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 Resumo e Abstract 



RESUMO  

 

Oliveira, Y.G. Investigação citogenômica em pacientes com atraso de 

desenvolvimento global e mosaicismo pigmentar [Dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 

 

O mosaicismo é um evento frequente na população em geral, cuja frequência 

em casos que levam a efeitos fenotípicos é estimada em aproximadamente 1 

para 10.000 nascidos vivos. Contudo, é pouco identificado devido à dificuldade 

de caracterização citogenética e molecular que pode ocorrer em diferentes 

populações celulares. A detecção de alterações genômicas em diferentes 

tecidos utilizando as técnicas citogenômicas pode revelar elementos importantes 

para o entendimento da relação entre a arquitetura genômica e seu efeito 

fenotípico para assim auxiliar na conclusão diagnóstica dos pacientes com 

atraso de desenvolvimento global e mosaicismo pigmentar. Estudamos 21 

conjuntos de amostras de pacientes com ADG/MP (14 do sexo feminino e 7 do 

sexo masculino) por bandamento G e e array genômico, totalizando 84 amostras.  

Nosso estudo revelou 39 alterações classificadas como patogênicas ou 

provavelmente patogênicas permitindo o diagnóstico de 13/21 pacientes deste 

estudo. Observamos que a pele (fibroblastos) foi o tecido com um maior número 

de alterações patogênicas, fato este, relacionado com o mosaicismo pigmentar 

e, ressaltamos que o array genômico foi essencial para a caracterização 

molecular inequívoca de cada população celular, dada a facilidade de obtenção 

de DNA de qualquer tipo de amostra. Ainda foi possível observar que o array 

genômico possibilitou o diagnóstico dos pacientes e a detecção de mosaicismo 

em diferentes níveis. Concluindo, nosso estudo mostrou que a associação 

genótipo-fenótipo, considerando distintos tecidos, é imprescindível para a rotina 

diagnóstica de pacientes com ADG/MP. Bem como melhora o entendimento do 

papel da dosagem gênica, inter e intratecidual, e sua relação com as 

manifestações clínicas. 

 

Descritores: Mosaicismo; Doenças raras; Rearranjos genômicos; Testes 

genéticos; Variação do número de cópias de DNA; Análise de sequência com 

séries de oligonucleotídeos. 



ABSTRACT 

 

Oliveira, Y.G. Citogenomic investigation in patients with developmental delay and 

pigmentary mosaicism [Dissertation]. São Paulo “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2022. 

 

Mosaicism is a frequent event in the general population, whose frequency in 

cases that lead to phenotypic effects is estimated at approximately 1 in 10.000 

live births. However, it is poorly identified due to the difficulty of cytogenetic and 

molecular characterization that can occur in different cell populations. The 

detection of genomic alterations in different tissues using cytogenomic 

techniques can reveal important elements for understanding the relationship 

between genomic architecture and its phenotypic effect, thus helping in the 

diagnostic conclusion of patients with global developmental delay and pigmentary 

mosaicism. We studied 21 sets of samples from patients with GDD/PM (14 

females and 7 males) by G-banding and genomic array, totaling 84 samples. Our 

study revealed 39 alterations classified as pathogenic or probably pathogenic, 

allowing the diagnosis of 13/21 patients in this study. We observed that the skin 

(fibroblasts) was the tissue with the highest number of pathogenic alterations, a 

fact related to pigmentary mosaicism, and we emphasize that the genomic array 

was essential for the unequivocal molecular characterization of each cell 

population, given the ease of obtaining of DNA from any type of sample. It was 

also possible to observe that the genomic array enabled the diagnosis of patients 

and the detection of mosaicism at different levels. In conclusion, our study 

showed that the genotype-phenotype association, considering different tissues, 

is essential for the diagnostic routine of patients with GDD/PM. As well as 

improving the understanding of the role of gene dosage, inter and intra-tissue, 

and its relationship with clinical manifestations. 

 

Descriptors: Mosaicism; Rare diseases; Genomic rearrangements; Genetic 

tests; DNA copy number variations; Oligonucleotide array sequence analysis.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A heterogeneidade cromossômica, manifestada como mosaicismo 

genômico, está associada a uma variedade de síndromes genéticas. Devido à 

capacidade de mudar dinamicamente ao longo da ontogenia, o mosaicismo pode 

mediar a instabilidade do genoma, a diversidade genética intercelular e 

interindividual, o desenvolvimento pré-natal e o envelhecimento (Iourov et al., 

2019). Nesse contexto, é plausível que o mosaicismo esteja relacionado a um 

amplo espectro de doenças.  

Na literatura, é observado que pacientes com alterações em mosaico 

apresentam um padrão de manchas cutâneas sob o corpo na forma de linhas de 

Blaschko, e este fato está relacionado com o mosaicismo pigmentar. Esse, que 

é bem observado em pacientes que apresentam um quadro clínico de ADG e/ou 

DI associados a malformações congênitas. No entanto, nem sempre, estes 

casos são adequadamente identificados e/ou caracterizados, e, isto atribui-se a 

dificuldade de investigação da alteração genômica em diferentes tecidos (Frank 

e Happle, 2007; Biesecker e Spinner, 2013; Lupski, 2013). Devido à grande 

incidência e importância na espécie humana, é de grande valia entender os 

mecanismos causadores do mosaicismo ao longo do desenvolvimento, bem 

como associar esse evento às consequências clínicas. 

O termo mosaico foi cunhado no período medieval em que eram 

construídas figuras formadas pela incrustação de pequenos materiais distintos e 

de diferentes cores, formando assim um mosaico de cores. Na genética, este 

termo veio a ser utilizado e denominado em 1936, por Curt Stern, em um estudo 

com Droshophila. Este estudo demonstrou que o crossing over mitótico poderia 

levar a uma “mistura” de células geneticamente distintas, sendo denominado 

este evento como mosaicismo (Spinner e Conlin, 2014). 
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1.1 O mosaicismo 

 

O mosaicismo genético é definido pela presença de duas ou mais linhagens 

celulares geneticamente distintas derivadas de um único zigoto, presentes em 

um mesmo indivíduo. Este evento genético pode levar a abortos espontâneos, 

múltiplas malformações congênitas, atraso de desenvolvimento 

neuropsicomotor (ADNPM), malformações cerebrais focais, manchas cutâneas 

pigmentares e, o câncer. No entanto, este deve ser bem caracterizado para que 

não seja confundido com o quimeirismo. Entidade em que ocorre a presença de 

duas ou mais linhagens celulares geneticamente distintas, como resultado da 

fusão de dois zigotos diferentes em um único embrião. Sendo este um evento 

frequentemente reconhecido quando há a presença de linhagens celulares 

46,XX/46,XY que, por vezes, se manifestam clinicamente e são facilmente 

discerníveis geneticamente (Conlin et al., 2010; Lupski, 2013; Gajecka, 2016; 

Martínez-Glez et al., 2020; Kawamura et al., 2020; Thorpe et al., 2020).  

O mosaicismo será estabelecido conforme a população celular em que a 

alteração estiver presente, podendo estar em um mesmo tecido (intratecidual) 

ou em tecidos distintos (intertecidual), sendo este resultado de uma alteração no 

tecido germinativo ou no tecido somático (Youssoufian e Pyeritz, 2002; Conlin et 

al., 2010).  

Recentemente, foi descrito na literatura, um padrão de classificação de 

atributos para o mosaicismo. Um deles é o padrão que indica o tecido afetado, 

levando em consideração a sua localização e a capacidade de transmitir a 

alteração genômica para as células que irão ser geradas. Na Figura 1, podemos 

visualizar as classificações do mosaicismo, descritos na literatura, que são eles: 

somático, germinativo, gonadossomático e placentário (Martínez-Glez et al., 

2020; Thorpe et al., 2020). 

O mosaicismo somático (Figura 1A), é aquele em que há o envolvimento 

de todas as células do corpo humano, excluindo-se as células germinativas, e 

que tem como resultado as consequências fenotípicas para o indivíduo, que irá 

depender da extensão de células e/ou tecidos que foram afetados (Taylor et al., 

2014; Campbell et al.,2015; Martínez-Glez et al., 2020). Este, é o tipo de 

mosaicismo mais comumente relatado, visto em doenças cutâneas, vasculares 

e de supercrescimento, como nevos, tumores de pele e entre outras doenças. 
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Além de, ser o principal mecanismo do câncer (Foulkes e Real, 2013; Martínez-

Glez et al., 2020; Thorpe et al., 2020). 

Já o mosaicismo germinativo (Figura 1B), ocorre exclusivamente nos 

gametas (ovários e testículos), sendo esta uma linhagem de difícil acesso para 

estudo. Porém, sabe-se que indivíduos com alterações genômicas presentes 

apenas nas gônadas podem gerar proles afetadas. Este mecanismo já foi 

observado em algumas síndromes bem descritas, como Osteogênese imperfeita 

tipo II, uma doença de padrão autossômico dominante, em que foi relatado a 

presença da mesma variante genômica em proles de genitores não afetados 

(Pyott et al., 2011, Taylor et al., 2014; Martínez-Glez et al., 2020; Thorpe et al., 

2020). 

O mosaicismo gonadossomático (Figura 1C), anteriormente conhecido 

como gonossômico, é uma combinação de ambos os mosaicismos citados 

acima, envolvendo assim ambos os tipos celulares (Taylor et al., 2014; Campbell 

et al., 2015; Martínez-Glez et al., 2020).  

E ainda, há o mosaicismo placentário (CPM, do inglês Confined Placental 

Mosaicism), cujo apenas o tecido placentário é afetado e a alteração genômica 

não se propaga ao feto (Figura 1D). No entanto, o CPM tem sido associado a 

restrição de crescimento intrauterino, abortos espontâneos, natimortos e função 

placentária anormal (Taylor et al., 2014; Martínez-Glez et al., 2020). 

 

 

 
Figura 1 – Exemplos das classificações do mosaicismo e a distribuição das células alteradas no 
corpo humano. (A) Mosaicismo somático. (B) Mosaicismo germinativo. (C) Mosaicismo 
gonadossômico. (D) Mosaicismo placentário (Modificado de Martínez-Glez et al., 2020). 
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Com base no tecido de origem, o tipo de alteração genômica, o período de 

desenvolvimento embrionário em que surgiu uma nova linhagem celular e o 

padrão de expressão gênica, o mosaicismo pode gerar distintos efeitos 

fenotípicos, desde a perda precoce da gravidez até a uma patologia específica 

de um órgão (Figura 2). E inclusive, pode modificar os fenótipos e sua gravidade 

em uma síndrome já bem estabelecida. Como exemplo na Síndrome de Down, 

em que foi descrito a trissomia na forma de mosaicismo, onde o indivíduo 

apresentou um fenótipo mais brando, sem problemas cardíacos, com um tônus 

muscular adequado e desenvolvimento normal dos marcos motores, o que são 

fenótipos comumente observados em pacientes com a trissomia livre do 21 

(Lombillo e Sybert, 2005; Frank e Happle, 2007; Taylor et al., 2014; 

Papavassiliou et al., 2015; Kinsler et al., 2020; Thorpe et al., 2020).  

 

 

 
Figura 2 – Variáveis que contribuem para a variabilidade fenotípica de alterações genômicas em 
mosaico (FONTE: Kinsler et al., 2020). 

 

Segundo a literatura, algumas das consequências fenotípicas associadas 

ao mosaicismo são as malformações congênitas, dismorfismos, anomalias de 

pigmentação e DI, quando o tecido cerebral estiver envolvido (Taylor et al., 2014; 

Sekar et al., 2020). Esta variedade de fenótipos está relacionada à porcentagem 

de mosaicismo presente em um mesmo indivíduo, seja no mesmo tecido ou em 

tecidos distintos. Esta porcentagem também é responsável por minimizar 
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fenótipos clínicos que, em estado de não mosaico, poderiam ser mais 

abrangentes (Lombillo e Sybert, 2005; Frank e Happle, 2007).   

Alterações em mosaico em linhagens ectodérmicas que formam o tecido 

da pele (epitélio estratificado pavimentoso queratinizado) e algumas mucosas 

(epitélio estratificado pavimentoso não queratinizado) estão frequentemente 

associados a alterações pigmentares e anomalias congênitas do sistema 

nervoso central (SNC). Este fato é associado, na literatura, com o mosaicismo 

confinado a tecidos, ou seja, o mosaicismo pigmentar (MP) que pode expressar 

diferentes padrões de manchas cutâneas em todo o corpo.  

