um unico brago cromossémico. Ja foram
observados isocromossomos monocéntrico e dicéntrico, o que suporta a

teoria de outro mecanismo de formacéo: a troca entre as cromatides irmas.

Foram descritos isocromossomos de todos o0s cromossomos
acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e 22). Os portadores sdo monossémicos para
os genes do cromossomo ausente e trissdmicos para os genes presentes no

iSOCromossomo.

O isocromossomo mais comum (1:13.000) € observado na sindrome
de Turner, representado pelo brago longo do cromosossomo X (Xq). Na

maioria dos autossomos, os isocromossomos sao letais (James et al., 1997).
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0 TRANSLOCAGCAO

Translocagado é a troca de fragmentos entre dois cromossomos que
sofreram quebra. Implica a remogédo de um segmento cromossdmico de sua
posicdo normal para outro cromossomo, proporcionando alto risco de

anomalias aos descendentes dos individuos portadores.

Dentre as aberragdes estruturais, a translocagao destaca-se com
maior importancia, pois € a mais freqiente observada na espécie humana

(0,5%) (Jacobs, 1992b).

As translocagdes equilibradas podem passar inalteradas por muitas
geragdes e continuarem despercebidas até os individuos portadores serem
identificados, quando surgirem problemas reprodutivos, como abortos de
repeticdo, natimortos ou prole com desvios fenotipicos. Esses portadores
possuem graus variados de risco reprodutivo, pois durante a segregagao dos
cromossomos translocados na meiose poderdo formar gametas anormais

com trissomias ou monossomias parciais (Cohen et al., 1995).

A estimativa € que cerca de 3% dos casais com histéria de abortos
recorrentes apresentam translocacdes equilibradas, e a taxa pode variar um
pouco, dependendo do tipo da selegdo dos casais e do exame citogenético

(Fryns et al., 1998; Celep et al., 2006a).

Translocagao reciproca envolve a troca de segmentos entre dois
cromossomos homologos ou n&o, e é observada em 1:625 individuos, na

populacdo. A presenca de translocacido reciproca aumenta os riscos de
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aparecimento de rearranjos nao equilibrados de 1 até 50%, na prole. Muitas
translocagdes reciprocas sao consideradas unicas, pois sao relatadas
apenas em individuos de uma mesma familia. Sabe-se pouco sobre o
mecanismo de formacdo, embora as translocagdes (11;22) (g23;911.2)
sejam comumente encontradas. Quebras no 11q e 22q séao sitios comuns de
rearranjos vistos em algumas sindromes (como a delecdo 22q11.2, na
sindrome DiGeorge/Velocardiofacial) (Edelmann et al., 1999; Shaffer e

Lupski, 2000; Celep; 2006a).

Translocacdes Robertsonianas ocorrem entre os cromossomos
acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e 22) — os bragos curtos s&o perdidos rente ao
centrébmero e os bragos longos dos cromossomos unem-se pelo centrébmero.
Essa unido dos bragos longos com os curtos é também denominada fus&o
céntrica. Essas translocagdes sdo os rearranjos cromossOmicos recorrentes
mais comuns, e sado encontrados em 1:1.000 individuos. Os portadores
equilibrados possuem um cariétipo com 45 cromossomos e, em geral, sem
efeito deletério no fendtipo. Isso indica que ndo ha gene essencial nos

bracos curtos e que sua perda € bem tolerada (Schinzel, 2001).

Determinadas regides dos bragos curtos dos cromossomos
acrocéntricos parecem conter uma afinidade em sua estrutura genémica que
as predispde a formacéo de translocacido e recombinacdo. As combinagdes
13q14q e 14921q sao relativamente comuns, constituindo 85% das
translocacdes Robertsonianas, aproximadamente. Essa afinidade entre os

cromossomos 13, 14 e 21 é promovida por sequéncias homologas
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compartilhada entre eles. O cromossomo 14 possui essa seqiéncia em
orientacdo invertida aos bragcos dos 13 e 21, o que favorece as
translocagdes. O mesmo nao ocorre entre os cromossomos 13,15 e 21, cuja

translocagao ocorre aleatoriamente.

Em 5% dos casos de sindrome de Down, a causa € a translocacao
Robertsoniana, pela presenga de trés copias do brago longo do 21

(Hamerton et. al., 1975; Therman et al., 1989; Shaffer e Lupski, 2000).

Insercdes sao translocacdes nao reciprocas e, para sua ocorréncia, €
necessario que um segmento originado de um cromossomo que sofreu duas
quebras num mesmo brago seja inserido, na orientagao normal ou invertido,
em outro cromossomo ndo homodlogo que sofreu uma quebra. Essa
alteracdo € um processo pouco comum; porém, quando presente, pode
resultar numa prole com duplicacdo ou delecdo, ou em portadores

equilibrados.

o Cromossomos marcadores

Marcadores sdo cromossomos extranumerarios de origem
indeterminada (ISCN, 1995). O mecanismo responsavel por sua formagéo
nao € conhecido. Sao relatados em exames de diagndstico pré-natal, em
pacientes com malformacgdes multiplas, em casais com infertilidade e mesmo
em pacientes sem fenotipo anormal. Ocorrem numa frequéncia de 0,05%, na
populagao, e ja foram descritos em todos os cromossomos. A presenga do

marcador pode interferir na segregacdo normal dos cromossomos
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homdlogos, ou na troca dos mesmos, resultando numa inviabilidade celular
ou malformacéao na prole. A permanéncia de um marcador na célula também
depende da sua estabilidade no processo de divisdo celular, que é
possibilitado pela presenca do centrémero ou neocentrdmero. Com as
técnicas citogenéticas de bandamento em combinagdo com técnicas
moleculares, é possivel determinar a origem do cromossomo marcador

(Warburton, 1991, Starke et al., 2003; Ferreira, 2005).

1.2 TECNICAS CITOGENETICAS

A Citogenética (cito = célula; genética = derivada da raiz grega, que
significa vir a ser) surgiu como fusdo da Citologia do século XIX e da
Genética do século XX. O termo passou a existir a partir de 1905, quando
Bateson (bidlogo Inglés) o utilizou para designar o estudo da hereditariedade

e da variacao dos seres vivos (Gardner e Snustad, 1986).

A partir do Congresso Mundial de Genética Humana de 1966, em
Chicago — USA, os cromossomos passaram a ser classificados em sete
grupos cromossémicos - A, B, C, D, E, F e G -, mas os pares de
cromossomos de um grupo ainda eram bastante semelhantes. Somente a
partir dos anos 70, com a descrigdo de novos protocolos de coloragao,
demonstrando um padrao unico de bandas para cada par de cromossomos
homologos humanos, foi possivel a distingdo entre eles, conforme a

distribuicdo das bandas ao longo dos cromossomos (ISCN, 1995).
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Durante a Conferéncia de Paris, em 1972, houve uma padronizagao
na representacdo esquematica para classificar os 23 pares de
cromossomos, designada idiograma. Atualmente, o sistema de nomenclatura
€ chamado An International System for Human Cytogenetics Nomenclature -

ISCN (ISCN, 1995).

A primeira técnica de banda - banda Q, foi obtida com quinacrina
(Casperson et al., 1970). Hoje, essa coloragdo n&do é habitualmente usada,
pois tem um tempo curto de duracéo e sua utilizagdo exige microscopia de
fluorescéncia. A classificagdo em grupos, a coloragdo dos cromossomos e a
disposigcdo conforme tamanho e posigdo do centrébmero, (bragos superiores
e inferiores), permitiram a elaborag&o de cariétipos como método diagndstico

(ISCN, 1995; Trask, 2002).

