Principios da Citogenética Clinica
e da Analise Genémica

A citogenética clinica é o estudo dos cromossomos, sua
estrutura e sua heranca, aplicado a pratica médica. Por
mais de 50 anos, tem sido evidente que anomalias cro-
mossdmicas — mudangas microscopicamente visiveis no
namero ou na estrutura dos cromossomos — poderiam ser
responsdveis por virias condigoes clinicas que sio, assim,
referidas como transtornos cromossoémicos. Focados no
conjunto completo do material genético, os citogeneticis-
tas foram os primeiros a trazer uma perspectiva ampla do
genoma para a pratica médica. Atualmente, a andlise cro-
mossdmica — com resolugdo e precisio cada vez maiores
nos niveis citolégico e gendmico — é um procedimento
diagnostico importante em diversas dreas da medicina
clinica. A andlise genémica atual, que usa abordagens a
serem exploradas neste capitulo, incluindo microarran-
jos cromossomicos e sequenciamento de genoma com-
pleto representa impressionante melhora na capacidade e
resolugdo, comparadas aquelas conceitualmente similares
aos métodos microscépicos focados nos cromossomos
(Fig. 5-1).

Transtornos cromossémicos formam a principal categoria
de doencas genéticas. Eles sdo responsaveis por uma grande
proporgio de todas as perdas reprodutivas, malformagoes
congénitas e deficiéncia intelectual, e tém um papel impor-
rante na patogénese do cincer. Transtornos citogenéticos
especificos sdo responsaveis por centenas de sindromes dis-
tintas que sdo, coletivamente, mais comuns do que todos os
distiirbios de genes tnicos juntos. Anomalias citogenéticas
estdo presentes em quase 1% dos nativivos, em aproximada-
mente 2% das gestagdes em mulheres com mais de 35 anos
que se submetem ao diagnéstico pré-natal, e em metade dos
abortos espontineos do primeiro trimestre.

O espectro de andlise de mudancas microscopicamente
visiveis no nimero e na estrutura cromossOmica até ano-
malias na estrutura ou sequéncia do genoma detectaveis
em nivel de sequenciamento de genoma completo envolve
literalmente todo o campo da genética médica (Fig. 5-1).
Neste capitulo, serdo apresentados os principios gerais da
andlise cromossomica e gendmica, com foco nas mutagoes
cromossémicas e mutagdes regionais introduzidas no capi-
tulo anterior. A discussio sobre disttirbios causados por
desequilibrio genémico foi restrita — quer seja para as
centenas a milhares de genes encontrados em cromossomos
individuais ou para nimeros menores de genes localizados

numa determinada regiio do genoma. Aplicagdes desses
principios a alguns dos distirbios cromossémicos e genémi-
cos mais comuns e mais bem conhecidos serdo apresentadas
no Capitulo 6.

INTRODUGAO A CITOGENETICA E A ANALISE
GENOMICA

A morfologia geral e a organizagio dos cromossomos
humanos, bem como sua composi¢ao molecular e genomica,
foram introduzidas nos Capitulos 2 e 3. Para serem exami-
nadas pela andlise cromossGmica para propositos clinicos,
as células devem ser capazes de se proliferar em cultura. As
células mais acessiveis que atendem a esse requisito sdo os
leucécitos, especificamente os linfocitos T. Para preparar
uma cultura de curto prazo adequada a andlise citogenética
dessas células, uma amostra de sangue periférico é obtida e
os leucdcitos sdo coletados, colocados em meio de cultura
de tecidos e estimulados a dividirem-se. Ap6s alguns dias,
as células em divisio sao paradas em metéfase, através de
agentes quimicos que inibem o fuso mitdtico. As células sdo
tratadas com solu¢ido hipotonica para liberar os cromos-
somos, 0s quais sdo, entdo, fixados, espalhados em lami-
nas e corados por uma das diversas técnicas de coloragio,
dependendo do procedimento diagnéstico especifico que
estd sendo executado. Elas estio, em seguida, prontas para
a andlise.

Embora sejam ideais para a andlise clinica rdpida, as
culturas de células preparadas a partir de sangue periférico
possuem a desvantagem de ter curta duracdo (3 a 4 dias).
Culturas de longo prazo, adequadas para armazenamento
permanente e estudos posteriores, podem ser obtidas de
uma variedade de outros tecidos. A bidpsia da pele, um
procedimento cirirgico pequeno, pode fornecer amos-
tras de tecidos que em cultura produzem fibroblastos, os
quais podem ser utilizados para uma variedade de estu-
dos bioquimicos e moleculares, bem como para analises
gendmicas e cromossdmicas. Os leucéeitos também podem
ser transformados em cultura para formar linhagens de
células linfoblastoides, que sio potencialmente imortais. A
medula dssea possui a vantagem de conter uma alra pro-
porgio de células em divisao, de modo que poucas células
sdo necessdrias para qualquer cultura; no entanto, ela s6
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Figura 5-1 Espectro de resolugio da anlise cromossamica e gendmica. A resolugiio tipica e a faixa de
eficiéncia sio dadas para virias abordagens diagndsticas usadas rotineiramente na analise cromossémica
e genomica. Veja o texto para detalhes e exemplos especificos. FISH, hibridizagdo i situ por fluorescéncia.

pode ser obtida através de procedimento de bidpsia de
medula, relativamente invasivo. E principalmente utilizada
no diagnéstico de malignidades hematolégicas suspeitas. As
células fetais derivadas do fluido amniético (amnidcitos)
ou obtidas através da bidpsia das vilosidades coriénicas
também podem ser cultivadas em cultura com sucesso,
para analises citogenéticas, gendmicas, bioquimicas ou
moleculares. As células de vilosidades corionicas também
podem ser analisadas diretamente apos a bidpsia, sem ser
necessario coloci-las em cultura. Notavelmente, pequenas
quantidades de DNA fetal livre de células sdo encontradas
no plasma materno e podem ser testadas pelo sequencia-
mento de genoma completo (veja a discussao aprofundada
no Capitulo 17).