O MP é um termo que descreve padrões variados de pigmentação na pele 

ocasionada pela heterogeneidade genética das células deste tecido. Em um 

número substancial de casos, o mosaicismo pigmentar é observado 

concomitantemente com anormalidades extra cutâneas, tipicamente envolvendo 

o sistema nervoso central e musculoesquelético, que determinam um quadro 

clínico heterogêneo (Lim, Moscato, Choate, 2017; Kromann et al., 2018). O MP 

inclui diferentes padrões de hipopigmentação e/ou hiperpigmentação cutânea, 

que seriam explicadas por alterações genéticas que interrompem a expressão 

gênica de genes relacionados a pigmentação, bem como a sua função (Kromann 

et al., 2018). Estes padrões de pigmentação são divididos em dois grandes 

grupos: segmentares e não segmentares. 

Os segmentares envolvem um padrão de pigmentação que diversas áreas 

corporais respeitando a linha média. São eles, as linhas de Blaschko, podendo 

se apresentar como linhas estreitas ou largas (Figura 3A e 3B), o padrão em 

xadrez ou quadriculado, caracterizado pela alternância de quadrados de 

hiperpigmentação com separação acentuada na linha média (Figura 3C), padrão 

filoide com máculas semelhantes a folhas (Figura 3D) e lateralização (Figura 3E) 

(Lombillo e Sybert, 2005; Frank e Happle, 2007; Biesecker e Spinner, 2013; 

Kromann et al., 2018). 
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Figura 3 – Padrões de pigmentação do mosaicismo cutâneo. (A) Linhas de Blaschko estreitas. 
(B) Linhas de Blaschko largas. (C) Padrão em xadrez ou quadriculado. (D) Padrão filóide. (E) 
Lateralização da linha média (adaptado de Martínez-Glez et al., 2020). 

 

Já os não segmentares, envolve os padrões: disseminado (Figura 4A), 

irregular sem separação da linha média (Figura 4B) e o confinado a um único 

local (Figura 4C).  

 

 

 
Figura 4 – Padrões de pigmentação do mosaicismo cutâneo. (A) Padrão de pigmentação 
disseminado. (B) Padrão irregular sem separação da linha média. (C) Padrão confinado ao local 
(adaptado de Martínez-Glez et al., 2020). 

 

Deste modo, as nuances dessas observações clínicas foram prescientes e 

resultaram na construção de várias hipóteses fundamentadas na ideia de que as 

alterações genômicas concomitantes em diferentes tecidos poderiam explicar 

padrões incomuns de fenótipos dentro da mesma doença (Biesecker e Spinner, 

2013). 
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1.2 Etiologia do mosaicismo genético 

 

Com o avanço da ciência ao longo dos anos, é difícil ainda assumir o fato 

de que todas as células de um corpo humano compartilham genomas idênticos. 

De fato, estudos recentes de célula única demonstraram que há uma 

variabilidade genômica intercelular entre distintos tecidos, sugerindo assim de 

que todos os seres humanos podem ser um mosaico geneticamente falando 

(Iourov et al., 2019).  

A variabilidade genômica intercelular vem sendo foco de pesquisa 

genética por mais de 50 anos. Foi repetidamente demonstrado que a 

heterogeneidade genômica que se manifesta sob a condição de mosaico está 

associada a uma variedade de doenças humanas. 

Devido à capacidade de mudar dinamicamente ao longo da ontogenia, o 

mosaicismo pode mediar a instabilidade do genoma e a diversidade intercelular 

na saúde e na doença. No entanto, a ubiquidade de populações insignificantes 

de células com cariótipos anormais resulta em dificuldades de interpretação e 

detecção, que podem ser resolvidas por tecnologias genômica que possuem 

uma maior acurácia de detecção. Na era pós-genômica, tornou-se possível 

descobrir caminhos moleculares e celulares para instabilidade genômica usando 

tecnologias avançadas de varredura de genoma completo e ferramentas de 

bioinformática. Além disso, as oportunidades para determinar o efeito de 

alterações genômicas, sejam elas cromossômicas ou variação de um único 

nucleotídeo, sob fenótipo celular parecem ser úteis para desvendar as 

consequências intrínsecas do mosaicismo genético (Iourov et al., 2019) 

Assim, a abordagem do nosso estudo, investigando o mosaicismo 

cromossômico/genômico nos contextos ontogênico e patogênico tornou-se 

imprescindível para a identificação e compreensão do fenótipo clínico em 

pacientes com mosaicismo pigmentar associado ao atraso global de 

desenvolvimento. 

O mosaicismo pode ocorrer para qualquer tipo de alteração (Figura 5), seja 

ela em nível cromossômico decorrente de erros na segregação (mosaicismo 

cromossômico), ou a nível molecular devido a defeitos de replicação, transcrição, 

tradução e reparo de DNA (mosaicismo genômico). Sendo assim, o mosaicismo 

será denominado conforme o tipo de alteração que estiver envolvida e estas 
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alterações podem causar mudanças e danos na expressão gênica e/ou na 

função proteica (Frank e Happle, 2007; Lupski, 2013; Sekar et al., 2020; Thorpe 

et al., 2020). 

 

 
Figura 5 – Etiologia do mosaicismo genético. Este pode ocorrer para alterações a nível 
cromossômico, envolvendo alterações estruturais ou numéricas, e também alterações 
menores, a nível da dupla fita de DNA, como as CNVs e variações de um único nucleotídeo 
(Imagens provenientes do Laboratório de Citogenômica, LIM03, cortesia da Prof.a Dr.a Leslie 
Domenici Kulikowski). 

 

 

1.2.1 Mosaicismo cromossômico 

 

O mosaicismo cromossômico é aquele em que a alteração envolverá 

diretamente o cromossomo, podendo, por muitas vezes, ser observada ao 

microscópio óptico pela técnica de bandamento G quando for maior do que 5 Mb 

de tamanho (Taylor et al.,2014; Gajecka, 2016). 

Em geral, este tipo de mosaicismo é comumente observado nos casos de 

alterações numéricas, como as aneuploidias ou euploidias. Porém, também são 

descritos na literatura casos de mosaicismo envolvendo alterações estruturais, 

como translocações, cromossomos marcadores, cromossomos em anel, 

inversões e isocromossomos (Kulikowski et al., 2005; Conlin et al., 2010; Taylor 

et al.,2014; Gajecka, 2016). Como exemplo, na Síndrome de Pallister-Kilian, um 

isocromossomo do braço curto do cromossomo 12 extra (+iso(12p)) é observado 

na forma de mosaicismo intertecidual, ou seja, está presente quase que 

exclusivamente nos fibroblastos e medula óssea dos pacientes acometidos pela 

doença, sendo raramente observado em sangue periférico (Thakur et al., 2018; 

Wu et al., 2021). 
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O mosaicismo cromossômico pode ser decorrente dos seguintes 

mecanismos genéticos: erro de não disjunção mitótica ou meiótica, atraso 

anafásico e resgate trissômico.   

É de suma importância lembrar que durante as divisões celulares há 

mecanismos de checkpoint para assegurar de que a segregação dos 

cromossomos esteja ocorrendo de forma adequada. No entanto, durante os 

estágios pré-implantacionais e as primeiras divisões celulares do zigoto, não há 

um mecanismo de checkpoint eficiente, levando assim a uma má-segregação e 

subsequente alterações cromossômicas em mosaicos estão sujeitas a 

acontecerem (Taylor et al.,2014). 

A não-disjunção cromossômica durante o ciclo celular mitótico, pode gerar 

uma célula com monossomia e outra com trissomia (Figura 6A), sendo este um 

evento pós-zigótico, podendo envolver os cromossomos autossomos (1-22) e os 

sexuais (X e Y). Neste caso, se a não-disjunção ocorrer antes da diferenciação 

celular, o mosaicismo estará presente em todos os tecidos. No entanto, se o erro 

ocorrer após a diferenciação, o mosaicismo será confinado a tecidos específicos 

(Taylor et al., 2014; Papavassiliou et al., 2015). 

 A não-disjunção meiótica pré-zigótica é oriunda de um erro na separação 

dos cromossomos homólogos durante a meiose I, ou da separação das 

cromátides-irmãs durante a fase de anáfase da meiose II do ciclo celular, que 

pode ser seguido de outros dois mecanismos, o atraso anafásico ou o resgate 

trissômico (Figura 6B) (Conlin et al., 2010; Taylor et al., 2014; Papavassiliou et 

al., 2015). 

O atraso anafásico do ciclo celular, é um mecanismo que ocorre quando 

uma única cromátide é incorporada ao núcleo. Isso resulta na monossomia de 

determinado cromossomo naquela célula e, consequentemente, uma dissomia 

do mesmo cromossomo em uma outra célula. Este mecanismo pode ocorrer 

devido a uma falha em uma das cromátides-irmãs ao se fixar às fibras do fuso 

ou, também, quando está cromátide-irmã se liga às fibras do fuso, porém não é 

incorporada ao núcleo. Caso uma célula apresente uma trissomia, o processo 

de atraso anafásico poderá “corrigir” esta trissomia por meio do mecanismo 

conhecido como resgate trissômico, revertendo o cromossomo recíproco de 

volta à dissomia (Figura 6C) (Coonen et al., 2004; Capalbo et al.,2013; Taylor et 

al.,2014; Papavassiliou et al., 2015). 
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 O mecanismo de resgate trissômico é consequência de um erro de não-

disjunção cromossômica, onde há a monossomia de um cromossomo em uma 

das células e em outra há uma trissomia de um cromossomo. Nesta célula em 

que há três cópias de determinado cromossomo, uma dessas é “eliminada” 

levando consequentemente a uma dissomia uniparental (UPD – do inglês, 

Uniparental Disomy) (Figura 6C). (Coonen et al., 2004; Capalbo et al.,2013; 

Taylor et al.,2014; Papavassiliou et al., 2015). 

Dissomia uniparental é um evento em que há duas cópias de um alelo da 

mesma origem parental (materna ou paterna). Temos a heterodissomia 

uniparental, que é quando alelos distintos de um mesmo pai é herdado. E ainda, 

temos a isodissomia uniparental, que é quando as duas cópias idênticas de um 

alelo do mesmo pai são herdadas (Eggermann, Soellner e Kotzot, 2015; 

Sazhenova e Lebedev, 2019; Thorpe et al., 2020). 

Os eventos de UPD estão diretamente ligados ao imprinting genômico, e 

recentemente vem sendo considerados relevantes para o estudo de alterações 

genômicas em mosaico, conhecido por mosaicismo epigenômico. 
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Figura 6 - Representação esquemática dos mecanismos que levam ao mosaicismo 
cromossômico. (A) Não- disjunção cromossômica mitótico, sendo chamado de mosaicismo 
pós-zigótico, podendo envolver os cromossomos autossomos (A) ou, os cromossomos sexuais 
(B). (C) Não-disjunção meiótica pré-zigótica oriunda de um erro na separação dos 
cromossomos homólogos durante a meiose I, ou da separação das cromátides-irmãs durante 
a fase de anáfase da meiose II do ciclo celular, seguido por um resgate trissômico ou por um 
atraso anafásico (Grati, 2014). 

  

 

1.2.2 Mosaicismo epigenômico 

 

As células somáticas de organismos diplóides de mamíferos possuem duas 

cópias parentais dos genes. Isso fornece aos loci paternos e maternos o 

potencial de serem igualmente ativos no genoma da prole. O imprinting 

genômico é um fenômeno que viola esta expressão bialélica de genes paternos 
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e maternos, levando a sua expressão monoalélica e haploidização (Sazhenova 

e Lebedev, 2019; Thorpe et al., 2020). 

Até o presente momento, mais de 100 genes imprintados já foram 

identificados em mamíferos. Estes são, principalmente, genes codificadores de 

proteínas que desempenham um papel fundamental no desenvolvimento 

embrionário normal, influenciado os níveis de expressão dos genes que 

controlam o crescimento fetal, proliferação e diferenciação celular e, outros 

processos relacionados ao desenvolvimento fetal, a formação da placenta, do 

sistema nervoso central e do metabolismo (Eggermann, Soellner e Kotzot, 2015; 

Sazhenova e Lebedev, 2019; Thorpe et al., 2020). 

O mosaicismo epigenômico, como qualquer forma de mosaicismo 

genômico, pode ser definido como a presença de diferentes epigenótipos em um 

único zigoto. No entanto, ao contrário do mosaicismo estrutural de mutações 

genéticas somáticas ou anormalidade cromossômicas, o mosaicismo 

epigenômico é bastante difícil e diferenciar do polimorfismo epigenético normal, 

no qual diferentes células do corpo, mesmo dentro de um mesmo tecido, tem 

características epigenéticas específicas (Sazhenova e Lebedev, 2019). 

O possível valor patogênico do mosaicismo epigenômico (ou 

epimosaicismo) implica na existência de uma fronteira entre a variabilidade 

epigenética normal e patológica, situação que as novas tecnologias de 

investigação diagnóstica estão pouco a pouco desvendando (Eggermann, 

Soellner e Kotzot, 2015; Sazhenova e Lebedev, 2019; Thorpe et al., 2020).  