Outros protocolos de coloragado foram desenvolvidos, mas a técnica
de bandas GTG se destacou como método padrao de coloragdo. Empregada
atualmente nos laboratorios de citogenética, € comumente conhecida como
banda G (Seabrigth,1970). O padrdo de bandas claro e escuro é especifico
de cada cromossomo. As bandas escuras sdo regides ricas em A-T
(adenina-timina) e possuem muito poucos genes ativos, enquanto as bandas
claras sao ricas em C-G (citosina-guanina) e tém maior significado bioldgico,

ja que sao consideradas regides geneticamente muito ativas.

A analise dos cromossomos pela técnica do bandamento G, na
citogenética, pelo cari6tipo, € uma metodologia importante na Genética

Clinica, para deteccdo das alteragdes cromossOmicas numéricas e
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estruturais, ambas perfeitamente detectaveis, envolvendo os cromossomos
autossomos e sexuais. Para esta pesquisa, € necessaria a obtencao de
células em divisao, usualmente linfécitos do sangue periférico, de medula

ossea ou fibroblastos (Hamerton et al., 1975; Verma et al., 2003).

Com esse método, obtém-se um padrdo de 400-550 regides
cromossOmicas, ou bandas, para cada genoma hapléide. Cada uma das
bandas corresponde aproximadamente, em nivel molecular, a 8000 Kb do

DNA e tem uma resolugéo de 3-5 megabases (Mb).

Durante muito tempo, técnicas classicas de bandamento foram as
Unicas ferramentas na caracterizacdo de muitas doencas cromossOmicas

associadas a malformacgdes congénitas.

Desde a introdugao das técnicas de bandamento como metodologia
na pesquisa dos cromossomos humanos, a Genética Humana tem obtido
notoriedade, em virtude de suas descobertas em funcdo dos recentes
avangos nas técnicas citogenéticas, e tem contribuido enormemente em

todas as areas médicas.

O progndstico e monitoramento do tratamento sado importantes areas
de atuacdo da Citogenética como instrumento de estudo, n&o apenas de
geneticistas, mas também de pediatras, obstetras, neonatologistas,
hematologistas, oncologistas, endocrinologistas, patologistas e psiquiatras

(ISCN, 1995; Trask, 2002, Sharkey, 2005).
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o Diagnéstico pré-natal

O diagndstico pré-natal de doengas genéticas depende da interagao
entre 0 uso dos testes de 1° trimestre bioquimico (teste triplo), da ultra-
sonografia (USG) e dos métodos citogenéticos. Todos eles favoreceram o

estudo do feto com diagndésticos cada vez mais precisos.

A dosagem de a - fetoproteina no sangue materno junto com a
gonadotrofina coriénica e o estriol livre constitui o chamado teste triplo
(realizado entre a 152 e a 20® semanas de gestacao), que detecta 65% das
gestacdes com sindrome de Down (Wald et al., 1992). O teste triplo é capaz
também de rastrear outras aberracbées cromossdmicas, como trissomia do
cromossomo 18 em 80%, trissomia do cromossomo 13 em 30% e
monossomia do cromossomo X (45,X) em 44% dos casos. Esse teste
também ajuda a rastrear 98% das gestantes com defeitos de fusdo do tubo

neural e 60% dos defeitos abertos da parede abdominal.

Um teste triplo “positivo” ndo significa necessariamente que o feto
seja portador de uma aberragdo cromossOmica. Entdo, apdés um
rastreamento “positivo”, deverdo ser feitos exames adicionais, para
determinar se ha realmente uma doenga, sempre com o consentimento dos

pais, depois de informados sobre o exame e seus resultados.

Os exames adicionais incluem o USG (morfoldégico) e o estudo

cromossOmico pela bidpsia de vilo corial, amniocentese ou cordocentese, e
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essa ordem é seguida na realizagdo dos exames conforme o periodo

gestacional em que foi detectada a alteragéo.

O diagndstico citogenético pré-natal consiste na identificagcdo ou
exclusdo de uma possivel anomalia cromossdmica, para estabelecer um
prognéstico e permitir a interrupgdo dos casos pertinentes o mais
precocemente possivel, quando sido menores 0s riscos maternos e 0s

traumas psicolégicos.

O exame deve ser indicado rotineiramente nas seguintes situagoes:
mulheres acima de 35 anos; casais com filho prévio com doencga
cromossémica; mulheres portadoras de doencgas ligadas ao X; fetos com
diagndstico na USG de malformagdes ou portadores de marcadores ultra-

sonograficos de aneuploidias (Pinto Jr., 2002; Barini et al., 2002).

A biopsia do vilo corial foi desenvolvida na década de 60, juntamente
com a amniocentese. Sua execucgao deve ser precoce, ou seja, entre a 112 e
142 semana da gestacao (primeiro trimestre), e consiste na aspiragao

transabdominal de fragmentos da placenta guiada pelo ultra-som.

A amniocentese consiste na aspiragdo transabdominal de uma
pequena quantidade de liquido amnidtico da bolsa amniédtica, que envolve o
feto. A amostra € utilizada no cultivo de amniécitos para cariotipagem fetal
(Steele e Breg 1966). A amniocentese citogenética é geralmente realizada a
partir da 15 semana, mais comumente entre a 16% e a 18% semanas, e o

estudo dos amnidcitos esta completo entre 1 e 2 semanas. O estudo pelo
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método de FISH (Fluorescent In Situ Hibridization) apresenta resultados
mais rapidos, mas nao é capaz de elucidar alteracbes como dele¢des ou

translocacgdes.

Em 1983, Daffos et al. descreveram a técnica da amostragem
sanguinea do corddo umbilical utilizando a técnica percutanea guiada ultra-
sonograficamente. Todos os métodos anteriormente citados sdo invasivos e
s6 ganharam espago na obstetricia moderna com o aumento da resolugao
ultra-sonografica, que oferece menores riscos para o feto. A cordocentese é
realizada preferencialmente quando ha necessidade de resultados rapidos

disponiveis entre 48 e 72 horas.

1.3 CITOGENETICA MOLECULAR

O grande avanco nos conhecimentos sobre Biologia Molecular, aliado
a tecnologia em equipamentos laboratoriais, iniciado na década de 80, fez
evoluir as técnicas em citogenética, como as técnicas de FISH (hibridagao
fluorescente in situ), SKY (cariétipo espectral) e array-CGH, que é baseado
na hibridizacdo gendmica comparativa. Esse avanco e a aplicacao de
técnicas moleculares, como as mencionadas, tém aumentado
significativamente a resolugcdo da analise cromossémica e a especificidade
do diagnéstico (com sondas para regides especificas do DNA), e permitiram
a deteccdo de anormalidades genéticas associadas a alteragdes

submicroscopicas até entdo nao visualizadas.
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Essas técnicas possibilitaram esclarecimentos sobre as relagdes entre
aberragdes cromossdmicas e algumas anormalidades congénitas, assim
como nos estudos do genoma humano, do cancer, da evolugdo das

especies e também das estruturas e componentes nucleares (Trask, 2002).