A andlise molecular do genoma, incluindo o sequen-
ciamento de genoma completo, pode ser conduzida em
qualquer material clinico apropriado, desde que se pos-
sa obter DNA de boa qualidade. As células ndo precisam
estar em divisdo para essa finalidade e, dessa forma, é pos-
sivel estudar o DNA a partir, por exemplo, de amostras de
tecidos e tumores, bem como a partir de sangue periférico.
Qual abordagem é mais apropriada para um diagnéstico
em particular ou uma investigagio cientifica € uma drea que
tem evoluido rapido, assim como o aumento da resolugio,
da sensibilidade e da facilidade nas analises cromossémicas
e genodmicas (Quadro).

Identificacdo Cromossomica

Os 24 tipos de cromossomos encontrados no genoma huma-
no podem ser rapidamente identificados, em nivel citologico,
através de procedimentos especificos de coloragio. O mais
comum desses, 0 bandeamento Giemsa (bandeamento G),
foi desenvolvido no inicio da década de 1970 e foi a primeira
ferramenta analitica do genoma completo utilizada ampla-
mente para pesquisa e diagnostico clinico (Figs. 2-1 e 2-10).
Este tem sido o padrao-ouro para deteccio e caracterizagio
de anormalidades gendmicas estruturais e numéricas em
amostras no diagnostico clinico de distiirbios constitucionais
(pos- e pré-natal) e adquiridos (cancer).

O bandeamento G e outros procedimentos de coloragio
podem ser usados para descrever cromossomos individuais
e suas variagdes ou anomalias, utilizando-se um sistema de
classificagio cromossémica aceito internacionalmente. A
Figura 5-2 mostra um ideograma do padrio de bandas de
um conjunto cromossdémico humano normal em metifase,
ilustrando o padrado alternado de bandas claras e escuras
usado na identificagio cromossémica. O padrio de bandas
em cada cromossomo ¢é enumerado em cada brago do cen-
tromero ao teldmero para varios cromossomos, como mos-
trado em detalhe na Figura 5-3. A identidade de qualquer
banda em particular (e, portanto, da sequéncia de DNA e
dos genes nela inseridos) pode ser precisamente descrita
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INDICAGOES CLINICAS PARA A ANALISE CROMOSSOMICA
E GENOMICA

A analise cromossomica € indicada como procedimento roti-

neiro de exame diagndstico para condigoes especificas encon-

tradas na medicina clinica. Algumas condi¢oes clinicas gerais
indicam a necessidade de analise citogenética e genémica:

e Problemas de crescimento e desenvolvimento precoces.
Falha no crescimento, atraso no desenvolvimento, facies
dismorficas, maltiplas malformagdes, estatura baixa,
genitdlia ambigua e deficiéncia intelectual sao achados
frequentes nas criangas com anomalias cromossdmicas.
A menos que se tenha um diagnéstico definitivo nao
cromossomico, a analise cromossdmica e gendmica deve
ser realizada em pacientes que apresentem quaisquer
desses problemas.

e Natimorto e morte neonatal. A incidéncia de anomalias
cromossomicas € muito mais alta entre natimortos (até
aproximadamente 10%) do que entre nativivos (aproxi-
madamente 0,7%). Ela é também elevada entre criangas
que morrem no periodo neonatal (aproximadamente
10%). A analise cromossomica deveria ser realizada
para todas as perdas fetais e natimortos que ndo tenham
uma base clara indicando uma anomalia cromossémica.
Nesses casos, a cariotipagem (ou outro modo com-
preensivel de escanear o genoma) € essencial para um
aconselhamento genético preciso. Essas andlises podem
gerar informagdes importantes para o diagndstico pré
-natal em futuras gestacoes.

e Problemas de fertilidade. Estudos cromossdémicos sio
indicados para mulheres que apresentam amenorreia
e para casais com historia de infertilidade ou abortos
recorrentes. Uma anomalia cromossdmica é vista em
um ou outro progenitor em 3% a 6% dos casos, nos
quais ha infertilidade ou dois ou mais abortos.

s Histéria familiar. Uma anomalia cromossémica ou
genomica conhecida ou suspeita num familiar de
primeiro grau € indicativa de andlise cromossémica e
gendmica.

e Neoplasia. Virtualmente todos os cinceres estio asso-
ciados com uma ou mais anomalias cromossdomicas
(Cap. 15). A avaliacdo cromossémica e gen6mica no
proprio tumor, ou na medula 6ssea no caso de neopla-
sias hematoldgicas malignas, pode oferecer informagio
diagnastica ou prognostica.

o  Gestagdo. Existe um alto risco de anomalias cromos-
sdmicas em fetos concebidos por mulheres com idade
avancada, tipicamente definida como mais de 35 anos
(Cap. 17). A analise cromossémica e genomica dos cro-
mossomos fetais pode ser oferecida como parte da rotina
dos cuidados pré-natais em tais gestagdes. Como uma
abordagem de triagem para os disttirbios cromossémicos
mais comuns, testes pré-natais nio invasivos, usando o
sequenciamento de genoma completo, estao atualmente
disponiveis para mulheres gestantes de todas as idades.