 

1.2.3 Mosaicismo genômico 

 

O mosaicismo genômico é aquele que engloba pequenas alterações a nível 

da dupla fita de DNA. São elas, SNVs (do inglês, Single Nucleotide Variants), 

InDels: inserções e deleções de nucleotídeos na fita do DNA (do inglês, 

INsertions and Deletions), e CNVs (do inglês, Copy Number Variation), sendo 

esta última a mais relatada na literatura sob a condição de mosaico (Campbell 

et al., 2015; Gajecka, 2016; Cao et al., 2019; Martínez-Glez et al., 2020). 

Os SNVs são uma variação em uma única posição na sequência de DNA 

entre os indivíduos. Essas variações genéticas ocorrem em 1 a cada 1000 bases 

no genoma humano, e quando presentes em pelo menos 1% da população 
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mundial são denominadas de SNPs (do inglês, Single Nucleotide 

Polymorphisms). Segundo a literatura, grande parte dos SNPs não tem efeito 

sobre o fenótipo, porém quando estes ocorrem dentro de um gene ou em uma 

região reguladora próxima ao gene pode afetar a função do mesmo, sendo assim 

as SNVs (Cao et al., 2019; Martínez-Glez et al., 2020). 

As InDels são pequenas inserções e deleções de nucleotídeos na fita do 

DNA que variam de 1 a 10.000 pb de comprimento, considerada a segunda 

classe mais comum de mutação no genoma humano. Porém, podem influenciar 

no fenótipo clínico quando alteram a função da proteína final (Macé, Kutalik e 

Valsesia, 2018 Pös et al., 2021). 

As CNVs são definidas por variações no número de cópias (deleções e/ou 

duplicações) presentes no genoma humano que variam de aproximadamente 50 

pb a muitos megabases de extensão. Sua frequência pode variar dependendo 

do tamanho da alteração, mas, estimativas sugerem que mais de 12% do 

genoma de qualquer indivíduo pode apresentar alterações em número de cópias, 

ou seja, indivíduos normais e saudáveis também podem ser portadores de 

CNVs, porém, estas não causam fenótipo clínico (Redon et al., 2006; Edelmann 

e Hirschhorn, 2009; Macé, Kutalik e Valsesia, 2018 Pös et al., 2021). 

É possível classificar as CNVs em dois grandes grupos, recorrentes e não-

recorrentes, que vão variar em relação ao seu mecanismo gerador (Figura 7). 

CNVs “recorrentes” são mediadas por sequências LCRs (do inglês, Low Copy 

Repeats) que variam entre 1 e 5 kb e possuem mais de 95% de similaridade. Já 

as CNVs “não-recorrentes” são caracterizadas pela microhomologia e por 

apresentar “blunt ends” ou pequenas inserções nas junções dos pontos de 

quebra (Macé, Kutalik e Valsesia, 2018; Pös et al., 2021).  
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Figura 7 - CNVs recorrentes e CNVs não recorrentes. As CNVs recorrentes apresentam o 
mesmo tamanho e são mediadas por LCRs. Já as CNVs não recorrentes podem ter tamanhos 
distintos e compartilhar uma pequena região de sobreposição (Pös et al., 2021).  

 

 

Um dos principais mecanismos de CNVs “recorrentes” é a recombinação 

homóloga não-alélica (do inglês, Non-Allelic Homologous Recombination - 

NAHR) que devido à alta similaridade das LCRs, essas sequências podem 

acabar se alinhando indevidamente durante a divisão celular, mitótica ou 

meiótica. Esse alinhamento pode ocorrer entre cromossomos homólogos ou não 

ou entre diferentes locis do mesmo cromossomo. Este alinhamento indevido 

pode resultar em rearranjos genômicos, como deleções, duplicações e 

inversões, e até em translocações quando as LCRs estiverem localizadas em 

cromossomos distintos (Figura 8) (Gu, Zhang e Lupski, 2008; Pös et al., 2021; 

Burssed et al., 2022). 

Já dentro os mecanismos de CNVs “não-recorrentes” temos a junção das 

extremidades não-homólogas (do inglês, Non-Homologous end Joining - NHEJ), 

que ocorre quando há uma quebra na dupla fita de DNA sucedido de um reparo 

pela ligação de ambas as extremidades. Como este reparo não necessita de 

presença de um molde homólogo, consequentemente pode-se observar a 

presença de pequenas InDels, entre 1-34 pb, no ponto de quebra da CNV. Este 

tipo de mecanismo pode ocorrer frequentemente em regiões repetitivas do DNA, 

devido ser uma região mais suscetível à quebra da dupla fita, gerando uma 

instabilidade genômica (Figura 8) (Pös et al., 2021; Burssed et al., 2022). 

Temos também a junção de extremidades mediada por micro homologia 

(do inglês, Microhomology-mediated end Joining - MEEJ), que se utiliza da 

excisão de bases expondo regiões de alta micro homologia dentro da dupla fita 

para o anelamento e posterior junção das extremidades, gerando assim 

deleções e translocações nas fitas envolvidas (Pös et al., 2021; Burssed et al., 
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2022). Ambos os mecanismos, NHEJ e MMEJ, por serem decorrentes de uma 

quebra na dupla fita de DNA e a junção das mesmas posteriormente.  

 

 
Figura 8 – Exemplificação de mecanismos que originam as variações no número de cópias: a 
esquerda da imagem temos NARH, onde os blocos em azul representam LCRs que se alinham 
de forma errônea devido à alta similaridade entre elas, resultando em rearranjos que podem levar 
a deleções ou duplicações destes segmentos. E a direita da imagem temos o NHEJ, onde há 
uma quebra da dupla fita entre duas sequências não homólogas, e por meio do NHEJ acaba 
realizando a junção de ambas as extremidades, ocasionando na deleção do segmento entre 
ambas as regiões (Gu, Zhang e Lupski, 2008). 

 

 

Segundo Vanneste e colaboradores (2009), em aproximadamente 70% dos 

embriões humanos foi visualizada a presença CNVs em pelo menos um 

blastômero durante a primeira semana do desenvolvimento embrionário. Estas 

CNVs são geradas pois, o processo de transcrição do DNA não está totalmente 

ativado em humanos até o estágio de clivagem do zigoto, constituído por oito 

células. Sendo assim, a falta de replicação, verificação e reparo de erros 

presentes na maquinaria do DNA podem resultar em um aumento da 

instabilidade genômica, deixando o material genético mais propenso a 

alterações neste estágio do desenvolvimento embrionário, podendo levar assim 

ao mosaicismo genômico (Campbell et al.,2015). 

Estudos anteriormente realizados relataram algumas doenças em que 

CNVs foram descritas sob a forma de mosaico, como na Síndrome de Rett, uma 

anormalidade associada ao cromossomo X, relacionada a alterações no gene 

MECP2. Essa síndrome é letal para homens quando presente em todas as 
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células, porém, essa letalidade não é necessariamente observada no caso de 

mosaicismo (Zhang et al., 2019; Cooley Coleman et al., 2022). Este fato ressalta 

a importância de se constatar o mosaicismo genômico, uma vez que há poucos 

relatos na literatura sobre alterações submicroscópicas na forma de mosaico. E, 

embora avanços na tecnologia de genotipagem e sequenciamento tenham 

acelerado a taxa de descoberta dessas anormalidades, a maioria dos casos 

dessas alterações em mosaico permanecem indetectáveis. 

 

1.3 Investigação de mosaicismo pela citogenômica 

 

Alterações cromossômicas e/ou genômicas sob a forma de mosaicismo 

podem ser estudadas por diferentes técnicas citogenômicas, podendo ser elas, 

o cariótipo por bandamento G, Hibridação in situ Fluorescente - FISH (do inglês, 

Fluorescent in situ Hybridization), MLPA (do inglês, Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification) e o array genômico. 

Contudo, a resolução do cariótipo é limitada a alterações de no mínimo 5 

Mb. Além disso, o mosaicismo de baixo percentual é de difícil caracterização 

pela cariotipagem clássica, exigindo a ampliação do número de células 

analisadas. Rotineiramente, este estudo é realizado em culturas linfocitárias 

obtidas a partir de sangue periférico (de origem mesodérmica), devido a este ser 

um exame pouco invasivo cujas células apresentam rápida divisão celular. No 

entanto, nos casos em que há suspeita de mosaicismo, faz-se necessário a 

cariotipagem em outro tipo celular, como os fibroblastos (de origem ectodérmica) 

cultivados por meio de biópsia de pele, sendo este um procedimento invasivo e 

que exige um maior tempo de cultura celular, além de ser mais suscetível a 

contaminação (Sdano et al., 2014). Nesse sentido, a análise de células obtidas 

de raspado do epitélio bucal (também de origem ectodérmica) é uma alternativa 

para a detecção do mosaicismo, uma vez que a coleta dessas células é realizada 

por métodos simples e não invasivos, podendo assim futuramente substituir a 

realização da biópsia de pele. No entanto, em geral, são realizados apenas 

testes moleculares neste tipo de amostra devido à dificuldade na obtenção de 

crescimento celular e de cromossomos viáveis para o estudo citogenético. 

Uma técnica de citogenética molecular amplamente utilizada é o array 

genômico, pois possui maior resolução do que as técnicas descritas 



46 

 

anteriormente (cerca de 0,7 kb), permitindo a detecção de mosaicismos que 

envolvam alterações menores que 50 kb, junto da análise de milhares de alvos 

genômicos ao mesmo tempo (Campbell et al.,2015). 

Esta metodologia utiliza da hibridação por complementaridade do DNA 

proveniente de diversas amostras biológicas às sondas (segmentos de 

sequência genômica) contidas na lâmina ou chips de array, e assim é realizada 

a análise da emissão de fluorescência das sequências pesquisadas por meio de 

softwares específicos de análise. Dessa forma, a técnica de array realiza um 

escaneamento completo e geral do genoma, sendo capaz de detectar e avaliar 

alterações como microduplicações/microdeleções, mapear a localização 

genômica dos pontos de quebra destas alterações, compreender mecanismos 

de formação de rearranjos e, determinar a patogenicidade das alterações 

(Manning e Hudgins, 2010). 

Esta é uma técnica amplamente utilizada para diagnóstico de pacientes 

com DI e múltiplas anomalias congênitas que não possuem uma suspeita clínica 

definida. Este possui a capacidade de identificar em um único teste ganhos e 

perdas de regiões genômicas que podem estar relacionadas com o fenótipo do 

paciente, também sendo capaz de identificar mosaicismos acima de 30%, 

aneuploidias, dissomia uniparental e regiões de homozigosidade (ROH, do 

inglês Regions Of Homozygosity) (Manning e Hudgins, 2010; Sund e Rehder, 

2014; Eggermann et al., 2015). 

No cenário atual, há diversas plataformas baseadas na tecnologia dos 

arrays disponibilizadas por diferentes empresas, e essas apresentam diferentes 

densidades e cobertura do genoma, sendo que, algumas dessas plataformas 

podem interrogar milhões de regiões em uma única vez. Uma das plataformas 

dos array muito utilizadas são os CGH-array (array por hibridação genômica 

comparativa, do inglês Comparative Genomic Hybridization) e os SNP-arrays 

(Emanuel e Saitta, 2007; Edelmann e Hischhoern, 2009; Alkan et al., 2011). 

Os SNP-arrays possuem sondas desenhadas para identificar a diferença 

de um único nucleotídeo nas sequências de DNA, permitindo assim a 

aproximação do ponto de quebra das alterações, além de identificar baixos níveis 

de mosaicismo. Dessa forma, esta plataforma tem a capacidade de detectar 

alterações de número de cópias em grandes regiões do genoma, além de 

genotipar os indivíduos em locais precisos, podendo ser útil na detecção de 
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eventos somáticos de baixo nível, como o mosaicismo. Esta é, então, uma 

ferramenta valiosa, pois permite a integração de informações de genótipos e 

números de cópias (Emanuel e Saitta, 2007; Edelmann e Hischhoern, 2009; 

Alkan et al., 2011). 

