Departamento de Genética
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
Universidade de Sao Paulo

CITOGENETICA em
GENETICA CLINICA

Profa. Dra. Lucia Martelli

i-4m50

anos

exceléncia desde 1956 E )

USP - RIBEIRAO

assisténcia - ensino - pesquisa



Citogenética Classica

Cultura Temporaria
— 48 horas (Medula dssea)
— 72 horas (Sangue periférico).

Cultura de tumores solidos
— Tempo de cultura variavel.

Bandamento GTG (G-bands by Trypsin using Giemsa);

Analise Cromossomica
— Resoluc¢io 400 bandas = CARIOTIPO = Diagnéstico Citogenético
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Citogenética Classica

Nomenclatura ISCN
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AMOSTRAS para Analise Cromossomica

Sangue Periférico ***

Medula Ossea : Neoplasias Hematoldgicas
Fragmento de Pele : Fibroblastos

Liquido Amniodtico : Amnidcitos
Vilosidade Corionica

Tumores

N o oA WD

Outros tecidos



Técnicas de Bandamento Cromossomico

e GTG =>» Alteracoes Numéricas e Estruturais
e CBG =» Centromeros e Heterocromatina (19;9q;16q;Y)
e NOR =» Cromossomos acrocéntricos

13, 14, 15, 21,22

Padrao de Bandas de Alta Resolucao : Prometafase.
De 550 a 850 bandas






Citogenética Molecular l. FISH

e FISH (Fluorescence in situ hybridization):

— Determinar a presenca ou auséncia de seqiiéncias especificas de

DNA ou RNA;

— Confirmar alteragdoes cromossomicas observadas pela citogenética
classica e citogen6mica;

— Detectar alteragoes cripticas e submicroscopicas.

e CondigOes basicas:
— Especificidade da sonda pela regidao de interesse;
— Marcagao fluorescente da sonda que permita a deteccao;

— Qualidade de preservacao do material bioldgico.



Sonda Yg marcada com biotina




Fluorescence in situ hybridization — FISH

Citogenética Interfasica




FISH para diagnodstico de
cromossomo marcador

FISH performed with a probe corresponding to the cat-eye syndrome

locus on 22q11.1 showed the presence of a marker chromosome 22.
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Citogenética Molecular

Il. Cariotipo Espectral
Aplicacoes da técnica de SKY

» Caridtipos complexos;
» ldentificacao de origem de cromossomos marcadores;

» Determinacdo de alteragbes cromossdmicas estruturais nao

detectadas pela citogenética classica, de aproximadamente 2Mb;

» Definicao de origem de material adicional.
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Marker identification:
Comparison between
G-banding and SKY




Citogenética Molecular

Ill. M Band

Permite deteccao de rearranjos como delecdes e inversdes cromossomicas.
Baseia-se em um conjunto de sondas obtidas por microdisseccao de regides
especificas, marcadas com diferentes fluorocromos ou combinacdes de
fluorocromos. A sobreposicao dos perfis de intensidade das sondas adjacentes

resultam em variacdes de cor ao longo do cromossomo, quantificadas por um

software.

INDICACOES: deteccdo e estudo de rearranjos estruturais

complexos ou rearranjos intra cromossomicos.



Citogenética Molecular

IV. Hibridagcao Gendomica Comparativa (CGH)

DNA teste hibridado com DNA de referéncia normal em uma cél.metafdasica

6




Comparative Genomic Hybridization
CG H Differential labeling of DNAs  G00bp-2000bp)
. . S Y
Metafasica = ¥

PR add [ @
o amaa 4_

TestDNA Reference DNA

TN i

Denatuemdpveomed

® e =t P |
A 4
In-situ hybridization to nomal chromosomes

SRS SIETET

A 4
Fluorescence microscopy and image andalysis




Aplicacoes da técnica de array-CGH

Determinacgao de regioes de perda e/ou ganho de material

genoémico;
Identificacao de pequenos marcadores;
Identificacao de material cromossomico adicional;

Mapeamento da regiao gendomica envolvida = correlacao

com fenétipo

Resolucao da técnica = Maior taxa de Diag. Etiolégico



METODOLOGIA array-CGH

DNA do paciente marcado com fluorocromo vermelho
DNA controle marcado com fluorocromo verde
DNA de ambos é hibridado ao microarray:

Lamina contendo milhares de sondas especificamente
selecionadas dentro de regides do genoma

Apods incubacao, a comparagao entre sinais vermelhos e
verdes € interpretada pelo programa:
= quantidades iguais = Normal
Vermelho >> Verde = Ganho genbmico no paciente
Vermelho << Verde = Perda genbmica no paciente
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Typical Pattern of a Genomic Deletion

Probes in deleted region appear as “green” dots on array
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INDICACOES da CITOGENOMICA

Teste de Screening Primario para pacientes com fenotipo inespecifico;

Teste complementar ou substituindo as técnicas de FISH em suspeita de:
sindromes de microdelecoes ou duplicacdes ou sindromes de genes
contiguos;

Teste diagnostico para pacientes com Deficiéncia Mental, espectro
autista, ou doencas com predisposicao genética;

Para determinar presenca ou auséncia de um gene especifico em regiao
conhecida de desequilibrio genémico;

Como teste diagndstico complementar para Doencas Mendelianas
causadas por perda funcional de um alelo (haploinsuficiéncia).