A técnica de FISH baseia-se na hibridacdo complementar de cadeias
simples de acido nucléico ao material genético alvo fixado. Diferentes
sondas estdo disponiveis para o diagndstico, permitindo identificar regides
especificas dos cromossomos (envolvendo sequéncias <3Mb), como
centrdmeros ou um unico lécus, que incluem regides submicroscopicas,

microdelecdes e microduplicagdes.

A técnica de SKY consiste na visualizagdo simultanea de todos os
cromossomos humanos em 24 cores diferentes, e o array-CGH é baseado
na hibridizagdo genémica comparativa. Sdo técnicas aplicadas na detecgéo

de alteragdes submicroscopicas e rearranjos cromossdmicos complexos.

O array-CGH tem sido bastante utilizado em centros diagndsticos, em
virtude de sua praticidade em analisar diretamente pequenas amostras de
DNA e porque pode identificar alteragcbes com uma resolugcdo de 1Mb; mas
também é uma técnica limitada, pois ndo detecta rearranjos balanceados e
inversdes (Trask, 2002; Gribble et al., 2005; Sharkey, 2005; Krepisch-Santos

et al., 2006).

by

A aplicacdo da citogenética molecular combinada a citogenética

classica torna o diagndstico mais eficaz, inclusive nos exames pré-natais
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(Trask, 2002; Celep, et al., 2006a, 2006b).

Hoje, a analise citogenética € um exame util para diagnosticar varios
fendtipos especificos e também para elucidar manifestagbes clinicas
inespecificas com alteragdo no crescimento e desenvolvimento (Trask, 2002;

Nussbaum, 2004).

Mesmo sendo considerada uma das principais causas de morte
infantil, na América Latina as doengas genéticas tém pouca atengcdo dos
governos, que estdo mais voltados aos problemas de saude responsaveis
pela morbidade e mortalidade infantil de origem socioeconémica e ambiental
(OPS, 1984). No entanto, a medida que esses problemas vém sendo
resolvidos, as doengas congénitas e genéticas ganham presenga no cenario
brasileiro, passando de quinta para segunda causa principal de morte
infantil, e, além disso, aumentam também a gravidade das intercorréncias e

as complicagdes clinicas com risco de internagdes (Horovitz, et al., 2005).

Apesar dessas consideragdes, poucos servigos de saude executam
estudos citogenéticos, ressaltando-se que, dentre as inumeras técnicas
possiveis, a metodologia da banda G é imprescindivel para diagndstico
etioldgico, a fim de atuar no prognéstico, na prevencao e no aconselhamento

genético (Santos, 2000; Horovitz, et al., 2005).

Dessa maneira, a existéncia de poucos estudos referentes a
frequéncia de aberracdo cromossOmica, especificamente nos centros

genéticos brasileiros, estimulou a realizagdo do presente estudo, que
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objetiva avaliar a frequéncia de aberragdes cromossdémicas em pacientes
com o resultado de cariétipo, atendidos na Unidade de Genética do Instituto

da Crianga (ICr), de 1992 a 2002.



2. OBJETIVOS
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— Determinar a frequéncia de aberracées cromossémicas pelo método
do caridtipo, entre os pacientes atendidos na Unidade de Genética

do ICr.

- Classificar e caracterizar as principais aberragdes cromossdémicas

encontradas.



3. METODOS
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Foi realizada uma analise retrospectiva de todos os resultados de
cariétipos, no periodo de janeiro de 1992 a dezembro de 2002, mediante
analise dos registros dos pacientes atendidos no ambulatorio de Genética do
Instituto da Crianca da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo. O projeto obteve a aprovacdo da Comisséo Etica para a Analise de

Projetos de Pesquisa — CAPPesq, sob protocolo de pesquisa n° 177/04.

Todos os resultados de cariétipos compreendidos nesse periodo

foram cadastrados e analisados pelo programa Microsoft Excel®.

O estudo cromossémico foi realizado em pacientes com retardo
mental associado ou ndo a malformacdes congénitas multiplas. Em alguns

casos, 0 exame também foi solicitado para pais e/ou irméaos dos afetados.

A analise cromossémica foi realizada no Laboratério de Citogenética
do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sao Paulo (USP), sob supervisdo da Dra. Célia P.
Koiffmann. No ano de 1998, alguns exames também foram encaminhados

ao Laboratorio Hereditas, sob supervisédo da Dra. Cleide Borovick.

3.1 ESTUDO CITOGENETICO

O estudo cromossdmico é de rotina no laboratorio de citogenética e
consiste na cultura de linfocitos do sangue periférico, segundo o0 método de

Moorhead et al. (1960), modificado e empregado no laboratério, com
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posterior bandamento G - usando tripsina e Giemsa (GTG), que compreende
cerca de 450-550 regibes cromossdmicas (Seabright, 1971). A partir dai, sdo
diagnosticadas  microscopicamente, com sucesso, as alteracdes

cromossomicas (Swansbury, 2003).

3. 1.1 Técnica de Cultura Temporaria de linfécitos de sangue

periférico (Moorhead et al., 1960, modificada)

Aliguota de 0,5 ml de plasma com linfocitos de sangue periférico é
cultivada em 10ml de meio de cultura RPMI com L-glutamina, suplementada
com fitohemaglutinina 1% e com soro fetal bovino 20%, em estufa a 37 °C
por 72 horas. Trinta minutos antes de completar 72 horas, é adicionado a ela
0,1ml de colchicina 4.107, e ela é incubada novamente a 37°C, sendo as
células bloqueadas na fase de metéfase da diviséo celular. Ao término desse
periodo, € realizada a centrifugacdo durante 5 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante € descartado e sdo adicionados 7 ml de solucéo hipotbnica de
KCL (0,075 M). O material fica entdo em banho-maria a 37°C por 30
minutos. Logo depois de desprezado o sobrenadante, sdo adicionados 2mi
de solucéo fixadora (3 partes de metanol: 1 acido acético), para bloquear a
acdo da solucdo hipotdnica. Apés a homogeneizacdo, € realizada nova
centrifugacdo por 5 minutos. Esse procedimento é repetido mais duas vezes,
com banhos de 5ml de fixador. Ao final, o sobrenadante € removido e, a

partir da suspenséao celular, sdo preparadas laminas contendo uma ou duas
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gotas do material, as quais sdo mantidas em temperatura ambiente por um
periodo de 7 a 15 dias, para estudo citogenético, por meio das técnicas de
coloracdo. O restante da suspensao celular € armazenado em tubos conicos

a -20 °C.

3.1.2 Bandamento cromossdmico GTG

Para obtencdo da banda G, as laminas sdo incubadas em 2XSSC
(cloreto de sédio 0,3M e citrato trissédico 0,03M) por 10 minutos, a 60 °C.
Sao lavadas com agua destilada e, em seguida, tratadas com tripsina
0,025%, em tampéao fosfato pH 6,8 (fosfato dissddico 0,021 M e fosfato de
potéassio 0,012 M) por 30 a 60 segundos. Sdo lavadas com alcool 80%, em
seguida sao coradas por 5 a 10 minutos, com Giemsa a 4% em tampao
fosfato pH=6,8, e lavadas com agua destilada e secas a temperatura

ambiente.



4. RESULTADO E DISCUSSAO
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4.1 FREQUENCIA DAS ABERRACOES CROMOSSOMICAS

No periodo entre janeiro de 1992 e dezembro de 2002, foram
analisados 1262 caribtipos; 1122 foram propésitos e 140 eram familiares. No

Grafico 1, apresenta-se a distribuicdo anual dos exames realizados.