Em um único estudo descrito na literatura, foi possível verificar que o SNP-

array é uma técnica mais sensível que o CGH-array, mostrando-se capaz de 

detectar níveis de mosaicismo de até no mínimo 5%, além de analisar a 

zigozidade dos SNP (ROH e UPD) (Figura 9). Isso possibilita analisar o 

mecanismo genético pelo qual o mosaicismo ocorreu por meio de um cálculo 

métrico denominado frequência do alelo B (BAF, do inglês B Allele Frequency) 

(Conlin et al., 2010; Biesecker e Spineer, 2013). 
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Figura 9 – Representação da detecção de distintos níveis de mosaicismo genético dentro de um 
único tecido celular (sangue periférico). (A) Níveis de mosaicismo para deleções envolvendo os 
cromossomos autossomos. (B) Níveis de mosaicismo para trissomias. O padrão de frequência 
do alelo B indica que os mesmos dois haplótipos presentes na linha celular euplóide também 
estão presentes na linha celular triplóide em proporções alteradas. (C) Níveis variados de 
mosaicismo para trissomias. As frequências adicionais do alelo B nos pacientes com mosaico 
representam genótipos presentes na linha celular trissômica que não estão presentes na linha 
celular euplóide, sugerindo uma origem meiótica da trissomia (Conlin et al., 2010). 
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Alguma das vantagens da realização da técnica de array para detecção de 

mosaicismo é de que muitas células são analisadas simultaneamente e essas 

são analisadas em todas as fases do ciclo celular, incluindo intérfase e metáfase, 

reduzindo assim o viés de cultivo celular, pois as amostras não requerem cultura 

celular (Biesecker e Spinner, 2013; Conlin et al., 2010). 

Atualmente, há disponíveis ferramentas de bioinformática para a análise e 

detecção de mosaicismo. Estas, na sua grande maioria, se utilizam de algoritmos 

que interpretam uma divisão de genótipos que estão em desequilíbrio alélico e 

sugerem uma duplicação genômica. No entanto, esta duplicação só será real 

quando for comparada com um “ganho” de intensidade de sinais obtidos pela 

leitura das sondas do SNP-array, senão teremos um resultado falso-positivo, 

onde a duplicação na realidade é uma deleção em mosaico Biesecker e Spinner, 

2013; Conlin et al., 2010). 

Desta forma, o mosaicismo é frequentemente analisado de forma errônea 

na rotina diagnóstica. Além de que, nem sempre o tecido em que a alteração 

estiver presente está sendo estudado. Assim, utilizamos neste trabalho as 

ferramentas de análise disponibilizadas pela plataforma Illumina em conjunto 

com os bancos de dados públicos, criando assim um fluxo que foi desenvolvido 

especificamente para este estudo em questão com o intuito de auxiliar no 

diagnóstico de alterações genômicas sob a condição de mosaicismo, estejam 

ela presentes intra ou intertecidual.  

Nesse sentido, a detecção de alterações genômicas em diferentes tecidos 

utilizando as técnicas citogenômicas pode auxiliar na compreensão das 

alterações genômicas sob a forma de mosaicismo (intra e/ou intertecidual) 

associado a manifestações clínicas, bem como correlacionar a alteração em 

mosaico encontrada em ambos os tecidos de origem ectodérmica (fibroblastos 

e mucosa oral). 

Esse tipo de investigação pode revelar elementos importantes para o 

entendimento da relação entre a arquitetura genômica e seu efeito fenotípico. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

 

✓ Detectar a presença de alterações citogenômicas na condição de mosaico 

e avaliar sua influência sob o fenótipo clínico em pacientes com manchas 

cutâneas pigmentares e deficiência intelectual idiopática 

 

 

2.2 Objetivos secundários 

 

✓ Realizar o estudo citogenético por bandamento G em sangue periférico e 

fibroblastos. 

✓ Realizar o teste de array em DNA extraído de células provenientes de 

mucosa oral. 

✓ Determinar a influência exercida pelo mosaicismo sob o fenótipo clínico. 

✓ Avaliar e correlacionar os possíveis mecanismos responsáveis pelas 

alterações observadas. 

✓ Estimar a frequência de mosaicismo para alterações citogenômicas entre 

os pacientes atendidos no Ambulatório de Genética do ICr-HCMFUSP. 
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3. MÉTODOS 

 

3.1 Casuística 

 

Trata-se de um estudo retrospectivo e prospectivo, cuja casuística foi 

composta por 21 conjuntos de amostras referentes a 21 pacientes (14 do sexo 

feminino e sete do sexo masculino) com ADG e/ou DI e manchas cutâneas 

pigmentares sem estudo citogenético e molecular anterior, ou, cujo estudo foi 

incompleto ou insuficiente para a identificação de alteração genômica. Cada 

conjunto de amostras foi composto por uma amostra de sangue periférico colhido 

em tubo contendo heparina sódica, uma amostra de sangue periférico colhido 

em tubo contendo EDTA, uma amostra de fragmento de pele e uma amostra de 

raspado de epitélio bucal de mucosa oral.  

Os pacientes selecionados são atendidos periodicamente no Ambulatório de 

Genética do Instituto da Criança do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (ICr-HCFMUSP), sob a supervisão da 

Dra. Chong Ae Kim, e foram clinicamente avaliados pelos médicos geneticistas. 

A avaliação clínica foi composta por anamnese detalhada contendo: dados 

de história clínica e evolutiva, desenvolvimento neuropsicomotor, antecedentes 

gineco-obstétricos maternos, histórico familiar, heredograma e exames 

complementares pré e pós-natais. Bem como, exame físico e registro fotográfico. 

Foram incluídos pacientes com manchas cutâneas pigmentares associadas 

ao ADG e/ou DI que não possuem um diagnóstico conclusivo para o quadro 

clínico, com ou sem resultado prévio de cariótipo de sangue periférico. Foram 

excluídos deste estudo pacientes que não possuíam manchas cutâneas 

pigmentares associadas ao ADG e/ou DI.   

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para Análises de Projetos de 

Pesquisa da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo (Cappesq – 3.076.781) (Anexo A). Os pacientes 

e/ou seus responsáveis legais consentiram e assinaram o Termo de 

Compromisso Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B).  

Acrescento, que este estudo teve o apoio financeiro FAPESP (Processo nº 

2018/20936-4).  
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3.2 Métodos 

 

Conforme supracitado, para cada paciente foram coletadas quatro 

amostras biológicas provenientes de tecidos distintos para realização de 

diferentes testes genéticos, sendo: 

▪ 4 mL de sangue periférico em tubo contendo heparina sódica (tubo de 

tampa verde) para o estudo citogenético por bandamento G; 

▪ 4 mL de sangue periférico em um tubo contendo anticoagulante ácido 

etilenodiaminotetra-acético (EDTA – tubo de tampa roxa) destinado a 

extração de DNA para realização do estudo por array; 

▪ Um fragmento de 4 mm de pele de região contendo mancha cutânea 

pigmentar utilizado para estudo citogenético por bandamento G, e 

extração de DNA para realização do estudo por array; 

▪ Raspado de epitélio bucal para a obtenção de células da mucosa oral 

com auxílio do kit de coleta ORAcollect for Pediatric® (OC-175) (DNA 

Genotek®) também destinadas a extração de DNA e estudo 

citogenômico por array. 

Todos os experimentos foram feitos no Laboratório de Citogenômica (LIM 

03) da rede PREMIUM da FMUSP. 

 
 

3.2.1 Cultura de linfócitos obtidos a partir de sangue periférico 

 

A cultura de linfócitos foi realizada conforme o protocolo já padronizado 

pelo Laboratório de Citogenômica do LIM 03. As amostras foram processadas 

imediatamente após a coleta. 

Em um fluxo laminar estéril, aproximadamente 0,5 mL (13 gotas) de sangue 

periférico foram transferidos para um tubo estéril do tipo Falcon de 15 mL 

(Corning®) contendo 5 mL de meio de cultura PB-MAXTM Karyotyping Medium 

(Gibco®), com auxílio de uma pipeta Pauster estéril. As culturas foram incubadas, 

em posição inclinada, em estufa com CO2 (5%) à 37ºC por aproximadamente 72 

horas.  

Após o período de incubação, foram adicionados 65 µL de colchicina 

(Colcemid KaryoMAX - Gibco®) às culturas e essas foram novamente incubadas 
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em com CO2 (5%) à 37ºC por mais uma hora. O material cultivado foi submetido 

à centrifugação a 1500 rpm por 5 minutos. Com o auxílio de uma pipeta Pauster 

estéril, o sobrenadante foi desprezado e ao pellet foram adicionados 8 mL de 

solução hipotônica (KCl 0,075 M) aquecida a 37°C. Os frascos de cultura foram 

novamente incubados em estufa à 37°C por 15 minutos e em seguida foi 

adicionado 0,5 mL de solução fixadora (3 mL de metanol: 1 mL de ácido acético 

glacial) gelada (~20°C), com o intuito de interromper a hipotonia. Posteriormente, 

o tubo foi centrifugado novamente a 1500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante 

desprezado e ao pellet foram adicionados 6 mL de solução fixadora, 

homogeneizando por pipetagem. Esse processo foi repetido por três vezes.  

O material obtido a partir da cultura celular foi armazenado em geladeira e 

conservado em 2 mL de solução fixadora para a confecção das lâminas 

coloração por bandamento G. 

 

3.2.2 Cultura de fibroblastos a partir de biópsia cutânea 

 

Em um fluxo laminar estéril, o fragmento de pele que foi coletado de cada 

paciente foi transferido para uma placa de Petri, onde foi lavado com meio de 

cultura Amniomax (Gibco®). Em seguida, o fragmento foi cortado em pequenos 

pedaços com o auxílio de um bisturi e pinça cirúrgica (Figura 10).  

 

 
Figura 10 – (A) Lavagem do tecido; (B) Fragmentação (corte) do tecido (Foto: Laboratório de 
Citogenômica).  

 

 

Utilizando a ponta de uma pipeta Pauster estéril, os fragmentos foram 

colocados em contato com a superfície interna de duas garrafas de cultura de 25 

cm2 (Corning®) contendo 4 mL de meio Amniomax (Gibco®) suplementado com 

      

(A) (B) 
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1 mL de suplemento Amniomax (Gibco®) e 0,25 µL de penicilina/streptomicina 

(Gibco®). As culturas foram então incubadas à 37°C em estufa de CO2 por sete 

dias. Após esse período, com o auxílio de microscópio invertido, foi observada a 

confluência celular. No caso de pouca proliferação, foi realizada apenas a troca 

do meio de cultura e as culturas voltaram para a estufa. Esse procedimento foi 

repetido até a completa proliferação celular (Figura 11).   

 

 
Figura 11 – (A) Cultura de fibroblasto em crescimento; (B) Cultura de fibroblastos com boa 
confluência (Foto: Laboratório de Citogenômica).  

 
 
 

Ao atingirem o ponto ideal de confluência, as garrafas foram destinadas ao 

estudo citogenético por bandamento G. Para tanto, foi adicionado às culturas 

420 µL de colchicina (Colcemid KaryoMAX - Gibco®) e essas foram novamente 

incubadas em com CO2 (5%) à 37ºC por mais quatro horas. Após esse período, 

todo o conteúdo da garrafa de cultura foi transferido para um tubo Falcon de 50 

mL (Corning®). As culturas foram então lavadas com soro fisiológico à 0,9% por 

três vezes, sendo que o conteúdo lavado foi adicionado ao mesmo tubo. Após, 

as culturas foram tratadas com tripsina EDTA (Gibco®) para soltar as células que 

estão aderidas ao frasco de cultura. Esse material foi adicionado ao mesmo tubo 

Falcon contendo o meio de cultura, e esse mesmo tubo foi submetido a 

centrifugação a 1500 rpm por 10 minutos.  

O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 8 mL de solução 

hipotônica (KCl 0,075M) aquecida à 97°C, o material foi novamente incubado em 

estufa à 37°C por 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de solução 

fixadora (3 mL de metanol: 1 mL de ácido acético glacial) gelada (~20°C), com o 

intuito de interromper a hipotonia. Posteriormente, o tubo foi centrifugado 

novamente a 1500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e ao pellet 

     

(A) (B) 
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foram adicionados 6 mL de solução fixadora, homogeneizando por pipetagem. 

Esse processo foi repetido por três vezes.  

O material obtido a partir da cultura celular foi armazenado em geladeira e 

conservado em 2 mL de solução fixadora para a confecção das lâminas e a 

coloração por bandamento G.  

 

3.2.3 Estudo citogenético por bandamento G 

 

Para o estudo citogenético por bandamento G das amostras de sangue 

periférico e fibroblastos processadas anteriormente, foi-se necessário a 

confecção das lâminas. Essas foram previamente lavadas com sabão Extran 

(Merk®) e água destilada. Em posição inclinada, sob um suporte em Banho Maria 

à 65ºC, foi pingado 100 µL da amostra com solução fixadora, aos poucos, na 

lâmina a uma distância de aproximadamente 30 cm. Após secarem, as lâminas 

foram observadas em microscópio óptico em fase para verificação das culturas 

e crescimento celular. 

As lâminas foram envelhecidas na estufa à 90°C, por 4 minutos. Após, 

receberam o tratamento com solução de tripsina (1g de tripsina 1:250) (Gibco®) 

diluída em 100 mL de tampão dulbeco e em seguida coradas com solução de 

corante Giemsa (Merk®) à 4% por 6 minutos, enxaguadas em água corrente e 

secas em temperatura ambiente.  