sem ambiguidade através da utilizacao desse sistema de
numeragio hierdrquica baseado nessas regioes.
Cromossomos humanos sio frequentemente classifica-
dos em trés tipos que podem ser facilmente distinguidos
na metafase, pela posicio do centromero, a constri¢io
primdria visivel na metdfase (Fig. 5-2): cromossomos meta-
céntricos, com um centrémero mais ou menos central e bra-
¢os aproximadamente do mesmo tamanho; cromossomos
submetacéntricos, com o centromero deslocado do centro

e bragos com tamanhos claramente diferentes; e cromos-
somos acrocéntricos, com o centrémero proximo a uma das
extremidades. Um quarto tipo potencial de cromossomo,
o telocéntrico, com o centrémero numa extremidade e
apenas um unico brago, ndo ocorre no cariétipo humano
normal, mas é ocasionalmente observado em rearranjos
cromossomicos. Os cromossomos acrocéntricos humanos
(cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22) possuem pequenas e
distintas massas de cromatina, conhecidas como satélites,
conectadas ao brago curto por hastes finas (chamadas
de contri¢des secundarias). As hastes desses cinco pares
cromossOmicos possuem centenas de copias de genes de
RNA ribossémico (o principal componente dos ribos-
somos; Cap. 3), bem como uma variedade de sequéncias
repetitivas.

Além das mudancas no padrio de bandas, intervalos
que ndo se coram — denominados sitios frageis — sio
ocasionalmente observados em locais especificos de virios
cromossomos, estando propensos a instabilidade genomica
regional. Mais de 80 sitios frageis comuns sdo conhecidos,
muitos dos quais sdo variagoes hereditarias. Uma pequena
proporgdo de sitios frageis estd associada a distirbios
clinicos especificos; o sitio fragil que mais demonstra ser
clinicamente significativo ¢ encontrado proximo a extre-
midade do brago longo do cromossomo X em homens com
uma forma especifica ¢ comum de deficiéncia intelectual
ligada ao X, a sindrome do X fragil (Caso 17), bem como
em algumas mulheres portadoras do mesmo distirbio
genético.

Analise Cromossomica de Alta Resolucao

O cariotipo de bandas G padrao, com resolugio de 400
a 550 bandas, como é visto numa tipica preparagio em
metifase, permite a deteccdo de delecoes e duplicagoes
maiores que aproximadamente 5 a 10 Mb em qualquer
parte do genoma (Fig. 5-1). No entanto, a sensibilidade do
bandeamento G com essa resolu¢do pode ser baixa para
regides do genoma em que os padroes de banda sao menos
especificos.

Para aumentar a sensibilidade da analise cromossomica,
o bandeamento de alta resolu¢ao (também chamado de ban-
deamento em prometafase) pode ser conseguido através da
coloragio dos cromossomos obtidos em um estdgio inicial
da mitose (profase ou prometifase), quando eles ainda estio
num estado relativamente descondensado (Cap. 2). O ban-
deamento de alta resolugio é especialmente util quando se
suspeita de uma anormalidade cromossémica estrutural sutil.
A coloragio de cromossomos em prometifase pode revelar
850 bandas ou mais, em um conjunto haploide, embora
esse método seja substituido atualmente pela analise de
microarranjos (veja a seguir). Uma comparagao dos padroes
de bandas em trés estdgios distintos de resolu¢do é mos-
trada para um cromossomo na Figura 5-4, demonstrando
0 aumento na precisao diagndstica obtido em cromossomos
mais longos. O desenvolvimento da andlise cromossomica
de alta resolugio, no inicio da década de 1980, permitiu a
descoberta de vdrias das novas sindromes de microdelecio,
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Figura 5-2 Ideograma mostrando o padrio de bandas G para cromossomos humanos em metafase, com
cerca de 400 bandas por cariétipo haploide. Conforme o desenho, os cromossomos estdo tipicamente
representados com as cromatides-irmis alinhadas tio préximas que elas nio sdo reconhecidas como enti-
dades distintas. Os centromeros sdo indicados pela constri¢io primdria e regides estreitas em cinza-esctro
separando os bragos p e q. Por conveniéncia e clareza, apenas as bandas G escuras estdo enumeradas.
Para exemplos de um esquema completo de numeragio, veja a Figura 5-3. Veja Fontes & Agradecimentos.

causadas por delecoes ou duplicagdes gendmicas menores,
com tamanho de cerca de 2 a 3 Mb (Fig. 5-1). Entretanto,
o longo tempo necessdrio e a dificuldade técnica caracteris-
tica deste método impedem seu uso rotineiro na andlise
gendmica completa.

Hibridizag&o /n Situ por Fluorescéncia

O bandeamento cromossémico de alta resolucao direcio-
nado foi amplamente substituido no inicio da década de
1990 pela hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH,
do inglés, fluorescence in situ hybridization), um mérodo
para detectar a presenga ou auséncia de uma determinada
sequéncia de DNA, ou avaliar o nimero ou a organizagio
de um cromossomo ou regido cromossomica, in situ (lite-
ralmente, “no local”) na célula. Essa convergéncia de abor-
dagens gendmica e citogenética — denominada com vérios
termos, tais como citogenética molecular, citogenémica ou

cromondmica — expandiu dramaticamente tanto o alcance
quanto a precisio da andlise cromossémica na rotina da
pratica clinica.

A tecnologia da FISH tem a vantagem da disponibilidade
de se encomendar colecdes de clones de DNA recombinantes
contendo DNA de toda a extensdo do genoma, geradas
originalmente como parte do Projeto Genoma Humano.
Clones contendo sequéncias especificas de DNA humano
podem ser utilizados como sondas para detectar a regido
correspondente do genoma em preparagdes cromossomicas
ou no nucleo interfdsico, para uma variedade de objetivos
de pesquisa ou diagndsticos, como ilustrado na Figura 5-5:
* Sondas de DNA especificas para cromossomos indivi-

duais, regides cromossdmicas ou genes podem ser marca-
das com diferentes fluorocromos e usadas para identificar
rearranjos cromossomicos especificos ou para diagnos-
ticar rapidamente a existéncia de niimero cromossémico
anormal no material clinico.
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o 6
Figura 5-3 Exemplos de padroes de bandas G para os cromossomos
5,6 e 7, no estagio de condensagio de 550 bandas. Os nameros das
bandas permitem a identificagdo inequivocada de cada banda G
escura ou clara, por exemplo, cromossomo 5p15.2 ou cromossomo
7q21.2. Veja Fontes ¢& Agradecimentos.