Gréfico 1 -Distribuicdo dos cariétipos realizados no periodo
1992-2002
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As aberragcbes cromossdmicas foram encontradas em 265/1262
(21%) das anadlises realizadas, sendo distribuidas entre 247/1122 (22%)
propositos e 18/140 (12,8%) nos familiares. Permaneceram com resultado

nao definido 71 propdsitos, que continuam em estudo.

Foi possivel determinar uma elevada frequéncia de aberracdes
cromossomicas, 22% (247/1122), nos pacientes atendidos no ambulatério de

Genética do ICr.

Em outros centros de genética de diferentes estados brasileiros, a



Resultado e Discussao 39

frequéncia de aberragdes cromossémicas encontrada também foi alta, e
variou de 15 a 29% (SAG-EFES, 1998; Balarin et al., 1995; Albano, 2000;
Santos et al., 2000; Duarte et al., 2004). Quanto a literatura internacional, os
indices de aberragbes cromossémicas situam-se entre 21 e 38% (Mokhtar

1997; El-Shanti e Al-Alami, 2002; Goud et al., 2005).

Esses valores demonstram que ha uma elevada frequéncia de
aberragbes cromossémicas nos pacientes atendidos em centros genéticos,

tanto nacionais, quanto internacionais.

4.1.1 TIPOS DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

As aberragdes cromossémicas encontradas nos 247 propositos
corresponderam a 175/247 (70,8%) numéricas e 72/247 (29,2%) estruturais
(Gréfico 2). As aberragbes cromossdmicas numeéricas tiveram indice superior
ao encontrado nas aberragdes estruturais, variagdo identificada em outros

trabalhos (Santos et al., 2000; Celep et al., 2006).

A maior parte das alteracdes — 221/247 (89,5%) — ocorreu nos
cromossomos autossdmicos, enquanto 26/247 (10,5%) ocorreram nos
cromossomos sexuais, resultados estes concordantes com os da literatura

(Santos et al., 2000; Duarte et al., 2004; Goud et al., 2005).

O Grafico 2 mostra a distribuicdo das aberragbes cromossémicas

encontradas nos pacientes.
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Gréfico 2 - Distribuicdo das aberraces cromossdmicas encontradas

em 247 propositos no periodo de 1992-2002

Outras aberragdes numéricas
Outras aberragdes estruturais
Sindrome de Wolf-Hirschhorn
Sindrome de cri-du-chat
Sindrome de Patau

Sindrome de Edwards
Sindrome de Turner

Sindrome de Down 47,4%

4.1.2 ABERRACOES CROMOSSOMICAS NUMERICAS

ANORMALIDADES AUTOSSOMICAS

A incidéncia de aberragcbes cromossémicas em criangcas que
apresentam alguma anormalidade no desenvolvimento esta em torno de 15%,
e, dessas anomalias, as trissomias dos cromossomos autossomos (21, 18, 13)

séo as mais frequentes, representando 70% dos casos (Nazer et al., 2001).

A aberracdo cromossémica numeérica mais frequente no presente
trabalho foi a sindrome de Down, encontrada em 117/247 (47,4%) pacientes
da casuistica, e a segunda foi a sindrome de Edwards, detectada em 18/247
(7,3%) pacientes, seguida pela sindrome de Patau, que ocorreu em 9/247

(3,6%) pacientes (Grafico 2).
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A sindrome de Down foi encontrada em 117 pacientes (47,4%). Em
seguida, a sindrome de Edwards, que foi detectada em 18 (7,3%) pacientes,
e Patau, em 9 (3,6%) pacientes (Tabela 2). Esses dados foram concordantes
com os da literatura, tanto no aspecto fenotipico (Figura 2), quanto em sua

frequéncia (Jones, 2006).

Sindrome de Down

caridtipo 47,XX,+21
2 anos e 1 més

Sindrome de Edwards Sindrome de Patau

cariotipo 47,XY,+18 cariotipo 47,XX,+13
79 dias 60 dias

Figura 2: Fotos de pacientes portadores das sindromes de Down, Edwards e de

Patau

A analise do estudo cromossémico das principais trissomias

autossdmicas encontradas esta representada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Principais aberragdes cromossdmicas autossOmicas encontradas

Aberracdo cromossémica Cariétipo Total

sindrome de Down 47 XX,+210u 47,XY,+21 104
46,XX, -21,+t(21921q)
46,XY, -21,+t(21922q )
46,XX, -21,+1(21920q )
46,XY,der(14;21)(q10;910)+21
46,XX,der(21;22)(g11;911)+21
46,XX/47 ,XX,+21 ou
46,XY/47 XY ,+21

sindrome Edwards 47,XX,+18 ou 46,XY, +18 1
46,XY/47 ,XY,+18
46,XX,1(18p;21q), +18

sindrome Patau 47 XX,+13 ou 47,XY,+13
46,XX/47 XY,+13
46,XX,-14,1(13914q)
46,XX,-13,t(139130q)
46,XX/47,XX,+8 ou

trissomia do 8 46,XY/47 XY ,+8

outras trissomias 47 XY ,+C;
46,XY/47,XY+C ou
46,XX/47 XX,+C
46,XY/47 XY, ,+D

Total 150

117

18

= N =2 N N0l D aa N D

*n°: numero

Na sindrome de Down, o estudo cromossémico mostrou trissomia
livre do 21 na maioria dos casos, 104/117 (88,9%). As translocacgbes
ocorreram em 9/117 (7,7%), e o mosaicismo, em 4/117(3,4%), mostrando a
predominancia de ftrissomia livre em relacdo as demais alteracdes
cromossOmicas (Tabela 2), o que também foi observado na literatura. O
indice de translocacdo nos cariotipos desses pacientes foi maior, se

comparado aos resultados de outros estudos.

Mokhtar et al. (1997), estudando 673 pacientes com sindrome de
Down, observaram trissomia livre em 95% dos casos, translocagao

Robertsoniana em 2,7% e mosaico em 0,7%.

Em outro estudo com um numero bem maior de pacientes - 5737,
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Mutton et al. (1996) observaram indices semelhantes: 94% de trissomia livre,

3,8% de translocacéao e 1,2% de mosaico.

A translocacdo Robertsoniana envolve 0s cromossomos
acrocéntricos, principalmente as combinagdes 13q14q e 14q921q,
constituindo 85% dessas translocagdes, aproximadamente, em razdo da
afinidade entre os cromossomos 13, 14 e 21, que €& promovida pelas

sequéncias homodlogas compartilhada entre eles.

Nos casos de translocacao, € indicado o estudo cromossdmico dos
pais do paciente, ja que o risco de recorréncia aumenta significativamente na
prole seguinte, nas translocagdes herdadas, o que dependera do
cromossomo envolvido e do genitor portador. Se o pai ou a mae forem
portadores da translocagao (13g14q), os riscos para a prole é de 1%,
aproximadamente. Nos casos de maes portadoras da t(14g21q), os riscos
aumentam para 10%, e para 100%, no caso de pai ou mae portadores da

t(21921q) (Stene e Stengel-Ruthowski, 1998).

Ja nos casos de trissomia livre, o risco foi empiricamente determinado
como 1%, e aumenta ainda mais, com o avanc¢o da idade materna (Hassold
et al., 1985; 1996). O mosaicismo também esta relacionado a idade materna

e a erros durante a divisao embrionaria.