As lâminas foram analisadas no microscópio óptico AxioVision Zeiss® e as 

imagens registradas pelo sistema de captura Metasystem® Ikaros. Para cada 

paciente foram analisadas 50 metáfases sob bandamento G. As variações 

genômicas foram classificadas e descritas conforme a terminologia do ISCN (do 

inglês, International System for Human Cytogenomic Nomenclature) (ISCN, 

2020).  

 

3.2.4 Extração de DNA genômico 

 

Para a extração de DNA genômico das amostras de: (1) sangue periférico, 

partindo da coleta de 4 mL de sangue periférico em tubo EDTA e, (2) da mucosa 

oral, partindo da coleta de raspado bucal com auxílio do kit de coleta ORAcollect 

for Pediatric® (OC-175) (DNA Genotek®), foi-se utilizado o kit de extração 
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QIAmp® DNA Blood Mini Kit (250r) (QIAGEN®), segundo o protocolo do 

fabricante com algumas modificações.  

Para as amostras de fibroblastos obtidos a partir da biópsia de pele, foi 

utilizado o kit QIAmp® DNA Tissue Kit (50r) (QIAGEN®), segundo o protocolo do 

fabricante com algumas modificações.  

 

3.2.5 Integridade e quantificação das amostras de DNA 

 

A integridade de todas as amostras foi verificada por meio de eletroforese 

em gel de agarose a 1,5%, sendo a corrida realizada a 100V por 1 hora, sendo 

consideradas adequadas para a técnica de array genômico as amostras sem 

fragmentação e sem bandas inespecíficas na corrida do gel.  

A concentração das amostras de DNA foi avaliada por meio do fluorímetro 

Qubit® (Invitrogen®), que se baseia na detecção de fluorescência emitida quando 

há ligação entre o reagente do kit com o alvo-específico, neste caso, o DNA, 

garantindo uma maior precisão e acurácia na quantificação da concentração final 

das amostras utilizadas.  

 

3.2.6 Triagem genômica por array 

 

A técnica de bead array foi realizada na plataforma do fabricante Illumina®, 

utilizando o chip Infinium CytoSPN-850K BeadChip® (Illumina®), disponível no 

Laboratório de Citogenômica da Rede PREMIUM da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. 

O beadchip utilizado compreende um painel de triagem do genoma e 

contém aproximadamente 850.000 sondas de oligonucleotídeos de 50-mers, 

com um espaçamento médio de 1,8 kb entre elas e a resolução de regiões alvo 

apresenta uma distância média de 10 kb. Dentre essas sondas, há cobertura 

enriquecida para aproximadamente 3.300 genes de relevância clínica para 

pesquisa de alterações constitucionais e câncer.  

A técnica é baseada na hibridação das beads magnéticas a sondas que 

apresentam sequências complementares para todo o genoma, com o objetivo de 

detectar microdeleções e microduplições no genoma, além de regiões de 

homozigosidade (ROH).  
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Os experimentos foram realizados de acordo com as instruções do 

fabricante (Figura 12), iniciando com 4 µL de DNA a uma concentração 50 ng/µL, 

de modo que a quantidade final de amostra de utilizada fosse de 200 ng. 

 

 
Figura 12 – Fluxograma da técnica de array da plataforma Ilumina®. FONTE: 
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/workflows/workflow_infinium.pdf. 

 

 

As amostras extraídas foram transferidas para uma placa de 0,8mL 

recomendada pelo próprio fabricante, para que o DNA pudesse ser denaturado 

quimicamente e em seguida neutralizado por reagentes específicos fornecidos 

no kit. Após, foi realizada uma etapa de amplificação genômica isotérmica, por 

meio de incubação à 37°C por um período de 20-24 horas. 

Posteriormente ao período de incubação, as amostras de DNA foram 

fragmentadas por meio da ação de uma enzima disponível no kit (reagente FMS), 

precipitadas e ressuspendidas em reagentes específicos para seguir com a 

aplicação das amostras nos beadchips, conforme instruções fornecidas pelo 

fabricante.  

A placa com as amostras foi mantida invertida por pelo menos 1 hora à 

temperatura ambiente para que o pellet pudesse secar. Em seguida, o DNA 
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precipitado foi ressuspendido com um reagente denominado RA1 e aplicado no 

beadchip. Este foi incubado à 48°C por aproximadamente 16 horas para que 

ocorresse a hibridação das amostras nas sondas específicas.  

Após a etapa de hibridação, o beadchip foi lavado para remoção do DNA 

não hibridado e, então, preparado para o processo de extensão de uma única 

base e coloração. Os nucleotídeos (A - adenina, T - timina, C – citosina e G – 

guanina) foram adicionados, seguindo para a etapa de coloração dos 

nucleotídeos hibridados com fluorocromos específicos (A e T – marcação em 

vermelho; C e G – marcação em verde). 

Sendo assim, seguiu-se para o último procedimento da técnica que 

compreendeu a leitura do beadchip, por meio do scanner iScan® (Illumina®).  

Esse mede a fluorescência incorporada às sondas nas regiões nas quais houve 

a hibridação do DNA e este foi transformado em um arquivo formato .GTC para 

posterior análise pelo software específico disponibilizado pelo próprio fabricante. 

 

3.2.7 Análise dos dados 

 

A análise dos resultados obtidos por meio da leitura dos beadchips no 

scanner foi realizada utilizando o software BlueFuseTM Multi v4.4 (Illumina®), 

disponibilizado pelo fabricante. Os sinais de fluorescência emitidos pelas bases 

estendidas e capturadas pelo scanner foram identificados e normalizados para 

os cálculos de algoritmos, com o propósito de determinar alterações no número 

de cópias e detectar as regiões de homozigosidade (ROH).  

Para a identificação e determinação de uma CNV, o software se baseia na 

alteração de no mínimo dez sondas consecutivas, podendo ser deletadas ou 

duplicadas (considerando-se uma resolução efetiva global de ~18 kb, conforme 

informado pelo fabricante), sendo o cutoff da razão de log2 de -0,41 para 

deleções e de +0,32 para duplicações. E o software leva em consideração de, 

ao menos, 500 sondas consecutivas alteradas e um tamanho mínimo de 3 Mb 

para acatar uma ROH (Figura 13). 
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Figura 13 – Parâmetros utilizados no software BlueFuseTM Multi v4.4 para análise das CNVs e 
das ROHs por meio da técnica de array. 

 

 

Além destes parâmetros, o software utiliza os gráficos B Allele Frequency 

pR). Os gráficos de BAF representam a frequência alélica e seus valores pode 

variar entre 0 a 1, sendo que regiões normais (2n) apresentam as sondas 

distribuídas entre 0, 0,5 e e 1, regiões de homozigosidade em 0 e 1, e as regiões 

com alterações alélicas apresentavam valores intermediários (duplicações – 

valores das sondas em 0, 0,25, 0,75 e 1; deleções – valores das sondas em 0 e 

1). Já os gráficos de LRR representam o número de cópias genômicas 

presentes, sendo que valores em 0 representam duas cópias (2n), valores 

menores representam uma cópia (n) e maiores três cópias (3n) (Figura 14) 

(LaFramboise, 2009).  
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Figura 14 – Exemplos de resultados obtidos por meio da técnica de array, segundo a 
representação gráfica dada pelo software BlueFuseTM Multi v4.4. CN = 2 refere-se ao resultado 
normal (duas cópias do genoma), CN = 1 representa uma deleção (uma cópia do genoma), e 
CN=3 representa uma duplicação (três cópias do genoma). FONTE: 
https://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_cytogenetics.pdf 

 

 

Todas as CNVs obtidas foram checadas para que fosse obtida apenas as 

alterações verdadeiras. Posteriormente, essas foram avaliadas e classificadas 

com auxílio dos bancos de dados online disponíveis para consultas. 

As posições genômicas das alterações foram obtidas de acordo com o 

genoma de referência GRCh97/hg19. 

 

3.2.8 Interpretação e classificação das CNVs 

 

As CNVs identificadas foram classificadas seguindo os critérios 

preconizados pelo ACMG (do inglês, American College of Medical Genetics and 

Genomics) em cinco principais grupos:  

- Benigna e provavelmente benigna: alterações observadas em amostras 

de indivíduos normais sem fenótipo clínico, catalogadas nos bancos de dados 

poupulacionais (como o DGV) e classificadas como polimórficas dentro de uma 

população; 



63 

 

- VUS (do inglês, Variants of Uncertains clinical Significance): alterações 

que não possuem informações relevantes o suficiente, disponíveis nos bancos 

de dados, para serem classificadas como causadoras do fenótipo clínico;  

- Provavelmente patogênica e patogênica: alterações genômicas relatadas 

na literatura médica e que englobam genes associados ao fenótipo clínico 

observado. 

Os aspectos mais relevantes para a classificação incluem: o conteúdo 

genômico, a sensibilidade à dosagem da região ou do gene, efeito funcional 

previsto, sobreposição clínica com pacientes relatados nos bancos de dados e 

literatura, evidências de casos e controle dentro dos bancos de dados e o padrão 

de herança (Riggs et al., 2020).  

A interpretação das CNVs obtidas consistiu então, na avaliação conjunta 

das informações relevantes citadas acima, do fenótipo clínico do paciente 

juntamente das informações dos bancos de dados disponíveis online. Os bancos 

consultados foram:  

- Database of Genomic Variants (DGV) – disponível em: 

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home  

- The Clinical Genome Resource (ClinGen) – disponível em: 

https://clinicalgenome.org/ 

- Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using 

Ensembl Resources (DECIPHER) – disponível em: 

https://www.deciphergenomics.org/ 

- UCSC Genome Browsers – disponível em: https://genome.ucsc.edu/ 

- National Center for Biotechnology Information (NCBI) - disponível em: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

- Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) – disponível em: 

https://www.omim.org/ 

Para auxiliar nesta análise, foi utilizado em paralelo, o sistema de 

pontuação descrito nas novas recomendações do ACMG (Riggs et al., 2020), 

uma “calculadora de classificação de CNV” (disponível em: 

http://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/). Conforme a figura 15, segue o 

sistema métrico de classificação.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/
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Figura 15 – Métrica de classificação de variantes de número de cópias (CNVs) segundo o 
guideline de classificação preconizadas pelo ACMG (Riggs et al., 2020). 
 

 
 

Adicionalmente, para auxiliar na análise das CNVs obtidas por meio do 

software BlueFuseTM Multi v4.4 (BlueGnome®), foram utilizados bancos de dados 

como Frankilin, Varsome e X-CNV para auxílio da classificação e obtenção de 

informações sobre a região genômica. 
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4. RESULTADOS 

 

Neste estudo foram estudados 21 conjuntos de amostras, referentes a 21 

pacientes (14 do sexo feminino e sete do sexo masculino) com ADG e/ou DI 

associado ao mosaicismo pigmentar, pelas técnicas de cariotipagem clássica por 

bandamento G e array genômico, totalizando 84 amostras.  

Para as amostras coletadas que foram submetidas ao estudo citogenético 

conseguimos obter um crescimento celular adequado em 21/21 amostras de 

sangue periférico e, em 17/21 amostras de fibroblastos. A seguir podemos 

visualizar os resultados de cariotipagem por bandamento G em sangue periférico 

(Figura 16) e em fibroblastos (Figura 17). 

 

 
Figura 16 – Fluxograma contendo os resultados simplificados das amostras submetidas a 
cariotipagem por bandamento G. 
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Figura 17 – Fluxograma contendo os resultados simplificados das amostras submetidas a 
cariotipagem por bandamento G. 
 

 

As amostras coletadas para a técnica de array genômico, sendo 21 

amostras de sangue periférico, 21 amostras de fibroblastos e 21 amostras de 

mucosa oral, foram submetidas a verificação quanto à integridade e 

concentração do material e, por fim, consideradas adequadas para a realização 

da técnica.  Na figura 18 podemos ter uma melhor visualização dos resultados 

simplificados detectados nessas amostras submetidas ao array.  