Ul

Figura 5-4 O cromossomo X: ideogramas e fotomicrografias na
metifase, prometafase e profase (da esquerda para a direita). Veja
Fontes & Agradecimentos.

* Sondas de DNA repetitivo permitem a detec¢io de DNA
-satélite ou outros elementos repetitivos de DNA locali-
zados em regides cromossomicas especificas. Sondas de
DNA-satélite, especialmente aquelas que pertencem a
familia o-satélite de repeti¢oes centroméricas (Cap. 2),
sdo amplamente utilizadas para determinar o namero de
copias de um determinado cromossomo.

Embora a tecnologia da FISH fornega resolucio e especi-

ficidade muito maiores do que a andlise por bandeamento

G, ela ndo permite a anilise eficiente do genoma inteiro, e,

assim, sua utilizagdo é limitada pela necessidade de um alvo

Interfase

Metafase

Sondas
locus-
especificas

Sondas de
DNA-satélite

Figura 5-5 Hibridizacio in situ por fluorescéncia dos cromossomos
humanos em metéfase e interfase, com diferentes tipos de sonda de
DNA. Parte superior, sondas de DNA de copia tGnica especificas para
as sequéncias dentro das bandas 4q12 (fluorescéncia vermelba) e 4q31.1
(fluorescéncia verde). Parte inferior, sondas de DNA repetitivo a-satélite
especificas para os centrémeros dos cromossomos 18 (azul-claro), X
(verde) e Y (vermelho). Veja Fontes ¢ Agradecimentos.

especifico com base numa regido gendémica suspeita em um
diagnéstico clinico.

Analise Genomica Usando Microarranjos

Embora o cariétipo de bandas G continue sendo o teste
diagnastico de primeira linha para a maioria das apli-
cacoes clinicas, ele tem sido complementado ou mes-
mo substituido pelas abordagens genomdmicas amplas
para detectar o desequilibrio no nimero de copias em
alta resolucdo (Fig. 5-1), ampliando o conceito da andlise
especifica de FISH para testar o genoma inteiro. Em vez
de examinar as células e cromossomos in situ com uma
sonda de cada vez, as técnicas de microarranjos cromos-
sOmicos interrogam simultaneamente o genoma inteiro,
representado em uma matriz ordenada de segmentos
genomicos em uma limina microscopica contendo seg-
mentos de DNA sobrepostos ou regularmente espacados
que representam o genoma inteiro. Em uma abordagem
baseada na hibridizacao genémica comparativa (CGH,
do inglés, comparative genome hybridization), é possivel
detectar ganhos e perdas relativos no nimero de copias
de forma ampla no genoma através da hibridizac¢do de
duas amostras — uma do genoma-controle e outra do
paciente — para certos microarranjos. Um excesso de
sequéncias de um ou de outro genoma indica uma super
ou sub-representacdo dessas sequéncias no genoma do
paciente em relagdo ao controle (Fig. 5-6). Uma abor-
dagem alternativa utiliza “arranjos de polimorfismos
de nucleotideo unico (SNP)”, os quais contém versoes
de sequéncias correspondentes de dois alelos de vdrios
SNPs espalhados pelo genoma (conforme introduzido no
Capitulo 4). Nesse caso, a representacdo e a intensida-
de relativa dos alelos em diferentes regides do genoma
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Figura 5-6 Microarranjo cromossémico para detectar a dosagem cromossomica e genémica. A, Esquema
de ensaio de arranjos baseado na hibridiza¢io gendmica comparativa (CGH), na qual o genoma do paciente
(destacado em verde) é cohibridizado com o arranjo de um genoma-controle de referéncia (destacado em
vermelho). As sondas sio misturadas e permite-se que elas hibridizem com sua sequéncia complementar
no arranjo. As intensidades relativas da hibridizagao de duas sondas sao mensuradas, indicando a dosagem
equivalente entre os dois genomas (em amarelo) ou um ganho (en verde) ou uma perda (em vermelho)
na amostra do paciente. B, Uma plotagem tipica do logaritmo das razoes de fluorescéncia em fungio da
posi¢do ao longo do genoma. C, Resultado do arranjo de CGH de um paciente com sindrome de Rett
(Caso 40), indicando duplica¢io de aproximadamente 800 kb em uma banda Xq28 contendo o gene
MECP2. As razdes de fluorescéncia LogR foram plotadas ao longo do comprimento do cromossomo
X. Cada ponto representa a razdo para uma uma sequéncia individual no arranjo. Sequéncias corres-
pondentes ao gene MECP2 e regides proximas estio duplicadas no genoma do paciente, levando a uma
razio aumentada indicada pela seta verde e pelo quadro sombreado nessa regiio do cromossomo. Veja

Fontes & Agradecimentos.

indicam se 0 cromossomo ou a regido cromossomica estd
presente na dosagem apropriada (Fig. 5-6).