Low throughput

High throughput
Low resolution

High resolution
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CITOGENETICA CLINICA

Estudo dos cromossomos, sua estrutura e heranca, aplicado a
pratica da genética médica.

Mecanismos responsaveis por fenotipo anormal

(a) Efeito de dose, por falta (delecdao) ou excesso (duplicacao) de material
cromossOmico;

(b) Efeito direto da aberracdao, com disrupcao de um ou mais genes no
ponto de quebra de um rearranjo;

(3) Efeito causado por origem parental de um cromossomo ou segmento
cromossdmico, caracterizando o imprinting gendmico;

(4) Efeito de posicao, relacionado a funcao inadequada de um gene.



OBJETIVO

v’ Estabelecer o diagndstico citogenético utilizando
Investigacao citogenética classica
Investigacao citogenética molecular

Investigacao citogendmica



COLETA DE AMOSTRAS

e Sangue Periférico
Cultura temporaria de linfocitos
4 A

Bandeamento cromossOmico FISH, MBand e SKY

Extracdo de DNA = aCGH

e Sémen =  FISH
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Bandamento GTG: Cariotipo de homem normal 46, XY



Bandamento GTG: Cariotipo de mulher normal 46, XX



Principais INDICACOES para CARIOTIPO

1. AlteracOes de Crescimento e Desenvolvimento:

Atraso no DNPM
Facies dismorfica
Malformacoes
Baixa Estatura
Deficiéncia Mental
Genitalia Ambigua



6.

INDICACOES para CARIOTIPO

Natimortos e Obito neonatal

Infertilidade ou Abortos Recorrentes
Neoplasia (cariotipo de tecidos)

Historia Familiar Positiva de Cromossomopatia

Gestacao em mulher com idade elevada (>35anos)



Pessoas com suspeita de uma sindrome cromossdmica recon-
hecida (p. ex., sindrome de Down)

Pessoas com um padrao ndo reconhecivel de duas ou mais mal-
formagoes

Pessoas com genitdlia ambigua

Retardo mental ou atraso no desenvolvimento em criancas com
mltiplas anomalias fisicas

Genitores e filhos de pessoas com translocacoes cromossomi-
cas, delecoes ou duplicacoes

Natimortos com malformacoes congénitas ou sem razio iden-
tificavel para morte fetal

Mulheres com baixa estatura proporcional e amenorreia priméria
Homens com testiculos pequenos ou ginecomastia significativa




Anomalias Cromossomicas
CROMOSSOMOPATIAS

Aneuploidias

Autossomos
Cromossomos Sexuais

Aberracoes Estruturais



Anomalias cromossomicas

.
- Trissomias;

¢ Aneuploidias Y - Monossomias;

_ - Tetrassomias.
e Poliploidias

- Translocacao Reciproca;

. . - Translocacao Robertsoniana;
e Anomalias estruturais - Deleco:

- Inversao;

- Duplicacao;

- Insercao;

- Cromossomo em anel;

- Isocromossomo.

_A—




ABERRACOES CROMOSSOMICAS
NUMERICAS = ANEUPLOIDIAS

Tipo mais comum de Alteracao Cromossomica
clinicamente significante

Trissomias completas
Trissomias parciais

Monossomias
Triploidia (3n)
Tetraploidia (4n)



Mosaicismo Cromossomico

Presenca de dois ou mais complementos
cromossomicos

Causa: nao disjuncao nas divisdoes mitoticas pos-
zigoticas iniciais

Impossivel prever fendtipo em cariétipo mosaico

Ex: caridtipo 47, XY,+21/46,XY



ALTERACOES CROMOSSOMICAS HCFMRP

30,14% = 2.251 cariotipos

e Aberracdes cromossdmicas NUMERICAS:
1363 cariotipos (=18,25%);

e Aberracoes cromossdmicas ESTRUTURAIS:
405 cariotipos (=5,42%);

e Variantes da normalidade, incluindo polimorfismos
cromossdmicos, presenca de satélites e alteracao de
heterocromatina em 483 exames (= 6,47%).