Na sindrome de Edwards, a trissomia livre foi encontrada em 16/18
(88,9%) casos, 1/18 com translocagdo e 1/18 com mosaicismo,

representando 5,5% dos casos, cada.
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Na sindrome de Edwards, o risco de recorréncia, independentemente
da alteracdo cromossbmica, € inferior a 1%, enquanto nos casos de

translocagao sobe para 5% (Bugge et al., 1995; Schinzel, 2001).

Dados da literatura referem que, apesar de diferentes alteracdes
genotipicas envolvendo o cromossomo 18 resultarem no fendtipo da
sindrome de Edwards, porém com expressividade variavel, a trissomia livre
aparece na grande maioria dos casos (90 a 94% dos casos) (Bugge et al.,

1995; Jones, 2006).

Na sindrome de Patau, a trissomia livre foi encontrada em 5/9 (55,5%)
casos; a translocacédo, em 3/9 (33,3%); e, o mosaicismo, em 1/9 (11,1%).
Nessa sindrome, o risco de recorréncia por trissomia livre € inferior a 1%, e é
desprezivel. Nos casos de translocagao, o estudo dos pais € indicado; no
entanto, diferentemente das outras trissomias, mesmo havendo a heranga
parental, a recidiva é inferior a 1%, provavelmente em raz&do da incidéncia de

abortos.

Conforme a literatura, a trissomia do 13 € menos frequente que a do
18 e a do 21. A grande maioria dos conceptos com trissomias morre durante
0 periodo embrionario, nos primeiros meses, e a sobrevida até o segundo

trimestre é de 5% (Zoll et al., 1993; Sugayama et al., 1999; Schinzel, 2001).

Com relagdo as sindromes de Edwards e Patau, a maioria dos
afetados € abortada espontaneamente, entretanto alguns chegam a nascer

com um fendtipo bem caracteristico, com sobrevida mais curta. No entanto,
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existe uma possibilidade muito remota, mas nao insignificante, de uma
crianca ter uma sobrevida relativamente longa, especialmente se nao forem
detectadas malformacbes cardiacas e cerebrais graves. Nesse caso, o
tempo de sobrevida depende, em parte, dos achados citogenéticos
presentes (trissomia livre do 13 ou mosaicismo de trissomia do 13) e, em
parte, das malformacgdes graves (Zoll et al., 1993). Ha também estudos que
relatam que pacientes com translocagao Robertsoniana sobrevivem mais do
que pacientes com trissomia livre do 13 (Redheendran et al.,1981;Giaccardi

et al., 1991; Sugayama et al., 1999).

Existem alguns trabalhos de sobrevida prolongada, como o
levantamento de 20 anos realizado no ambulatorio da Unidade de Genética
do ICr (Sugayama et al., 1999), que estudou 24 pacientes com sindrome de
Edwards e 20 com sindrome de Patau, e a sobrevida média de cada um

deles foi de 54,6 e 35,3 dias, respectivamente.

Dois casos de sindrome de Edwards de nossa casuistica também
apresentaram sobrevida prolongada; uma menina com trissomia livre, que
faleceu aos 11 anos de idade, e um menino de dois anos, com cariétipo em
mosaico e com fendtipo parcial para a sindrome. Ambos os casos evoluiram
com hipotonia, dificuldade do desenvolvimento e atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor. Provavelmente o manejo terapéutico adequado e o
tratamento multidisciplinar precoce também podem ter contribuido para o

tempo de vida prolongado desses pacientes.

A trissomia do 8 em mosaico foi observada em apenas dois pacientes
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(um menino e uma menina), com quadro clinico semelhante ao relatado
anteriormente (Jones, 2006). A menina (Figura 3) apresentava: retardo
mental, microcefalia com desproporgcéo cranio-face, fendas palpebrais com
inclinagao para cima, narinas antevertidas, filtro hipoplasico, dentes incisivos
espacados, orelhas assimétricas e proeminentes, escoliose, espinha bifida,
térax estreito e comprido, clinodactilia do 5° dedo, sulcos palmares bem
marcados, halux valgo com sulcos plantares bem marcados e cardiopatia
congénita. O menino, além das caracteristicas em comum com a menina,

apresentava também coxas valgas, criptorquia com hipospadia.

Trissomia do cromossomo 8 em mosaico

) L
cariotipo 46,XX/47,XX,+8
7 anos e 5 meses

Figura 3: Foto da paciente portadora de trissomia em mosaico do cromossomo 8.

ANORMALIDADES SEXUAIS

Com uma incidéncia de 1:400 dos nascidos vivos, nas anormalidades
sexuais € observado um alto indice de dificuldade no aprendizado e na
linguagem, desvios de comportamento, alteragcdo hormonal e nos caracteres

sexuais secundarios (Linden e Bender, 2002).
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As alteragdes envolvendo os cromossomos sexuais representaram
26/247 (10,5%) de nossa casuistica. A Sindrome de Turner foi a mais
frequente, encontrada em 18/247 (7,3%) pacientes, seguida de trés casos de

triplo X, um de Klinefelter e um duplo Y (Figura 4) (Tabela 3).

As principais aberragdes cromossdmicas sexuais encontradas nos

pacientes estao representadas na Figura 4 e na Tabela 3.

Sindrome de Turner triplo X triplo X

cariétipo 45,X cariétipo 47,XXX caribtipo 47,XXX
5anos e 1 més 24 anos 12 anos
Sindrome de Klinefelter Sindrome do duplo Y

b

cariétipo 47, XXY cariétipo 47,XYY
11 anos 4 anos e 7 meses

Figura 4: Fotos de portadores das principais aberragdes sexuais encontradas nos

pacientes.
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Tabela 3 - Principais aberracdes cromoss6micas sexuais encontradas

Aberracdo cromossoémica Cariétipo e %"
casos

Sindrome deTurner 45X, 9 3,6
45,X/46,XX 5 2,0

45,X/45,X+mar; 1 0,4

46,X/Xi(Xq) 1 0,4

45,X/46,Xi(Yq) 1 04

46,X,der(X)t(X:Y)(p22;911) 1 0,4

Sindrome do triplo X 47 XXX 3 1,2
Sindrome de Klinefelter 47 XYY 1 0,4
Sindrome do duplo Y 47 XXY 1 0,4
Trés linhagens celulares 45,X/46,XY/46,Xi(Y) 1 0,4
Diploidia/triploidia 46,XY/69,XXY 1 0,4
Translocacao do X/6 46,X/6 1 0,4

Total 26 10,5

*n°: namero; ™ %: percentual

Entre os casos de sindrome de Turner (7,3%), o cari6tipo classico -
45X foi o mais encontrado, em 9/18 (50,0%) dos casos, seguido de
mosaicismo em 5/18 (27,7%), e de outras alteragdes estruturais em 4/18
(22,2%) (Tabela 3). Cerca de 60% dos casos da literatura apresentam o
cariotipo 45,X, enquanto os restantes sdo mosaicos ou estruturais (Lippe,

1991).

Foram observadas 16/18 pacientes com dismorfismos tipicos para a
sindrome, enquanto 2/18 pacientes (45,X/46,XX e 46,X del Xp)
apresentaram facies normal; no entanto, todas elas apresentaram baixa
estatura. Das meninas que entraram na adolescéncia (6/18), todas tiveram
amenorréia primaria, e a paciente com mosaicismo 45,X/46,Xi(YQq)
apresentou genitalia ambigua. Cinco pacientes apresentaram cardiopatia
congénita, duas manifestaram anomalia renal, uma, Diabets insipidus, e uma

outra, hipotireoidismo.
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O fendtipo é variavel na sindrome de Turner, mesmo em pacientes
nao mosaicos. A razao para isso nao € clara, mas alguns trabalhos estudam
a influéncia da origem parental (paterna ou materna) do Unico cromossomo

X existente nessas pacientes (Larsen et al., 1995, Jacob, et al., 1997).