Em testes clinicos rotineiros para distarbios cromos-
sOmicos suspeitos, o espagamento das sondas de micro-
arranjos fornece uma resolugio de 250 kb ao longo
de uma por¢io inteira do genoma humano. Uma maior
densidade de sondas pode ser utilizada para atingir reso-
lugdao ainda maior (<25-50 kb) sobre regiges de interes-
se clinico em particular, tais como aquelas associadas a
distirbios do desenvolvimento ou anomalias congénitas
conhecidos (Fig. 5-6; para outros exemplos, Cap. 6). Essa
abordagem, a qual tem sido utilizada num nimero cada
vez maior de laboratérios clinicos, complementa a cario-
tipagem convencional e proporciona uma avaliagio muito
mais sensivel e de maior resolugio do genoma. Os micro-
arranjos tém sido utilizados com sucesso na identificagao

de anormalidades cromossomicas e genomicas em criangas
com atraso de desenvolvimento nio explicado, deficiéncia
intelectual ou defeitos congénitos, revelando uma série de
alteragdes gendmicas patogénicas que nio foram detectadas
pelo bandeamento G convencional. Com base nesse campo
em significativo crescimento, os microarranjos gendmicos
amplos vém substituindo o cariétipo por bandeamento G
como teste rotineiro de primeira linha em determinadas
populacoes de pacientes.

Entretanto, duas importantes limitacdes dessa tecno-
logia devem ser mencionadas. Primeiramente, métodos
baseados em microarranjos mensuram apenas o nimero
relativo de copias de sequéncias de DNA, mas nio se elas
foram translocadas ou rearranjadas a partir de sua posicio
normal no genoma. Dessa forma, a confirmagdo da sus-
peita de anormalidade cromossdmica ou gendmica através
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de cariotipagem ou FISH ¢ importante para determinar a
natureza da alteragio e, portanto, seu risco de recorréncia,
seja para o individuo ou para outros membros da familia.
Em segundo lugar, a analise genémica de alta resolugao
pode revelar variacoes, particularmente diferengas peque-
nas no numero de copias, que possuem significado clini-
co incerto. Um nimero cada vez maior de tais variagoes
tem sido documentado e catalogado, mesmo dentro da
populagdo geral. Como abordado no Capitulo 4, muitas
delas parecem ser variagdes do numero de copias benignas.
Sua existéncia ressalta a natureza Unica de cada genoma
individual e enfatiza o desaho diagnéstico de avaliar o que
¢ considerado um cariétipo “normal” e o que parece ser
patogénico.

Analise Gendmica pelo Sequenciamento
de Genoma Completo

No extremo, mas ainda no mesmo espectro da andlise
citogenética e da andlise por microarranjos, a mais recente
resolugdo em testes clinicos para detectar disttirbios cromos-
sOmicos e gendmicos seria sequenciar genomas de pacientes
em sua totalidade. De fato, como a eficiéncia do sequencia-
mento de genoma completo tem aumentado e seu custo tem
caido, esta se tornando cada vez mais conveniente considerar
o sequenciamento de amostras de pacientes em um cenario
clinico (Fig. 5-1).

Sequéncia de referéncia de (

cromossomos individuais

Os principios subjacentes a essa abordagem sao simples,
pois 0 niimero e a composi¢ao de qualquer segmento especi-
fico do genoma de um individuo irdo refletir a sequéncia de
DNA gerada a partir desse genoma. Embora as sequéncias
obtidas rotineiramente com a tecnologia atual sejam em geral
pequenas (cerca de 50 a 500 pb) em comparagio ao tama-
nho de um cromossomo ou até mesmo de um tnico gene,
um genoma com representaciao anormalmente baixa ou alta
dessas sequéncias, a partir de um determinado cromossomo
ou segmento cromossomico, tem maior probabilidade de
apresentar anormalidades numéricas ou estruturais para este
cromossomo. Para detectar anormalidades numéricas de
um cromossomo inteiro, geralmente nio é necessario sequen-
ciar o genoma completo; até mesmo um niimero limitado de
sequéncias que se alinham em um cromossomo de interesse
particular deve revelar se essas sequéncias sio encontradas
em numero esperado (p. ex., equivalente a duas copias por
genoma diploide no caso de um autossomo) ou quando
elas estdo significativamente super ou sub-representadas
(Fig. 5-7). Esse conceito esta sendo aplicado atualmente no
diagndstico pré-natal de fetos com desequilibrio cromos-
somico (Cap. 17).

Entretanto, para detectar rearranjos balanceados do geno-
ma, nos quais nao ha ganho ou perda de DNA, é necessiria
uma sequéncia mais completa do genoma. Aqui, em vez de
sequéncias que se alinham perfeitamente com a sequéncia de
referéncia do genoma humano, encontram-se sequéncias raras
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Figura 5-7 Estratégias para deteccio de anomalias cromossémicas numéricas e estruturais pela analise do
sequenciamento de genoma completo. Embora um pequeno niimero de leituras seja ilustrado esquematica-
mente aqui, na pratica muitos milhdes de leituras de sequéncias sio analisadas e alinhadas ao genoma de
referéncia para obter suporte estatisticamente significativo no diagndstico de uma aneuploidia ou anomalia
cromossomica estrutural. A, Alinhamento de sequéncias de leitura do genoma de um paciente a sequéncia
de referéncia de trés cromossomos individuais. A super-representagio das sequéncias do cromossomo em
vermelho indica que o paciente é aneuploide para esse cromossomo. B, O alinhamento das sequéncias de
leitura do genoma de um paciente para a sequéncia de referéncia de dois cromossomos revela vérias leituras
que contém sequéncias contiguas para ambaos os cromossomos. Isso indica uma translocagio no genoma do
paciente envolvendo os cromossomos em aziel e em laranja nas posigoes designadas pelas linhas tracejadas.
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que se alinham em duas regiées diferentes e normalmente nio
contiguas na sequéncia de referéncia (quer sejam no mesmo
cromossomo ou em cromossomos diferentes) (Fig. 5-7). Essa
abordagem tem sido utilizada para identificar genes especifi-
cos envolvidos em alguns tipos de cincer e em criangas com
varios defeitos congénitos devido a translocagdes, envolvendo
a justaposicio de sequéncias que sio normalmente localizadas
em cromossomos diferentes (Caps. 6 e 15).