A Tabela 1 mostra em detalhes os resultados obtidos neste estudo, 

evidenciando o sexo, amostra coletada e os resultados obtidos em cada técnica. 
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Figura 18 – Fluxograma contendo os resultados simplificados das amostras de sangue periférico, fibroblastos e mucosa oral submetidas ao array 
genômico.
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Tabela 1 – Resultados obtidos pelas técnicas de cariotipagem por bandamento G e array genômico (continuação) 

Paciente Sexo Amostra Cariótipo Array 
Tamanho 

CNV 

Classificação 

CNV 

% 

mos 
Tp mos Mecanismo 

PY01 M 

SG 46,XY arr[GRCh37] 17q21.31(44164956_44350090)x3 mos 185,1 kb PP 60% 

Intra NAHR FB 46,XY arr[GRCh37] 17q21.31(44164956_44292319)x3 mos 127 kb PP 60% 

MO - arr[GRCh37] 17q21.31(44164956_44350090)x3 mos 185,1 kb PP 60% 

PY02 F 

SG 46,XX arr[GRCh37] 16p13.3(3,841,602_3,856,193)x1 14,5 kb PP 

- 

 NHEJ 

FB 46,XX 
arr[GRCh37] 3p25.2(12660099_12709167)x1 

arr[GRCh37] 12q13.3(56625045_56844290)x1 

49 kb 

219,2 kb 

PP 

VUS 
Inter NHEJ 

MO - arr(X,1–22)x2 - - - - 

PY03 F 

SG 46,XX arr[GRCh37] 15q24.1(67,394,921_67,407,997)x1  PP   NHEJ 

FB 46,XX 
arr[GRCh37] 6q23.3-q25.1(136,213,579_149,517,720)x2 hmz 

arr[GRCh37] Xq11.1-q13.1 (62,661,777_67,836,951)x2 hmz 

13 Mb 

5 Mb 
VUS - Inter - 

MO - arr(X,1–22)x2 - -   - 

PY04 F 

SG 46,XX 
arr[GRCh37] 20q13.12-q13.33(44099337_62,948,788)x3 

arr[GRCh37] Xq25-q28(124213093_155236712)x1 

19 Mb 

31 Mb 
P - - NAHR FB - 

MO - 

PY05 F 

SG 46,XX arr(X,1–22)x2 - -    

FB 46,XX arr(X,1–22)x2 - - - - - 

MO - arr(X,1–22)x2 - -    

PY06 F 

SG 46,XX arr(X,1–22)x2 - - - 
Intra e 

Inter 

- 

FB 46,XX[10]/69,XXX[10] arr(X,1–22)x3 mos - P 50% MI 

MO - arr(X,1–22)x2 - - - - 

PY07 M 

SG 46,XY,9ph+ arr(X,Y)x1,(1–22)x2 - - - 

Inter 

- 

FB 47,XY,+14 arr[GRCh37] 14q11.2-q32.33(19255726_107287663)x3 88 Mb P 100% MIT 

MO - arr(X,Y)x1,(1–22)x2 - - - - 
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Tabela 1 – Resultados obtidos pelas técnicas de cariotipagem por bandamento G e array genômico (continuação) 

Paciente Sexo Amostra Cariótipo Array 
Tamanho 

CNV 

Classificação 

CNV 

% 

mos 
Tp mos Mecanismo 

PY08 F 

SG 46,XX 
arr[GRCh37] 17q21.31(43980384_44109188)x1 128,8 kb P 

- - NAHR 
arr[GRCh37] 17p13.3(2,510,312_2,558,509)x1 48,2 kb VUS 

FB 46,XX arr[GRCh37] 17q21.31(43986396_441975020)x1 211 kb P 

MO - arr[GRCh37] 17q21.31(43986396_441975020)x1 211 kb P 

PY09 F 

SG 46,XX arr(X,1-22)x2 - - -  - 

FB - 
arr[GRCh37] 12p13.33-p11.1(191,619_34,853,011)x4 

mos 
34 Mb P 40% 

Inter e 

Intra 
MI 

MO - arr(X,1-22)x2 - - -  - 

PY10 F 

SG 46,XX arr[GRCh37] 16p13.3(3,901,709_3,912,618)x1 10 kb VUS    

FB 46,XX[22]/47,XX,+12[28] arr(12)x3 mos - P 45% 
Inter e 

Intra 
MI 

MO - arr(X,1-22)x2 - - -  - 

PY11 M 

SG 46,XY arr(X,Y)×1,(1–22)×2 

- - - - - FB 46,XY arr(X,Y)×1,(1–22)×2 

MO - arr(X,Y)×1,(1–22)×2 

PY12 M 

SG 46,XY arr(X,Y)×1,(1–22)×2 

- 

 

- 

 

- - - FB 46,XY arr(X,Y)×1,(1–22)×2 

MO - arr(X,Y)×1,(1–22)×2 

PY13 F 

SG 46,XX arr(X,1-22)x2 - - 

- - 

 

FB 46,XX arr(X,1-22)x2 - - - 

MO - arr(X,1-22)x2 - -  

PY14 F 

SG 
45,XX,der(17;22)t(17;22),-

22 
arr[GRCh37]17p13.3(8,547_1,732,977)x1 1,7 Mb P - -  

FB - arr[GRCh37]17p13.3(8,547_1,246,555)x1 
arr[GRCh37]17p13.3-p13.1(1,268,569_8,741,377)x3 

1,2 Mb 

7,5 Mb 
P - - NAHR 

MO - arr[GRCh37]17p13.3(8,547_1,732,977)x1 1,7 Mb P - -  
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Tabela 1 – Resultados obtidos pelas técnicas de cariotipagem por bandamento G e array genômico (conclusão) 

Paciente Sexo Amostra Cariótipo Array Tamanho CNV Classificação CNV % mos Tp mos Mecanismo 

PY15 F 

SG 46,XX arr(X,1–22)x2 - - 

- 

- - 

FB 46,XX arr(X,1–22)x2 - - - - 

MO - arr(X,1–22)x2 - - - - 

PY16 F 

SG 46,XX arr(13)x3 mos - 

P 15-20% Inter e Intra MIT FB 46,XX[40]/47,XX,+13[10] arr(13)x3 mos - 

MO - arr(13)x3 mos - 

PY17 F 

SG 46,XX arr(X,1–22)x2 - - - - - 

FB 46,XX arr(X,1–22)x2 - - - - - 

MO - arr(X,1–22)x2 - - - - - 

PY18 M 

SG 46,XY arr(X,Y)×1,(1–22)×2 - - - - - 

FB - arr(15)x3 mos - P 40% Inter e Intra M1 

MO - arr(X,Y)×1,(1–22)×2 - - - - - 

PY19 M 

SG 46,XY arr(X,Y)×1,(1–22)×2 - - 

- 

- 

- - - 

FB 46,XY arr(X,Y)×1,(1–22)×2 - - - - 

MO - arr(X,Y)×1,(1–22)×2 - - - - 

PY20 M 

SG 46,XY arr[GRCh37] 11q25(131600723_134934063)x1 3,3 Mb P - -  

FB 46,XY arr[GRCh37] 11q25(131600723_134934063)x1 3,3 Mb P - - NHEJ 

MO - arr[GRCh37] 11q25(131600723_134934063)x1 3,3 Mb P - -  

PY21 F 

SG 46,XX arr(X,1–22)x2 - 

- 

- 

- 

- 

- 

- - - 

FB 46,XX arr(X,1–22)x2 - - - 

MO - arr(X,1–22)x2 - - - 

LEGENDA: M – Masculino; F – Feminino; S – Sangue periférico; FB – Fibroblastos; MO – Mucosa oral; P – Patogênica; PP – Provavelmente 
patogênica; VUS – Variante de significado clínico incerto; Mos – Mosaicismo; Tp – Tipo; % - Porcentagem; Intra – mosaicismo intratecidual; Inter – 
mosaicismo intertecidual; MIT – não disjunção mitótica ;    MI – não disjunção na meiose I. 
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4.1  Integração de dados e detecção de mosaicismo 

 

Ao integrarmos os resultados de cariótipo e de array entre os tecidos 

avaliados por ambas as técnicas, pudemos observar que houve uma grande 

diferença na detecção de alterações genômicas. Enquanto o cariótipo detectou 

uma alteração em sangue periférico, o array conseguiu detectar dez alterações 

clinicamente relevantes. Já em fibroblastos, o cariótipo detectou apenas quatro 

alterações e o array detectou 18 alterações relevantes. E apesar de não ter sido 

aplicado a cariotipagem na mucosa oral devido às limitações técnicas, o array 

possibilitou a identificação de nove variantes neste tecido. Podemos observar 

estes dados no gráfico 1. 

 

 
Gráfico 1 – Comparação de detecção de alterações genômicas entre as técnicas de 
cariotipagem clássica e de array utilizando amostras de sangue periférico, fibroblastos e mucosa 
oral.  

 

 

A cariotipagem clássica nos permitiu a identificação de mosaicismo 

intratecidual em duas amostras de fibroblastos e em nenhuma de sangue 

periférico. Já o array identificou alterações em mosaico nos tecidos avaliados, 

sendo duas em sangue periférico, cinco alterações em fibroblastos e duas 

alterações na mucosa oral. 

Com a técnica de array genômico aplicada aos três tecidos aqui estudados 

pudemos detectar um total de 39 variações em número de cópias, dentre elas 

deleções, duplicações e ROH. Destas, segundo as evidências, 33 foram 

1
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Cariótipo versus array genômico
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classificadas como patogênicas e provavelmente patogênicas e seis delas foram 

classificadas como VUS. No gráfico 2 conseguimos visualizar estas alterações e 

em quais dos tecidos foram identificadas.  

Destas alterações identificadas, 5/21 estão presentes concomitantemente 

nos três tecidos estudados, 1/21 foi identificada apenas em fibroblastos e 

mucosa oral e nenhuma apenas em sangue periférico e mucosa oral.  

 

 

Gráfico 2 – Elucidação das alterações genômicas detectadas neste estudo pela técnica de array 
utilizando amostras de sangue periférico, fibroblastos e mucosa oral, que fazem relação com os 
fenótipos clínicos apresentado pelos pacientes. 

 

 

4.2  Correlação genótipo-fenótipo 

 

Para uma melhor integração dos dados e correlação genótipo-fenótipo, 

separamos os pacientes em grandes grupos, de acordo com as alterações 

encontradas em suas amostras: 

 

- Alterações cromossômicas numéricas: Seis pacientes avaliados neste 

estudo apresentaram resultados compatíveis com alterações cromossômicas 

numéricas em mosaico inter e intratecidual, sendo um caso com triploidia 

(paciente Y06), um caso com trissomia do 14 (paciente PY07), um caso de 

trissomia do 12 (paciente Y10), um caso com trissomia do 13 (paciente Y16), um 

caso com trissomia do 15 (paciente Y18) e um caso de tetrassomia de 12p 

(paciente Y09).  
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Na figura 19 podemos visualizar um compilado dos resultados de cariótipo 

de fibroblastos destes pacientes.  

 

 

Figura 19 – Cariogramas de fibroblastos dos pacientes A) Y06, B) Y07, C) Y09 e D) Y10 
evidenciando a alterações encontradas. Para as pacientes Y06, Y09 e Y10, as alterações foram 
visualizadas sob a forma de mosaico dentro do tecido de pele (fibroblastos), ou seja, mosaicismo 
intratecidual. Já para o paciente Y07 a trissomia foi visualizada em todas as células de 
fibroblastos analisadas, no entanto, não foi visualizada em sangue periférico e mucosa oral.  

 

 

Já na figura 20, podemos visualizar os resultados obtidos pela técnica de 

array realizada nas amostras de fibroblastos, sangue periférico e mucosa oral.   
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Figura 20 – Imagem demonstrativa obtida do software de análise Bluefuse Multi, evidenciando 
(A) uma trissomia do 13 em mosaico, nas amostras de sangue periférico, fibroblastos e mucosa 
oral, da paciente Y16. Esta trissomia está em um mosaico de 15-20% dentro dos tecidos 
(intratecidual). (B) Trissomia do 15 em mosaico de 40% em fibroblastos. Devido ao padrão de 
distribuição de sondas, há um indicativo de que há presença de alelos da linha euploide e 
trissômica sejam distintos, podendo indicar uma dissomia uniparental. 

 

 

- Deleções, duplicações e ROH: Cinco pacientes avaliados neste estudo 

apresentaram resultados compatíveis com microdeleções e/ou microduplicações 

em regiões distintas do genoma, detectadas pelo array. Já duas pacientes 

apresentaram grandes deleções e duplicações concomitantes.  

O PY01 apresentou uma microduplicação em 17q21.31 em mosaico, 

presente nos três tecidos estudados, em uma proporção de 60% das células, 

significando que há um mosaicismo constitucional nos tecidos estudados. Já a 

PY08 apresentou uma deleção na mesma região (17q21.31) presente em todos 

os tecidos estudados. 

A PY02 apresentou uma microdeleção em 16p13.3 em sangue periférico; 

e em fibroblastos e mucosa oral: uma microdeleção em 3p25.2 e em 12q13.3, 

observando-se assim um mosaicismo intertecidual.  
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A PY03 apresentou uma microdeleção em 15q24.1 em sangue periférico, 

observando-se assim um mosaicismo confiado ao tecido.  Adicionalmente para 

esta paciente foi visualizado duas ROH, uma na região 6q23.3-q25 e outra em 

Xq11.1-q13.1.  