O triplo X ou 47 ,XXX foi encontrado em 3/247 pacientes (1,2%), e
duas delas apresentaram um fendtipo mais especifico para a sindrome:
fronte proeminente, baixa implantacdo de cabelo, clinodactilia no 5° dedo,
prega simiesca, frouxidao articular e hipoplasia malar e dentes sobrepostos.
A outra paciente apresentou fenétipo normal; menarca aos 12 anos, aos 18
anos engravidou sem intercorréncias no periodo gestacional, e teve um filho

normal a termo.

Em sua maioria, as pacientes nao tém problemas com infertilidade; na
adolescéncia, porém, algumas apresentam amenorréia, insuficiéncia
ovariana, puberdade tardia e infertilidade (Schinzel, 2001; Linden e Bender,

2002).

A incidéncia é de 1:1.000 nativivas e, conforme a literatura, as
afetadas com triplo X tém aparéncia normal ao nascimento, sem grandes
alteracgdes fisicas significativas ao longo do crescimento e desenvolvimento.
O retardo mental tende a ser leve, com caracteristicas mais evidentes para
comportamentos imaturos com dificuldade de socializacdo. Muitos pais
descrevem as filhas como muito timidas e com inclinagdo a depressao

(Linden e Bender, 2002; Linden et al., 2002).
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Essas portadoras podem ter filhos normais, como ocorreu com uma
de nossas pacientes, no entanto ha um risco aumentado para descendentes

com o triplo X ou sindrome de Klinefelter (Kanaka-Gantenbein, et al., 2004).

Segundo Santos et al. (2000), o processo da inativagdo do
cromossomo X ou a distribuicdo da linhagem celular no mosaicismo
justificariam a aparéncia normal dessas pacientes. Em contrapartida, ha
casos em que a portadora pode apresentar malformagdes congénitas, desde
moderadas, como disgenesia ovariana/gonodal, até graves, como agenesia

renal (Haverty et al., 2004).

A sindrome de Klinefelter, 47,XXY ocorreu em apenas 1/247 (0,4%)
caso da amostra (Figura 4). O paciente foi diagnosticado, aos seis anos e
quatro meses, com fendtipo tipico para a sindrome com retardo mental,
ginecomastia, caracteristicas sexuais pouco desenvolvidas e disturbio de

comportamento.

Houve um caso 1/267(0,4%) de sindrome do duplo Y (47,XYY)
(Figura 4), diagnosticado pelo cariétipo fetal no pré-natal, indicado devido a
idade avangada da méae - 41 anos - e confirmado no cariétipo pds-natal; aos

oito meses, o paciente apresentava exame fisico e desenvolvimento normal.

Encontramos um caso (0,4%) de mosaicismo com trés linhagens
celulares - 45,X/46,XY/46,Xi(Y) (Figura 5), e o fendtipo incluiu atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldade na linguagem e malformacdes

menores, e também déficit pdndero-estatural, encurtamento de membros
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superiores e genitalia masculina normal.

Tivemos um caso (0,4%) de triploidia em mosaico - 46,XY/69,XXY -
50% com o numero normal de células e 50% de triploidia (Figura 5), oriundo
de uma gestagdo gemelar monozigotica, com irmado gémeo e pais sem
alteracdo cromossémica. Ao exame clinico, apresentou um fendtipo
caracteristico a literatura, com presenca de déficit pdndero-estatural,
microcefalia com despropor¢cdo cranio-face, sindactilia, hipospadia,
assimetria bilateral de membros, e esta vivo, atualmente com 10 anos de

idade.

Trés linhagens celulares

Diploidia/Triploidia

cariotipo 45,X/46,XY/46,Xi(Y) cariotipo 46,XY/69,XXY
5 anos e 4 meses 1 ano e 10 meses

Figura 5: Foto do paciente portador de trés linhagens celulares e do portador

de diploidia/triploidia.

As poliploidias sao consideradas letais, exceto nos casos de
mosaicismo, e podem apresentar sobrevida prolongada, pela distribuigcao
das linhagens em graus variados de células dipléides normais e tripldides, o
que resulta em malformagdes mais brandas no portador (Graham et al.,

1981).
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A triploidia em mosaico, em 75% dos casos, € revelada quando sao
analisados os fibroblastos. van de Laar et al. (2002) relataram trés casos
com retardo mental combinado com o retardo no crescimento, obesidade
troncal, assimetria bilateral, hipotonia, sindactilia, clino-camptodactilia e
orelhas de baixa implantagdo. Os resultados obtidos da analise de sangue
periférico de todos os 3 pacientes foram inicialmente normais; porém,
posteriormente a triploidia em mosaico foi revelada em todos eles, pela

pesquisa com fibroblastos.

4.1.3 ABERRACOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS

A pesquisa de alteragbes estruturais € muito importante, tanto no
prognostico de pacientes, quanto em casais com historia de abortos

recorrentes ou de infertilidade.

Conforme Van Dyke et al. (1983), a frequéncia aproximada dessas
alteragdes é 0,32% nos nascidos vivos; no entanto, esse numero poderia ser

mais elevado, se os casos de abortos fossem devidamente analisados.

As aberragdes estruturais foram identificadas em 72/247 (29%), e as
delegdes, translocagdes e duplicacbes foram as mais encontradas. As
principais aberragdes cromossémicas estruturais encontradas estédo

representadas na Tabela 4.
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Tabela 4: Aberracdes cromossOmicas estruturais identificadas nos pacientes

Alteracdo cromossémica

Caridtipo

n°de
casos

Total

@
%

Delecéo

Duplicacéo

Inverséao

Anel

Translocacédo

Adicao

Marcador

Isocromossomo

46,XX, del (4p) ou 47,XY, del(4p)
46,XX, del (5p) ou 47,XY, del(5p)
46,XX, del(6q)

46,XX, del(7p)

46,XY, del(11q)

46,XX, del(13q)

46,XY, del(14q)/46,XY

46,XX, del(18q)

46,XX, del(22q)

46,XY, del(Xq)

46,XX, dup(3q)
46,XY, dup(3p)
46,XY, dup(4p)
46,XX, dup(4q)
46,XY, dup(9p)
46,XX, dup(9q)
46,XY, dup(13q)

46,XY, dup(14p)

46,XY, dup(15p)

46,XX, dup(16q) ou 46,XY, dup(16q)
46,XY, dup(18p)

46,XY, dup(22q)

46,XX, inv(9) ou 46,XY, inv(9)
46,XY, inv(Y)

46,XX, r(2)

46,XX, r(4)

46,XX, r(10)

46,XX, r(18)

46,XX, r(22)

46, XX/47 XX+ r

46, XY/47 XY+ r

46,XX,+t(7p;14q)

46,XX,+t(119;13q)
46,XX,+t(16q;18p)

46,XX,+t(Xp;8p)

46,XX, der(7)(7;8)

46,XY, der(15)(14;15)

46,XX, add(4p)

46,XX, add(6p)

46,XX, add(9p)

46,XY, add(10q)

46,XX, +mar

47 XY, +mar

46,XY/47 XY, +mar

46,XX,i(18q)

46,XX,i18

oo

P N T 'O [ U i N U WU (S U . U U U LS RO (O [ N V= W U W & 3 [JSSE N N |\, S W W Wy \\) . U U [ G [ U e Y O I G O N (e ]

27

14

10,8

5,6

2,4

3,6

24

1,6

1,6

0,8

Total Geral

~
N

29,2

*n°: namero, ** %: percentual
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e Delecdes

No presente trabalho, o evento mais frequente das aberragbes
estruturais foi a delegcado, 27/247 (10,9%) casos. Dentre elas, foram
diagnosticados com maior ocorréncia a sindrome de “Cri-du-chat” (5p-) (9
pacientes) e a sindrome de Wolf - Hirschhorn (4p-) (8 pacientes) (Figura 6).
Os pais desses portadores apresentaram uma analise cromossémica
normal, tratando-se de eventos esporadicos, portanto o risco de recorréncia

€ muito baixo.