Aneuploidias Cromossomicas

CARIOTIPO NuUmero TOTAL Aneuploidia Amostra
de casos (%0) Total (%0)

45,X 222 222 16,28 2,97

47,XX,+13 8 20 1,47 0,27

47,XY,+13 12

47,XX,+18 48 67 4,92 0,88

47,XY,+18 19

47 ,XX,+21 450 983 72,12 13,16

47 ,XY ,+21 533

47 , XXX / V4 0,51 0,094

47, XXY 55 55 4,04 0,74

48, XXYY 5 5 0,36 0,067

47, XYY 4 4 0,29 0,054

TOTAL 1363 100%0 18,25%




Sindrome de Down  incidéncia +/- 1/700 RN;

- Baixa estatura relativa;

« Deficiéncia mental; Hipotonia;
 Microcefalia, braquicefalia

* Perfil facial achatado;
 Cabelos finos;

* Fendas palpebrais obliquas
para cima;

« Boca permanentemente aberta;
Lingua protrusa, grande e
fissurada;

Sindrome de Down (trissomia do 21)



Sindrome de Down - Fenétipo

T _il',‘l
v o Epicanthus

Y

Sindrome de Down (trissomia do 21)

Epicanto;
 Manchas de Brushfield na iris;
 Orelhas pequenas,
baixa implantacao,
sobredobramento de
ramo horizontal de hélix;

* Perda de audicao;

» Defeitos cardiacos estruturais
em cerca de 40% dos casos;



Sindrome de Down - Fenétipo

Pés largos e curtos;
 Braquidactilia,
« Aumento da distancia entre 1° e
20

artelhos:

« Excesso de pele na nuca;

* Os homens em sua maioria sao
estereis (hipogonadismo);

A 5mm nuchal skin fold

Sindrome de Down (trissomia do 21)



Sindrome de Down - ETIOLOGIA

* Cerca de 80% dos casos ocorrem
por nao disjuncao;

« Aumento do risco — idade
materna >35 anos;

 Maioria dos casos - nao disjuncao
materna durante a meiose |;
Sindrome de Down (trissomia do 21)
* Mosaicismo detectadoem 1 a
3% dos casos.



Aneuploidia por Nao-disjuncao na meiose |
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Nao-disjuncao na meiose Il
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Segregacao Meiotica t(14;21)

I 10

pebbeal

Combinacgdes possiveis de

Segregzg;ao ctroonssomlca cromossomos nas células germinativas
na Gametogénese t(14:21)




Segregacao Meiotica t(21;21)

Normal Translocacéo 21;21
/0 /
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ACONSELHAMENTO GENETICO PARA S. DOWN

Fatores determinantes:

Diagndstico citogenético: Cariotipo
ldade Materna

Casos semelhantes na familia



Sindrome de Edwards = Tri 18

Incidéncia de +/- 1/8.000 RN;
 Baixo peso ao nascimento;

* Crises de cianose;

* Deficiéncia mental grave;

 Tremores e convulsdes na 12 s;

Sindrome de Edwards » Dolicocefalia;
(Trissomia do 18)

* Hipertonia;

* Orelhas malformadas:


D:%5Cimgres

Sindrome de Edwards - Fenétipo

Quirodactilos com posicao caracteristica;
 Hipoplasia das unhas;
* Pés em mata-borrao;
* Dorsiflexdo do 1° artelho;
« Varias malformacdes congénitas;

 Defeitos cardiacos congénitos (septo
ventricular);

Sindrome de Edwards « Anomalias renais.
(Trissomia do 18)



CARIOTIPO Sindrome de Edwards
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Sindrome de Patau =Tri 13

Incidéncia de cerca de 1/12.000 RN;
 Baixo peso ao nascimento;
« Convulsdes e crises de apnéia;
 Microcefalia;

* Fontanelas amplas;

 Microftalmia; Hipotelorismo

* Labio leporino;

Sindrome de Patau
(Trissomia do 13)

* Fenda palatina;



Sindrome de Patau - Fendétipo

Falhas circunscritas do couro cabeludo:
 Polidactilia;
* AlteracGes renais;

* Alteracdes cardiacas.

Sindrome de Patau
(Trissomiado 13)



Sindrome de Patau - Cariotipo

'
i( t n st VIR

COL B R B

218 LU | E 8

47,XY+13



Sindrome de Klinefelter

Incidéncia de cerca de 1/1.000 RN masc.;
e Estatura geralmente elevada;
e Envergadura maior que a estatura;
e Infertilidade;
e Hipogonadismo hipergonadotroéfico;

e Distribuicao de gordura e pelos corpdéreos
femininos;

e Testiculos pequenos com azoospermia;
e Cariotipo mais comum: 47,XXY

e Qutros caridtipos: 47,XXY/46,XY;
48 XXXY; 48 XXYY



Sindrome de Klinefelter
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Sindrome de Klinefelter
(Caridtipo 47,XXY)



Sindrome de Turner

Incidéncia de 1/2.500 a 3.000
de nascidos vivos;

Sexo feminino.