ANOMALIAS CROMOSSOMICAS

As anomalias cromossomicas podem ser tanto numéricas
quanto estruturais, e podem envolver um ou mais autos-
SOMOS, Cromossomos sexuais ou ambos simultaneamente.
A incidéncia global de anomalias cromossémicas é de aproxi-
madamente um em cada 154 nativivos (Fig. 5-8), e seu
impacto €, consequentemente, substancial, tanto para a
medicina clinica quanto para a sociedade. Sem duvida, o
tipo mais comum de anomalia cromossomica clinicamente
significativa é a aneuploidia, uma anomalia cromossdmica
numérica devido a um cromossomo extra ou ausente. Um
cari6tipo aneuploide estd sempre associado a anormalida-
des fisicas ou mentais ou a ambas. Anomalias estruturais
(rearranjos envolvendo um ou mais cromossomos) também
sdo relativamente comuns (Fig. 5-8). Dependendo de se o
rearranjo cromossdémico leva ou ndo a um desequilibrio de
contetido gendmico, este pode ter ou ndo um efeito fenoti-
pico. No entanto, como explicado mais adiante neste capi-
tulo, mesmo anomalias cromossdmicas balanceadas podem
aumentar o risco de prole anormal na gera¢io seguinte.

As anomalias cromossdmicas sio descritas segundo um
conjunto padronizado de abreviagdes e nomenclaturas que
indicam a natureza e (no caso de andlises executadas por
FISH ou microarranjos) a tecnologia utilizada. Algumas das
abreviagbes mais comuns, exemplos de caridtipos anormais
e anomalias estdo listados na Tabela 3-1.
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Incidéncia entre recém-nascidos (%)
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& & Anomalias
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Figura 5-8 Incidéncia de anomalias cromossémicas em recém-nas-
cidos, baseada na anilise cromossémica de 68.000 recém-nascidos.
Veja Fontes & Agradecimentos.

TABELA 5-1 Algumas Abreviacoes Usadas para a Descricao dos Cromossomos e de suas Anomalias, com Exemplos Representativos

Abreviagao Significado Exemplo Condicao
46,XX Cariétipo feminino normal
46, XY Cariotipo masculino normal

cen Centrémero

del Delecio 46,XX,del(5)(q13) Mulher com delegdo terminal de um cromossomo 5 distal a banda 5q13

der Cromossomo derivativo der(1) Translocagdo cromossomica derivada do cromossomo 1 e contendo
o centromero do cromossomo 1

dic Cromossomo dicéntrico dic(X;Y) Translocagdo cromossdémica contendo o centromero de ambos os
cromossomos, X e Y

dup Duplicacio

inv Inversao inv(3)(p25q21) Inversdo pericéntrica do cromossomo 3

mar Cromossomo marcador 47 XX, + mar Mulher com um cromossomo extra, nio identificado

mat Origem materna 47,XX, + del(1)mat Homem com um cromossomo extra der(1) herdado da sua mie

p Brago curto do cromossomo

pat Origem paterna

q Brago longo do cromossomo

r Cromossomo em anel 46,X,r(X) Mulher com cromossomo X em anel

rob Translocagdo robertsoniana  rob(14;21)(q10;q10)  Quebra e reunido ocorreram na banda 14q10 ¢ na banda 21q10 nas
regides centroméricas dos cromossomos 14 e 21

t Translocagio 46,XX,t(2;8)(q22;p21) Mulher com translocagio balanceada entre os cromossomos 2 e 8,
com quebras nas bandas 2q22 e 8p21

Y Ganho de 47.XX, + 21 Mulher com trissomia do 21

- Perda de 45,XY,-22 Homem com monossomia do 22

/ Mosaicismo 46,XX/47,XX, + 21  Mulher com duas populagdes de células, uma com cariétipo normal

e uma com trissomia do 21

Abreviagoes de Shaffer LG, McGowan-Jordan J, Schmid M, editores: ISCN 2013: an international system for human cytogenetic nomenclature, Basel, 2013, Karger.
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Dosagem, Equilibrio e Desequilibrio Génicos

Para distirbios cromossomicos e gendmicos, € 0 aspecto
quantitativo da expressdo génica que constitui a base da
doenga, em contraste com os distirbios de gene tnico, nos
quais a patogénese normalmente reflete aspectos gualitativos
da fungio génica. As consequéncias clinicas de qualquer
anormalidade cromossémica em particular vio depender
do desequilibrio resultante de partes do genoma, da com-
binagdo especifica de genes contidos na ou afetados pela
anormalidade, e da possibilidade de transmissao para a
proxima geragdo.

O conceito central para pensar em distarbios cromos-
sémicos e genomicos ¢ o de dosagem génica e seu equilibrio
ou desequilibrio. Como serd visto nos proximos capitu-
los, esse mesmo conceito é geralmente aplicado ao serem
considerados alguns distirbios de gene Gnico e sua base
mutacional subjacente (Caps. 7, 11 e 12); no entanto, ele
assume importancia uniforme para anormalidades cromos-
sdmicas, nas quais geralmente ha maior preocupagdo com
a dosagem génica dentro de uma regido cromossémica
relevante do que efetivamente com a sequéncia normal
ou anormal desses genes. Aqui, a sequéncia dos genes é
tipicamente considerada normal e ndo levaria a qualquer
condigdo clinica, exceto pelo fato de sua dosagem estar
incorreta.