Sindrome de “Cri-du-chat”

cariotipo 46,XX,5p- caridtipo 46,XX,5p-
7 anos 7 meses

Sindrome de Wolf-Hirchhorn

cariotipo 46,XY,4p- cariotipo 46,XX,4p-
8 anos e 8 meses 2 anos e 5 meses

Figura 6: Fotos de portadores das sindrome de “Cri-du-chat” e de Wolf-
Hirchhorn
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Em geral as delegdes sdo encontradas no diagndstico de pacientes
dismorficos e no pré-natal, mas o conhecimento do funcionamento do gene
deletado e sua relagdo com a caracterizagao fenotipica ainda ndo sdo muito
bem definidos. Delegdo resulta numa haploinsuficiéncia, que parece
depender do tamanho do segmento deletado, assim como do numero e da

funcdo dos genes ali envolvidos (Shaffer e Lupski, 2000; Zollino et al.,2000).

Na delecdo do 5p, também conhecida como sindrome de “Cri-du-
chat’, os pacientes do presente trabalho apresentaram caracteristicas
semelhantes as apontadas na literatura: baixo peso ao nascimento, choro
caracteristico (como o miado de um gato), hipotonia, microcefalia,
hipertelorismo, epicanto, estrabismo, ponte nasal baixa, retro e micrognatia,

crescimento lento e retardamento mental (Cerruti Minardi et al, 2002).

Na delegdo do 4p, sindrome de Wolf-Hirschhorn, as caracteristicas
encontradas também foram semelhantes as apontadas na literatura. Os
pacientes apresentaram deficiéncia mental, altera¢gées cranio-faciais
(incluindo microcefalia, fronte ampla e alongada tipica - glabela),
microftalmia e hipertelorismo, retardo do crescimento pré e pds-natal,

hipotonia e convulsédo (Hirschhorn e Cooper, 1961; Zollino et al., 2000).

e Translocacao

Translocagdes ocorreram em 6/247 (2,4%) pacientes, e todos esses
casos foram herdados de um dos genitores, que apresentou, em seus

cariotipos, translocacdes equilibradas.
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A translocagdes equilibradas sao as mais encontradas no homem
(0,5%) (Jacobs, 1992b), e podem passar despercebidas por muitas
geracgoes, ja que os portadores normalmente ndo produzem fendtipo, até

surgirem problemas reprodutivos ou prole com malformagao.

Os pacientes com os cariotipos 46,XX,der(7)(7;8), 46,XY,
der(15)(14;15) e 46,XX,+t(16q;18p) apresentaram o mesmo tipo de
translocagdo equilibrada do genitor portador, e o estudo cromossdémico
familial identificou outros parentes portadores da mesma translocacao, os
quais também eram normais (avos e tios). Contudo, nossos pacientes
apresentaram atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e dismorfismos

fenotipicos.

Na literatura ha casos de familias que, embora com 0 mesmo tipo de
translocacao, apresentam portadores com ou sem fenétipo. Esses casos sao
de interesse para o estudo genético, embora ainda permanegam nao
esclarecidos. Aparentemente, sugere-se que ocorram quebras nos pontos
translocados, rupturas de genes ou mesmo pequenas duplicagdes que nao
podem ser vistas ao microscopio. Quanto menor for o tamanho do material
em excesso ou perdido, maior a incidéncia em nativivos, sendo indicado,
nesses casos, o estudo molecular (Flint, et al., 1995; Schinzel, 2001; Gribble

et al., 2005).

Portanto, os genitores com translocag¢des equilibradas apresentam um
risco aumentado de transmissdao aos filhos, que terdo rearranjos

cromossémicos em desequilibrio, com perda ou ganho de material genético,
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0 que resulta em fendtipos anormais com graus variados de retardo mental

(Jacobs, 1992a; Cohen et al., 1995; Celep et al., 2006a).

e Duplicacéo

As duplicagdes ocorreram em 14/247(5,6%) casos, em diferentes
cromossomos (Tabela 4). Nos pacientes que apresentam os caribtipos
46,XX,dup(3q), 46,XX,dup(4q) e 46,XY,dup(18p), foi confirmada heranca
parental de rearranjo equilibrado. E, no caso da duplicacdo do 18p, apds
estudo dos cromossomos da familia foi também observada a mesma

duplicagao no tio paterno, que apresentava retardo mental leve.

Essa alteracdo acarreta a presenca de trissomias parciais do
segmento duplicado, resultando em manifestagcdes fenotipicas variadas,
dependendo do cromossomo e do tamanho do material duplicado (Schinzel,

2001).

A presenca de duplicagdes pode ter como causa erros na meiose ou
na mitose, ou, ainda, pode ser decorrente da segregagao dos cromossomos
translocados recebidos dos genitores portadores de uma translocagao
cromossémica equilibrada durante a meiose (Cohen et al., 1995, Schinzel,

2001).

e Anel

O cromossomo em anel € uma ocorréncia rara, e seu grau da

expressao fenotipica depende do tamanho da delecdo e do quanto de
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material genético foi perdido no seu processo de formagao. Assim, o quadro
clinico de pacientes com cromossomo em anel pode variar; no entanto, sdo
normalmente avaliados em citogenética, por apresentarem retardo mental e

dismorfismos.

Segundo Coté et al. (1981), a sindrome do anel tem como
caracteristicas: baixo peso ao nascimento, retardo de crescimento grave,
retardo mental de leve a moderado, sem desvios fenotipicos,
independentemente do cromossomo considerado. Entretanto, quanto maior
for o cromossomo envolvido, maior o retardo de crescimento (Kosztolanyi,

1987).

Em nossa casuistica, o anel foi encontrado em 9/247 (3,6,%) casos, e
em nenhum deles foi uma caracteristica herdada, sendo, portanto, casos de
novo. As alteragdes clinicas encontradas foram: déficit ponderal e estatural
(8/9), atraso/retardo mental (7/8), disturbio de fala (7/9), alteragdes do
sistema nervoso central (2/9), dismorfismos craniofaciais (6/9), displasia
auricular (5/9), microcefalia (3/9), alteracdes esqueléticas (3/9), estrabismo e

alteragdes geniturinarias (3/12).