O PY20 apresentou uma deleção em 11q25 em todos os tecidos 

estudados.  

A seguir, na figura 21, temos exemplos de alguns resultados obtidos pelo 

array genômico. 

 

 

Figura 21 – Imagem demonstrativa obtida do software de análise Bluefuse Multi, evidenciando 
(A) uma duplicação em 17q21.31 em mosaico, nas amostras de sangue periférico, fibroblastos e 
mucosa oral, do paciente Y01. (B) Deleção em 11q25 presente nas amostras de sangue 
periférico, fibroblastos e mucosa oral do paciente Y20. O highlight em vermelho evidencia o local 
exato das alterações. 

 

 



77 

 

Duas pacientes deste estudo apresentaram grandes CNVs concomitantes. 

A PY04 evidenciou concomitantemente uma duplicação em 20q13.12q13.33 e 

uma deleção em Xq25q28 (Figura 22), nos três tecidos estudados.  

 

 

Figura 22 – Imagem demonstrativa obtida do software de análise Bluefuse Multi, evidenciando 
uma deleção em Xq25-q28 (evidenciada em vermelho) e uma duplicação em região 20q13.12-
q13.33 (evidenciada em azul), nos três tecidos estudados.  

 

 

A PY14 evidenciou um rearranjo cromossômico no cariótipo de sangue 

periférico (45,XX,der(17;22)t(17;22),-22) (Figura 23). Pelo array genômico 

conseguimos obter o seguinte resultado: 

- Fibroblastos: uma deleção em 17p13.3 seguida de uma duplicação 

(17p13.3-p13.1) (Figura 24).  

- Sangue periférico e mucosa oral: uma deleção em 17p13.3 (Figura 

22).  
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Figura 23 - Cariograma de linfócitos obtido a partir de sangue periférico da paciente Y14, 
evidenciando uma cromossomo derivado. 
 
 

 

Figura 24 – Imagem demonstrativa obtida do software de análise Bluefuse Multi, evidenciando 
A) uma deleção em 17p13.3 (evidenciada em vermelho) seguida de uma duplicação em 17p13.3-
p13.1 (evidenciada em azul), em fibroblastos. B) uma deleção em 17p13.3 (evidenciada em 
vermelho). 
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- Sem alterações:  Oito pacientes avaliados neste estudo não 

apresentaram nenhuma alteração em número de cópias relevantes para o 

fenótipo clínico.  

 

4.2.1  Fenótipo Clínico 

 

Por meio da anamnese clínica realizada em colaboração com os médicos 

residentes da Unidade de Genética do ICr, obtivemos as informações fenotípicas 

dos pacientes deste estudo. Compilamos todos os fenótipos na Tabela 2.  

 

Tabela 2 – Compilação dos fenótipos clínicos dos pacientes deste estudo.

Fenótipos Pacientes 

ADG 21/21 

DI (leve a grave) 21/21 

Manchas pigmentares 21/21 

RCIU 2/21 

Oligoidrâmnio 1/21 

Assimetria facial 4/21 

Assimetria de membros 5/21 

Hemi-hipertrofia 2/21 

Baixa estatura 6/21 

Convulsões 5/21 

Microcefalia 5/21 

Macrocefalia 3/21 

Alopécia 4/21 

Face alongada 4/21 

Pescoço curto 2/21 

Hipotonia 4/21 

Hipertelorismo ocular 6/21 

Estrabismo convergente/divergente 5/21 

Miopia 2/21 

Retrognatia 1/21 

Anquiloglossia 1/21 

Fenótipos Pacientes 

Orelhas displásicas 3/21 

Perda auditiva 3/21 

Palato alto 7/21 

Fenda labial 1/21 

Fenda palatina 2/21 

Cupid's bowl 2/21 

Filtro naso labial curto 1/21 

Filtro naso labial longo 1/21 

Alterações dentárias 6/21 

Escoliose 7/21 

Hérnia inguinal 1/21 

Hérnia umbilical 3/21 

Clinodactilia 7/21 

Aracnodactilia 1/21 

Alterações esqueléticas 2/21 

Alterações cardíacas 10/21 

Alterações renais 2/21 

Alterações genitais 4/21 

Infecções recorrentes 2/21 

Hipertricose 1/21 

Hálux valgo 1/21 

 

Como podemos observar na tabela 2, todos os pacientes apresentam ADG 

e/ou DI associados às manchas pigmentares em linhas de Blaschko, que foi o 

critério de inclusão para este estudo. No entanto observando os outros fenótipos 

apresentados pelos pacientes, as mais comuns entre eles foram as alterações 

cardíacas (10/21), escoliose (7/21), clinodactilia (7/21), palato alto (7/21), baixa 

estatura (6/21) e hipertelorismo ocular (6/21). Houve também outros fenótipos 

observados compartilhados entre os pacientes, e aqueles que foram exclusivos 

em apenas um paciente.   
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A seguir temos uma imagem abrangendo todos os pacientes estudados 

(Figura 25). 

 

 

 

Figura 25 – Compilação fotográfica de todos os pacientes com ADG e/ou DI associado ao 
mosaicismo pigmentar, incluídos neste estudo. A sequência das imagens segue a mesma ordem 
dos pacientes descritos na Tabela 1. Não está contido nesta figura apenas a paciente PY13 pois 
esta não havia autorização dos pais ou responsáveis para a utilização de fotos. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Comparando os resultados obtidos por ambas as técnicas utilizadas neste 

estudo (cariotipagem clássica e array genômico), observamos que houve uma 

disparidade para a identificação de alterações cromossômicas e/ou genômicas 

que explicassem o quadro fenotípico dos pacientes, sendo a pele (fibroblastos) 

o tecido com um maior número de alterações patogênicas, fato este, relacionado 

com o mosaicismo pigmentar.  

Dentre essas amostras coletadas e avaliadas neste estudo, o array nos 

permitiu identificar alterações genômicas presente no genoma dos pacientes 

selecionados, totalizando 39 alterações em número de cópias classificadas 

como patogênicas ou provavelmente patogênicas, que explicassem o fenótipo 

clínico dos pacientes. Dessa forma, foi possível obter ter um diagnóstico clínico 

para 13 dos 21 pacientes estudados.  

Temos o conhecimento de que a cariotipagem clássica permite identificar 

apenas alterações de a partir de 5Mb, já a técnica de array genômico revela 

alterações de no mínimo 18 kb (segundo informações do fabricante). Como 

visualizado no caso Y10, detectamos uma deleção de 10kb envolvendo um gene 

importante, o CREBBP, que sabidamente é haploinsuficiente e pode estar 

modulando o fenótipo desta paciente (Stevens, 1993-2022). 

Sendo assim, constatamos que apenas o cariótipo não foi o suficiente para 

identificar as alterações patogênicas causadoras dos fenótipos clínicos relatados 

pelos pacientes deste estudo, que foram visualizadas pelo array, e possibilitou a 

elucidação clínica dos casos coletados. 

Outro ponto importante a ser considerado foi que, para as amostras de 

fibroblastos onde não foi possível obter um crescimento celular adequado para 

o estudo citogenético, conseguimos obter um DNA com quantidade e qualidade 

ideais para a técnica de array. Reforçando assim a ideia de que a extração de 

DNA deste tipo celular garante que as alterações estruturais e numéricas não 

sejam artefatos de cultura celular (in vitro), plausíveis de ocorrerem nesta por 

conta da duplicação celular que ocorre no momento da replicação. 

Ainda, podemos citar o fato de que estudos de linfócitos e fibroblastos não 

cultivados refletem o mais próximo do real referente ao nível de mosaicismo 

presente no tecido estudado, pois as técnicas de cultura celular podem levar a 
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uma seleção tendenciosa de uma subpopulação de células consideradas 

normais.  

O array genômico possibilitou a identificação de mosaicismo nos tecidos 

avaliados, se mostrando eficiente para a detecção e para inferir os níveis de 

mosaicismo naquele tecido, onde o menor nível aqui identificado foi de 15% de 

mosaicismo dentro de um mesmo tecido. 

Com o avanço das técnicas moleculares, as alterações genômicas restritas 

a tecidos podem ser estudadas de uma forma cada vez mais detalhada. Um 

estudo realizado por Golabi e colaboradores (2010), utilizando técnicas 

citogenômicas, evidência a importância da investigação em diferentes tecidos, 

uma vez que, somente a análise em sangue periférico levaria a uma investigação 

etiológica inequívoca. 

Ademais, a interpretação dos resultados exigiu tempo e aprendizagem, pois 

vários fatores (qualidade do DNA e a presença de alterações em mosaico em 

diferentes graus) poderiam interferir nas alterações informadas pelo software, 

uma vez que a análise de mosaicismo pela técnica de array não é usualmente 

realizada e ainda é pouco conhecida. Dentro de uma análise de 21 pacientes 

identificamos 13 pacientes com alterações genômicas em mosaico e nos outros 

oito pacientes não identificamos alterações pelas técnicas aqui utilizadas. 

Embasado na casuística deste estudo, há uma probabilidade de 61,9% dos 

pacientes atendidos no Ambulatório de Genética do ICr-HCFMUSP 

apresentarem alterações genômicas em mosaico.  

 

5.1 Alterações cromossômicas numéricas 

 

Cromossomos extras ou ausentes são as anormalidades genéticas mais 

comuns em embriões humanos e são a principal causa de abortos espontâneos. 

Pelo menos 10% dos conceptos aneuplóides ou triploides abortam 

espontaneamente, 0,6% são natimortos e 0,0002% nascidos vivos (Zaragoza et 

al., 2000; Carson et al., 2018). 

Em nossa casuística identificamos cinco pacientes com aneuploidias de 

distintos cromossomos e uma paciente com um conjunto cromossômico triploide. 

Um ponto importante é que todas estas alterações numéricas encontradas foram 

visualizadas sob a forma de mosaico, seja intra ou intertecidual. Isto explica o 
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fato de uma maior sobrevida e de um fenótipo minimizado nestes pacientes, 

quando comparados com pacientes com aneuploidias ou triploidia em todas as 

suas células constitucionais, sem o mosaicismo presente (Zaragoza et al., 2000; 

Posey et al., 2016; Carson et al., 2018; Ariad et al., 2021). 

A importância de se distinguir o mecanismo de origem das aneuploidias 

e/ou triploidia é valiosa para o entendimento do genoma humano, visto que mais 

de 10% dos abortos são decorrentes de alterações numérica de cromossomos 

humanos. Esses diferentes mecanismos refletem um efeito direto no feto que 

está em desenvolvimento (Carson et al., 2018; Ariad et al., 2021). Quando a não-

disjunção ocorre na meiose, é provável que haja uma constituição aneuplóide ou 

triploide nos primeiros estágios do desenvolvimento e que se propaga para todas 

as células do zigoto. Já para casos de uma não-disjunção na mitose pós-zigótica, 

a aneuploidia ou triploidia surge em estágios mais adiante no desenvolvimento, 

afetando apenas um conjunto de tecidos do zigoto (Zaragoza et al., 2000; Posey 

et al., 2016; Carson et al., 2018; Ariad et al., 2021).  

De acordo com os gráficos BAF obtidos do software de análise array, 

pudemos inferir os possíveis mecanismos que levaram as alterações aqui 

visualizadas (Conlin et al., 2010). No caso do PY18 que apresentou a trissomia 

do 15 em mosaico, podemos inferir que o padrão visualizado no array seja 

consistente com uma não-disjunção na meiose I seguida por um resgate 

trissômico que levou a uma UPD. O padrão de “deleção” perto da região 

telomérica do braço q é sugestivo de uma isodissomia para esta região (Figura 

23). Já no caso dos PY14 e PY07, a trissomia do 13 e 14, respectivamente, 

podemos inferir que tenha decorrido de uma não-disjunção mitótica. E nos casos 

PY06, PY09 e PY10, inferirmos que as alterações tenham decorrido de uma não-

disjunção meióitica (Conlin et al., 2010). 

Na maioria dos casos, como nos nossos aqui relatados, a análise de 

amostra de sangue periférico não é o suficiente para detectar uma linhagem 

celular alterada, sendo necessário expandir a análise genômica para amostras 

de fibroblastos, ou de outros tecidos disponíveis.  

O fenótipo clínico distinto apresentado por estes pacientes pode sobrepor 

o aspecto clínico de algumas síndromes, devido a isto o estudo deve ser 

realizado em mais de um tecido, utilizando também técnicas moleculares como 

o array, para a confirmação desta síndrome ou de alterações que expliquem o 
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fenótipo (Ariad et al., 2021). Ainda, a variabilidade fenotípica vista em nossos 

pacientes está relacionada com a presença de linhagens celulares normais 

concomitantes com linhagens celulares alteradas, em diferentes tecidos.  