A maioria dos genes no genoma humano esta presente
em duas doses e é expressa a partir de ambas as copias.
Alguns genes, entretanto, sio expressos a partir de uma
Ginica copia (p. ex., genes “imprintados”™ e genes ligados
ao X sujeitos i inativagio do X; Cap. 3). Andlises exten-
sas de casos clinicos tém demonstrado que a dosagem
relativa desses genes ¢ critica para o desenvolvimento
normal. Uma ou trés doses em vez de duas geralmente ndo
contribuem para a fun¢io normal do gene ou do conjunto
de genes que sdo tipicamente expressos a partir de duas
copias. Do mesmo modo, anormalidades do imprinting
gendmico ou da inativagio do X que causam expressao
anormal das duas copias de um gene ou de um conjunto
de genes em vez de uma, invariavelmente levam a dis-
tarbios clinicos.

Predizer resultados clinicos para distirbios cromos-
somicos e gendmicos pode ser um desafio enorme para
o aconselhamento genético, particularmente no grupo
pré-natal. Muitos desses dilemas diagnésticos serdo apre-
sentados ao longo desta segdo e nos Capitulos 6 e 17, mas
h4d uma série de principios gerais que devem ser mantidos
em mente, enquanto se exploram tipos especificos de
anormalidades cromossomicas nas se¢des que se seguem

(Quadro).

Anomalias Cromossomicas Numeéricas

Um complemento cromossdémico com qualquer nimero de
cromossomos diferente de 46 é dito ser heteroploide. Um
multiplo exato do nimero cromossémico haploide (n) é
chamado euploide, e qualquer outro nimero cromossomico
¢ aneuploide.

CARIOTIPOS E GENOMAS DESBALANCEADOS EM
RECEM-NASCIDOS: ORIENTAGOES GERAIS PARA 0
ACONSELHAMENTO

®  Monossomias sdo mais deletérias que trissomias. As
monossomias completas geralmente ndo sdo vidveis,
exceto para a monossomia do cromossomo X. As tris-
somias completas sdo vidveis para os cromossomos 13,
18,21, X e Y.

o O fendtipo na aneuploidia parcial depende de uma
série de fatores, incluindo o tamanho do segmento des-
balanceado, qual a regiio do genoma foi afetada, quais
os genes envolvidos e se o desbalango ¢ monossomico
ou trissomico.

* O risco em casos de inversio depende da localizacdo
da inversdo no que diz respeito ao centromero e do
tamanbo do segmento invertido. Para inversdes que
nio envolvem o centrébmero (inversdes paracéntricas),
ha um baixo risco de um fenétipo anormal na proxi-
ma geragdo. Mas para inversdes que envolvem o cen-
tromero (inversdes pericéntricas), o risco de defeitos
congénitos na prole pode ser significativo e aumenta
com o tamanho do segmento invertido.

e Para um cariétipo mosaico envolvendo qualquer ano-
malia cromossémica, todas as apostas estao fora! O
aconselhamento ¢ particularmente desafiador porque o
grau de mosaicismo em tecidos ou estagios relevantes
do desenvolvimento é geralmente desconhecido. Assim,
ha incerteza sobre a severidade do fenétipo.

Triploidia e Tetraploidia

Além do nimero diploide (2n) caracteristico das células
somadticas normais, dois outros complementos cromos-
sémicos euploides, triploide (3n) e tetraploide (4n), sdo
ocasionalmente observados em material clinico. Ambas,
triploidia e tetraploidia, foram observadas em fetos. A tri-
ploidia é observada em 1% a 3% das concepgoes reco-
nhecidas; criancas triploides podem nascer vivas, embora
elas nio sobrevivam por muito tempo. Entre as poucas que
sobrevivem pelo menos até o fim do primeiro trimestre de
gestacdo, a maioria resulta da fertilizacio do évulo por dois
espermatozoides (dispermia). Outros casos sdo causados
pela falha em uma das divisdes meidticas em um dos geni-
tores, resultando num évulo ou espermatozoide diploide. A
manifestagio fenotipica de um cariétipo triploide depende
da fonte do conjunto cromossomico extra; triploides com
material cromossémico extra de origem materna sdo tipi-
camente abortados espontaneamente no inicio da gravidez,
enquanto aqueles com conjunto cromossomico extra de
origem paterna tipicamente possuem uma placenta degene-
rativa anormal (resultando na chamada mola hidatiforme
parcial), com um feto pequeno. Os tetraploides sdo sempre
92, XXXX ou 92, XXYY e resultam provavelmente da
falha em completar a divisdo inicial de clivagem do zigoto.

Aneuploidia

A aneuploidia é o tipo de distirbio cromossémico humano
mais comum e clinicamente significativo, ocorrendo em pelo
menos 5% de todas as gestacdes reconhecidas. A maioria
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dos pacientes aneuploides possui ou trissomia (trés em vez
do par normal de um determinado cromossomo) ou, menos
frequentemente, monossomia (apenas um representante de
um determinado cromossomo). Tanto a trissomia quanto a
monossomia podem ter graves consequéncias fenotipicas.

A trissomia pode existir em qualquer parte do genoma,
mas a trissomia em todos os cromossomos ¢ compativel
com a vida apenas ocasionalmente. De longe, o tipo mais
comum de trissomia em recém-nascidos vivos ¢ a trissomia
do 21, a constitui¢do cromossomica encontrada em 95%
dos pacientes com sindrome de Down (cariétipo 47,XX,+21
ou 47,XY,+21) (Fig. 5-9). Outras trissomias observadas em
nativivos incluem a trissomia do 18 ¢ a trissomia do 13. E
notdvel que esses autossomos (13, 18 ¢ 21) sdo os trés que
possuem menor nimero de genes (Fig. 2-7); presumivel-
mente, a trissomia dos autossomos com maior nimero de
genes ¢ letal na maioria dos casos. A monossomia em um
cromossomo inteiro quase sempre € letal; uma importante
exce¢do € a monossomia do cromossomo X, como obser-
vado na sindrome de Turner (Caso 47). Essas condicdes sio
consideradas em maiores detalhes no Capitulo 6.