S. Turner - Cariotipo

- 45, Xem 53%
-45,X/46,XX em 15%

- 46,X,i(Xq) em 10%

- 45,X/46,X,i(Xq) em 8%
- 46,X,Xp- ou Xq- em 6%

- Outros mosaicismos em 8%



ABERRACOES CROMOSSOMICAS
ESTRUTURAIS

Delecao

Duplicacao

Inversao

Translocacao
Formac¢ao em anel
Isocromossomo
Cromossomo marcador



DelecOes

« Perdas de segmentos cromossOmicos:
— delecéao terminal — simples quebra, sem reunido das extremidades

o§ i

=

5 del(5) 5  del(5)
WS [del(5)(p15.3)]

— delecao intersticial — dupla quebra, perda de um segmento interno, seguida da
soldadura

£ ]
13 del(13) 13 del(13)
T3 [del(13)(q21.3g33)]




Incidéncia de +/- 1/50.000 RN;
« Baixo peso ao nascimento;
 Hipotonia;

* Choro fraco semelhante ao
miado do gato;

e Microcefalia;
* Face arredondada

* Hipertelorismo ocular; Epicanto;

Estrabismo;
” ¢ . « Orelhas de displasicas;
C” 'd u-C h at  Cardiopatia congénita,

Sindrome do miado de gato
Delecéo de 5p * Prega palmar Unica.



Cri du chat - Caridétipo
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Delecoes
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Translocag¢ao Reciproca equilibrada
46, XX, 1(1;20)(932.1;911:2)

ZWK99027 KEY




Translocacao Robertsoniana
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DIAGNOSTICO CITOGENETICO MOLECULAR DE
CROMOSSOMOS MARCADORES POR FISH + SKY

PROTOCOLO PARA DIAGNOSTICO:

Analise de 100 células;
Cariotipo dos pais;
Bandamentos GTG, CBG, AgNOR: acrocéntricos;
Def. Origem por FISH + SKY.



Cariotipo 47,XY,+mar
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Cariotipo materno 46,XX,der(22)t(11;22)(g23.3;q11.2)
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Cariotipo espectral 47,XY,+mar.ish der(22)t(11;22)
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INVERSOES CROMOSSOMICAS

INVERSAO PARACENTRICA INVERSAO PERICENTRICA




DIAGNOSTICO CITOGENETICO MOLECULAR
POR M-Band

Inversao pericéntrica no cromossomo 12 em paciente com

deficiéncia mental e dismorfias:

46,XY,der(12)inv(12)(p11.2p12.3)inv(12)(g21.1924.1)x2



Inversao paracentrica herdada
em homozigose de 12p e 12q
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M-Band

chr. 12 - normal lymphocyte

mBand XCytel2 results for patient
der(12)inv(12)(p11.2p12.3)inv(12)(q21.1q24.1) x2



DIAGNOSTICO CITOGENOMICO pela
técnica de a-CGH

Rearranjos Cromossomicos:

85% de diagnodstico em cromossomos marcadores;
100% de diagndstico em material adicional,
Mapeamento de translocacoes;

Maiores indices de diagnostico;

Correlacao gendtipo/fendtipo



Citogenetica Clinica

Cariotipo em bandamentos GTG, CBG e NOR;
FISH;

Cariodtipo espectral;

array-CGH.

k0021010 www.fotosearch.com



CONCLUSOES

A associacao de técnicas de analise cromossOmica e de
citogenética molecular permitiu estabelecer a correlacao
entre cariotipo e fendtipo em pacientes encaminhados
para diagnostico citogenético, ampliando o espectro

clinico sugestivo de cromossomopatias.



DESAFIO
Exames Citogenéticos na rede publica de Saude

www.DATASUS.gov.br

R$ 32,48



http://www.datasus.gov.br/

CITOGENETICA CLASSICA
CITOGENETICA MOLECULAR
CITOGENOMICA

RESOLUCAO na citogenética contemporanea:

Bandeamento cromossomico de 5 a 8Mb
Técnica de FISH pode atingir 0,5kb
SKY entre 2-3Mb
CGH varia entre 3-10Mb

array-CGH de 1kb a 1Mb.



21 DE MARCO
DIA MUNDIAL DA SINDROME DE DOWN

a maior limitagcao ainda é o preconceito