Nossos achados mostraram concordancia com a literatura. A
presencga da cutis girata, em um de nossos casos de anel do 22 (Figura 7a) ja
descrita anteriormente por Anderlid et al. (2002), demonstra que esse achado
talvez faga parte do conjunto de alteragbes especificas do cromossomo 22. Por
outro lado, a displasia auricular, comum em diversas aberracoes

cromossOmicas, em nossa casuistica também foi significativa (7/9).
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Cromossomo em anel

a) cariotipo 46,XY,r(22) b) cariétipo 46,XX,r(5)

Figura 7: Fotos de pacientes portadores de cromossomo em anel

As delegdes subteloméricas do 22q (Flint et al., 1995) constituem causas
de retardo mental e de -caracteristicas fenotipicas dismorficas menos
expressivas, porém a deficiéncia na fala é significativa e mais intensificada nos
casos de cromossomos em anel do 22, exatamente como descrito no nosso
caso. Porém, nosso caso apresenta déficit pondero-estatural, o que € explicado
pela formacao do anel. Essa situacdo também foi relatada por Luciani et al.
(2003), que estudaram pacientes com delegéo telomérica do 22913 resultante
de anel e ndo encontraram diferenga no fenotipo entre a del(22q13) e o anel do
22. Contudo, os que apresentavam apenas a del(22q13) tinham um
crescimento acelerado, enquanto os pacientes com r(22) apresentavam

déficit de crescimento global.

e Inversido

Neste trabalho, foram detectados 6/247 (2,4%) casos de inversao;

cinco envolveram a regido pericéntrica do cromossomo 9, e um, o
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cromossomo Y. Entre os cinco probandos com inversdo do cromossomo 9,
quatro foram herdados dos pais, que apresentavam fenétipo normal (um

materno e trés paternos), enquanto em um caso os pais estdo em estudo.

As inversbes pericéntricas normalmente ndo tém consequéncias
fenotipicas, sendo consideradas polimorfismos, transmitidos de geragado em
geragcdo, embora em alguns casos aparegam associadas a infertilidade,

abortos consecutivos e anomalias congénitas (Krishna et al, 1992).

Curiosamente, os pacientes com inversdo, aqui relacionados,
apresentavam atraso no desenvolvimento psicomotor, retardo mental e
dismorfismos, como microcefalia (2/6), facies peculiar (5/6), fendas
palpebrais inclinadas para cima (3/6), ponte nasal baixa (2/6),
microretrognatia (1/6), pescog¢o alado (1/6), prega palmar unica (2/6) e
camptodactilia (1/6). Em trés casos de inversdo do 9, foi observado o déficit

pdndero-estatural, e dois manifestaram convulsao desde um ano de idade.

Na literatura, a presenga do retardo mental e de crescimento foi
observada em alguns casos de inversao do cromossomo 9, embora isso leve
a discussodes significativas sobre uma possivel correlacado genotipo-fendtipo

(Kanata et al., 1985; Samonte et al., 1996).

e Marcador e outros

As alteragdes cromossdmicas estruturais menos frequentes foram:
marcador (4/247), assim chamados por serem cromossomos muito

pequenos e ocasionalmente vistos em cariétipos; adi¢ao (4/247), que ocorre
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quando o brago cromossOmico esta aumentado, devido a aquisicdo de
material cromossémico a mais; e o isocromossomo (2/247), que resulta em

um cromossomo com um dos “bragos” ausente e o outro duplicado.

Todas essas alteragbes sao de dificil caracterizagdo, sendo
necessarias, portanto, outras técnicas, para estudos mais especificos, tais
como: a hibridagao por fluorescéncia in situ (FISH), que utiliza sondas de
DNA; a SKY- cariotipo espectral, que possibilita a visualizagdo de cada um
dos pares de cromossomos e 0s cromossomos sexuais X e Y em cores
diferentes; array-CGH, que ¢é baseado na hibridizagdo gendmica
comparativa; e, a multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA).
Todas essas técnicas possibilitam identificar regides de anormalidades
cromossOmicas estruturais submicroscopicas, microdelecdes e

microduplicagbes (Trask, 2002; Sharkey et al., 2005).

Consideracoes Finais:

A alta frequéncia de aberracbes cromossémicas encontrada no
presente trabalho enfatiza a importancia do exame citogenético (cariétipo) na
investigac&do diagnostica de rotina nos pacientes atendidos na Unidade de
Genética do ICr, para definigdo diagnostica e aconselhamento genético

adequado aos pacientes e seus familiares.

Por outro lado, os pacientes que apresentaram o resultado de

cariotipo normal ndo podem ser afastados, visto que possiveis alteracdes
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submicroscopicas nao foram diagnosticadas pela citogenética convencional -
técnica da banda G. Varios estudos demonstraram que 3-7% de pacientes
com retardo mental inespecifico, associado ou ndao ao atraso no
desenvolvimento e dismorfismos, apresentam alteragbes submicroscopicas.
Necessita-se, portanto, de técnicas complementares mais modernas, na
elucidacao desses casos, como o FISH, array - CGH, SKY e MLPA (Flint, et
al., 1995, Knight et al.,1999, Kirtchhoff et al., 2007). No Brasil, na
Universidade de Sao Paulo, uma pesquisa foi desenvolvida recentemente
por Krepischi et al., 2006, que utilizaram o CGH em 95 pacientes com
fendtipo alterado, mas com resultado de banda G normal, e demonstraram

alteragdes cromossémicas em 30% dos casos.

Embora essas técnicas sejam extremamente eficientes, os custos
elevados dificultam sua realizagdo em grande parte dos laboratérios de
citogenética do Brasil. Desse modo, em nosso meio, o estudo cromossémico
pela banda G € o primeiro exame indicado apds a avaliagado clinica do

paciente.

Os testes moleculares mais especificos sdo indicados nos casos dos
pacientes com resultado normal pelo caridtipo, porém com fendtipo
sugestivo para aberragdo cromossdémica, o que possibilita prosseguimento

na investigagao diagnostica.



5. CONCLUSOES
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- O estudo cromossémico pela banda G permitiu-nos identificar uma
frequéncia de aberragbes cromossdmicas em 22% dos pacientes atendidos

na unidade de Genética do ICr.

- As aberragcbes cromossOmicas numéricas foram mais frequentes,
pois foram encontradas em 70,8%. As estruturais foram encontradas em

29,2%.

— As aberrag¢des envolvendo 0os cromossomos autossomos ocorreram

em maior freqiéncia (89,5%), em relagéo as aberragdes sexuais (10,5%).

- Das anormalidades autossdmicas, a sindrome de Down foi a mais
freqlente, com 47,4%, seguida da S. Edwards, com 7,3%, e da S. Patau,

com 3,6%.

- Dentre as alteragbes nos cromossomos sexuais, a sindrome de

Turner apareceu com maior frequéncia, com 7,3%.

- Entre as alteragbes estruturais, a que apresentou maior freqiéncia
foi a delecao, com 10,9%, com maior incidéncia para o 5p-, sindrome “Cri-

du-chat” (9 pacientes) e o 4p-, sindrome Wolf-hirshhorn (8 pacientes).

- A alta frequéncia obtida na casuistica enfatiza a importancia do
estudo cromossémico nos pacientes com retardo mental, dismorfismos e
multiplas malformagbes congénitas, a fim de oferecer um aconselhamento

genético adequado ao paciente e seus familiares.

- Nos casos de caridtipo normal em pacientes com quadro clinico
sugestivo de presenga de aberragdo cromossbmica, a investigacao

diagndstica devera prosseguir com outras técnicas especificas.
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