 

5.2 Deleções, Duplicações e ROH 

 

A estabilidade genômica é fundamental para o desenvolvimento e 

funcionamento normal do organismo. No entanto, devido a algumas 

características estruturais da dupla fita de DNA, algumas regiões apresentam 

uma maior suscetibilidade a rearranjos, levando assim a uma instabilidade 

genômica (Cook e Scherer, 2008; Chen et al., 2010; Alkan, Coe e Eichler, 2011).  

Sabe-se que mais de 12% do genoma de qualquer indivíduo pode 

apresentar alterações em números de cópias, ou seja, indivíduos normais e 

saudáveis também podem ser portadores de CNVs, porém, estas não levam a 

um fenótipo clínico (Cook e Scherer, 2008; Chen et al., 2010).  

No entanto, as CNVs também são responsáveis pela grande variedade de 

manifestações clínicas em diversos quadros malformativos, podendo afetar a 

função dos genes envolvidos devido a uma disrupção gênica da região 

codificadora e/ou reguladora, por efeito de posição, dosagem gênica ou fusões 

gênicas (Cook e Scherer, 2008; Chen et al., 2010). As CNVs podem alterar os 

níveis de expressão gênica, e quando envolvem genes sensíveis a dosagem 

consequentemente levam a fenótipos clínicos distintos. Como observado neste 

estudo, detectamos cinco pacientes portadores de deleções e duplicações, com 

tamanhos distintos entre 10 kb a 3 Mb. Também identificamos deleções e 

duplicações concomitantes em duas pacientes, sugestivo de um evento de 

translocação herdado de um dos genitores.  

Para os pacientes Y01 e Y08, que apresentaram CNVs em 17q21.31, dada 

as LCRs presentes nas proximidades desta região cromossômicas, é possível 

inferirmos que o mecanismo gerador desta alteração foi o NAHR. Já para os 

pacientes PY02, PY03 e PY20, devido à ausência de elementos repetitivos nas 

regiões do ponto de quebra, descartamos a possibilidade de um mecanismo 

recorrente, como NAHR, inferindo assim o NHEJ como mecanismo gerados 

destas CNVs. 
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Adicionalmente, como visualizamos neste estudo, a PY03 foi a única neste 

estudo que apresentou grandes ROH. ROH é um trecho genômico sem 

heterozigosidade no estado diploide, e muitas das vezes estão relacionadas com 

consanguinidade parental, o que não foi relatado no histórico familiar da presente 

paciente. No entanto, as ROH são de extrema importância para o 

desenvolvimento fenotípico das doenças recessivas. 

A seguir, descrevemos com mais detalhes, alguns dos pacientes aqui 

estudados.  

 

- Paciente Y01 e Y08 

 

Ambos apresentaram uma CNV na região de 17q21.31, no entanto o PY01 

apresentou uma duplicação em mosaico intratecidual e a PY08 apresentou uma 

deleção da região, presente em todos os tecidos.  

Esta região está associada a Koolen-De-Vries Syndrome (KdVS) 

(#610443) e 17q21.31 Duplication Syndrome (#613533). Na literatura, é relatado 

que ambas as síndromes apresentam uma ampla gama fenotípica, sendo o 

atraso psicomotor e deficiência intelectual as mais relatadas. No entanto, já 

foram observados também anormalidades renais, como visto em ambos os 

pacientes (Kitsiou-Tzeli et al., 2011; Natacci et al., 2016).  

O cromossomo 17 é o segundo segmento genômico que contém o maior 

conteúdo gênico, abrigando diversos genes sensíveis a dosagem (ou seja, 

haploinsuficientes), como o PMP22, PAFHA1B1, RAI1, NF1 e KANSL1, que 

foram descritos sendo a causa de diversas síndromes genéticas (Boettger et 

al., 2012). Acrescento ainda, que o cromossomo 17 possui 8,6% de LCRs ao 

longo do seu conteúdo. Essas, são sequências de DNA repetitivas, que variam 

entre 1-200 kb e compartilham uma homologia entre suas sequências em mais 

de 90%. Desempenham assim um papel fundamental nas recombinações 

meióticas que resultam em deleções, duplicações e inversões nas regiões 

genômicas por meio do mecanismo NAHR, mecanismos inferidos para ambos 

os casos aqui descritos (Stefansson et al., 2005).  

 

 

 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ajmg.a.33248#bib81
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- Paciente Y02 

  

A presente paciente apresentou uma deleção em 3p25.1 de 49kb 

envolvendo o gene RAF1, que está associado na literatura com a Síndrome de 

Noonan 5 (OMIM #611553) e a Síndrome de Leopard (OMIM #611554), também 

conhecida como Noonan com múltiplos lentigos (Tartaglia, Gelb e Zenker, 2011; 

Carcavilla et al., 2020).  

Ambas as síndromes apresentam um fenótipo clínico heterogêneo de 

expressividade variável caracterizada por atraso de crescimento 

consequentemente levando a baixa estatura, hipertelorismo ocular, ptose 

palpebral, fendas palpebrais inclinadas para baixo, cardiopatia congênita 

(principalmente estenose pulmonar), anormalidades torácicas, alterações 

dentárias, manchas cutâneas, miopia e perda audição também foram relatados 

(Tartaglia, Gelb e Zenker, 2011; Carcavilla et al., 2020). Características essas 

que foram vistas em nossa paciente, no entanto, de uma forma mais branda. 

Acrescentamos ainda, que a deleção em 12q13.3 de 219,2 kb, envolve o 

gene SLC39A5, que na literatura está relacionado com Miopia 24, autossômica 

dominante (OMIM #615946).  Este é um gene que codifica uma proteína que 

pertence à família de transportadores de zinco. Curiosamente, o zinco é um fator 

essencial para o desenvolvimento dos olhos e a deficiência de zinco foi relatada 

em pacientes com alta miopia (Huibi et al., 2001; Guo et al., 2014).  

Estudos recentes de GWAS evidenciaram distintos genes envolvidos na 

etiologia genética da miopia, sendo um deles o gene SLC39A5. Ainda, 

conseguiram evidenciar a expressão deste gene em todos os estágios de 

desenvolvimento embrionário de camundongos, sendo expresso principalmente 

na esclera e na retina. Foi visto também, que o zinco regula a via BMP/TGF-β, e 

a desregulação desta via devido a uma variante no gene pode levar a erros de 

refração ocular e resultar em um fenótipo de miopia alta (Guo et al., 2014).  Todas 

as evidências apresentadas levam a confirmação da hipótese deste gene estar 

diretamente relacionado a alta miopia.   

Apesar dos relatos da literatura terem sido baseados em estudos utilizando 

amostras de sangue periférico de indivíduos portadores de alta miopia, em nossa 

paciente encontramos esta alteração nas amostras de fibroblastos e mucosa 

oral, e não foi visualizada em sangue periférico. Nesse sentido, esta é uma 
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variante candidata para explicar o fenótipo de miopia grave relatado em nossa 

paciente.  

Apesar de esta CNV estar se apresentando na forma de mosaico 

intertecidual, ou seja, presente em dois dos três tecidos estudados, sugerimos a 

hipótese de que, devido os fibroblastos e tecido ocular se tratar de tecidos com 

a mesma origem embrionária (origem ectodérmica), então esta variante pode 

estar presente também no tecido ocular, explicando assim o fenótipo agravado 

na paciente.  

 

- Paciente Y14: 

 

A presente paciente apresentou um cariótipo de sangue periférico alterado 

(45,XX,der(17;22)t(17;22),-22)) e CNVs na região de 17p13.3-p13.1 em 

fibroblastos, sangue periférico e mucosa oral.  

Hipotetizamos que em fibroblastos também tenha a presença de um 

cromossomo derivado (17;22) também esteja ocorrendo em seus fibroblastos, e 

que durante as divisões celulares para diferenciação dos tecidos, houve uma 

falha de crossing-over mitótico levando a um despareamento que 

consequentemente gerou uma deleção seguida de uma duplicação. Estando 

presente apenas em fibroblastos, mas não visto em sangue periférico e mucosa 

oral.  

Não foi visualizado nenhum ganho ou perda na região do cromossomo 22, 

no entanto é válido reforçar que a há limitação técnica, tanto do cariótipo que 

não detecta alterações menores do que 5 Mb, por isso não visualizamos a 

deleção em 17p13.3. Mas também há limitação do array, onde não há sondas 

na região do braço curto dos cromossomos acrocêntricos, não nos dando assim 

a informação se houve perda de material genômico no braço curto do 

cromossomo 22. 

A deleção em 17p13.3, vista nos três tecidos estudados está relacionada 

na literatura com a Síndrome de Miller-Dieker (OMIM #247200). Esta é uma 

síndrome de deleção de genes contíguos, caracterizada por uma lissencefalia 

grave com dismorfismos faciais, DI, epilepsia e alterações neurológicas graves 

(Chen et al., 2018; Noor et al., 2018; Shi et al., 2020).  
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Este fenótipo agravado se deve a haploinsuficiencia do gene PAFAH1B1, 

importante para o desenvolvimento cerebral. Devido a sua função estar 

relacionada a sistema cerebral, o envolvimento deste gene em deleções é 

responsável pela forma mais grave de lissencefalia clássica. Fenótipo este não 

observado em nossa paciente, fato que pode ser explicado por que nenhuma 

das deleções em 17p13.3 vista nos três tecidos abrangem o gene PAFAH1B1 

(Chen et al., 2018; Noor et al., 2018). Ainda, é relatado na literatura que 

aproximadamente 80% dos casos de Miller-Dieker são de novo, mas pelo menos 

20% dos casos relatados são de cromossomo derivado herdado de uma 

translocação equilibrada nos pais (Chen et al., 2018; Noor et al., 2018).  

 Já a duplicação em 17p13.3-p13.1, vista apenas em fibroblastos, tem 

aproximadamente 8Mb e esta região envolve 225 genes. Dentre esses, temos 

importantes genes como o YWHAE e PAFAH1B1. Estudos verificaram que a 

duplicação do gene YWHAE está relacionado com a manifestação de distintos 

dismorfismos faciais, enquanto a duplicação de PAFAH1B1 que levam à sua 

superexpressão, foi associada a atraso de desenvolvimento moderado a grave 

e anormalidades cerebrais estruturais (Chen et al., 2018; Noor et al., 2018).  

 

5.3  Pacientes sem alterações  

 

Para os pacientes que não foram detectadas alterações genômicas 

relevantes clinicamente sugerimos a realização de um exame molecular mais 

detalhado, como um sequenciamento do genoma, exoma e verificação do status 

de metilação, para que possamos ter um diagnóstico preciso para a paciente. 

Portanto, mesmo que o resultado de cariótipo e do array tenham sido 

considerados normais, não destacamos a importância de outros estudos 

citogenômicos envolvendo múltiplos tecidos para elucidação do fenótipo clínico 

apresentado por estes pacientes (Conlin et al., 2012; Vreeburg e van Steensel, 

2012). Além do que, futuramente os dados genômicos obtidos destes pacientes 

serão reanalisados e revisitaremos os bancos de dados, para uma possível 

reclassificação dessas variantes genômicas.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Foi possível identificar 39 alterações genômicas em mosaico em 13/21 

pacientes com ADG/MP. Observamos que a pele foi o tecido com um maior 

número de alterações patogênicas, fato este, relacionado com o mosaicismo 

pigmentar, e ressaltamos que o array genômico foi essencial para a 

caracterização molecular inequívoca de cada população celular dada a facilidade 

de obtenção de DNA de qualquer tipo de amostra. 

O nosso estudo mostrou ainda que a associação genótipo-fenótipo, 

considerando diferentes tecidos, é imprescindível para a rotina diagnóstica para 

os pacientes ADG/MP. Bem como melhora o entendimento do papel da 

dosagem gênica, inter e intratecidual e sua relação com as 

manifestações clínicas. 
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7. CONCLUSÕES 

 

✓ Foi possível detectar a presença de alterações citogenômicas na condição 

de mosaico e avaliar sua influência sob o fenótipo clínico em pacientes 

com manchas cutâneas pigmentares e deficiência intelectual idiopática.  

 

✓ Foi possível realizar o estudo citogenético por bandamento G em sangue 

periférico e fibroblastos. 

 

✓ Foi possível realizar o teste de array em DNA extraído de células 

provenientes de mucosa oral. 

 

✓ Foi possível determinar a influência exercida pelo mosaicismo sob o 

fenótipo clínico. 

 

✓ Foi possível avaliar e correlacionar os possíveis mecanismos 

responsáveis pelas alterações observadas. 

 

✓ Conseguimos estimar a frequência de mosaicismo para alterações 

citogenômicas entre os pacientes atendidos no Ambulatório de Genética 

do ICr-HCMFUSP. 
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ANEXO A 
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ANEXO B 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarerecido  
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