Embora as causas de aneuploidia nio sejam completa-
mente compreendidas, o mecanismo cromossémico mais
comum é a nao disjun¢do meidtica. Ela refere-se a falha na
separagio correta de um determinado par cromossémico
durante uma das duas divisdes meioticas, geralmente duran-
te a meiose I. As consequéncias gendmicas da nio disjunc¢ao
durante a meiose [ e a meiose II sdo diferentes (Fig. 5-10).
Se o erro ocorrer durante a meiose I, o gameta com 24
cromossomos conterd ambos os membros cromossémicos,
paterno e materno, do par. Se ele ocorrer durante a meiose
II, o gameta com o cromossomo extra contera ambas as
copias do cromossomo materno ou paterno. (Estritamente
falando, essas afirmacdes referem-se apenas ao centromero
paterno ou materno, uma vez que a recombinacio entre os
cromossomos homoélogos normalmente ocorreu no inicio
da meiose I precedente, resultando em algumas diferencas
genéticas entre as cromatides e, consequentemente, entre os
cromossomos-filhos correspondentes; Cap. 2.)

A disjuncdo adequada de um par de cromossomos
homalogos durante a meiose I parece relativamente simples
(Fig. 5-10). Na realidade, entretanto, ela requer uma faganha
de engenharia complexa que envolve o controle temporal e
espacial preciso do alinhamento entre os dois homélogos,
de suas conexdes fortes uns com os outros (sinapses), de
suas intera¢des com o fuso mitotico, e, finalmente, de seu
desprendimento e do movimento subsequente para polos
opostos e para as diferentes células-filhas. A propensio de
um par cromossomico a nao disjun¢ao tem sido fortemente
associada a alteragdes na frequéncia ou localizacdo, ou
ambas, dos eventos de recombinac¢io na meiose I, os quais
sao criticos para a manutengao adequada da sinapse. Um par
de cromossomos com muito poucas (ou mesmo nenhuma)
recombinagdes, ou com recombina¢io muito préoxima ao
centromero ou telémero, pode estar mais suscetivel a nio
disjun¢io do que um par de cromossomos com um nimero
e uma distribuigao de eventos de recombinagio mais tipicos.

Em alguns casos, a aneuploidia pode também resultar da
separa¢do prematura de cromatides-irmis na meiose | em

vez de na meiose II. Se isso ocorrer, as cromatides separadas
podem se segregar ao acaso para o ovécito ou para o glébulo
polar, levando a um desequilibrio do gameta.

A nio disjun¢ido também pode ocorrer durante uma divi-
sdo mitotica apos a formacido do zigoto. Se isso acontece
nas divisdes iniciais de clivagem, pode resultar em mosaicis-
mo clinicamente significativo (veja a segdo posterior). Em
algumas linhagens de células malignas e algumas culturas
de células, a nao disjun¢do mitética pode levar a caridtipos
muito anormais.

Anomalias Cromossomicas Estruturais

Os rearranjos estruturais resultam da quebra, recombinagio
ou troca cromossomica, seguida de reconstituigdo em uma
combinagdo anormal. Enquanto os rearranjos podem ocor-
rer de vdrias maneiras, eles sao, em conjunto, menos comuns
que a aneuploidia; em geral, as anomalias cromossdmicas
estao presentes em um a cada 375 recém-nascidos (Fig. 5-8).
Como as alteragdes numéricas, os rearranjos estrururais
podem estar presentes em todas as células de uma pessoa
ou sob a forma de mosaico.

Os rearranjos estruturais sio classificados como balan-
ceados, se 0 genoma possui o complemento normal de
material cromossémico, ou desbalanceados, quando existe
material adicional ou ausente. E evidente que essas desig-
nagoes dependem da resolugao do(s) método(s) utilizado(s)
para analisar um determinado rearranjo (Fig. 5-1); alguns
que parecem balanceados em nivel de bandeamento de alta
resolucdo, por exemplo, podem ser desbalanceados quando
estudados com microarranjos cromossdémicos ou por ani-
lise de sequéncias de DNA. Alguns rearranjos sio estaveis,
capazes de passar inalterados pelas divisdes celulares de
meiose ¢ mitose, enquanto outros sio instaveis. Alguns dos
tipos de rearranjos estruturais mais comuns encontrados nos
cromossomos humanos sdo ilustrados esquematicamente
na Figura 5-11.

Rearranjos Desbalanceados

Os rearranjos desbalanceados sio detectados em aproxima-
damente um a cada 1.600 nativivos (Fig. 5-8); o fenétipo
provavelmente sera anormal devido a dele¢io ou a dupli-
cagiio de miiltiplos genes, ou (em alguns casos) a ambas.
A duplicagio de parte de um cromossomo leva a uma tris-
somia parcial nos genes dentro desse segmento; a delegio
leva a monossomia parcial. Como conceito geral, qualquer
mudanga que perturbe o equilibrio normal da dosagem géni-
ca pode resultar em desenvolvimento anormal; uma ampla
gama de fendtipos pode ocorrer, dependendo da natureza
dos genes especificos, cujas dosagens estio alteradas em um
determinado caso.

Grandes rearranjos estruturais que envolvem o desequili-
brio de, pelo menos, algumas megabases podem ser detec-
tados em nivel de bandeamento cromossémico de rotina,
incluindo a cariotipagem de alta resolucio. A deteccio de
alteragGes menores, no entanto, geralmente requer analise
de maior resolugio, envolvendo FISH ou anilise de micro-
arranjos cromossomicos.
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Figura5-9 Abordagens cromossomica e gendémica no diagnéstico da trissomia do 21. A, Cariétipo de um
paciente do sexo masculino com sindrome de Down, mostrando trés copias do cromossomo 21. B, Anilise
de hibridizagio in situ por fluorescéncia em interfase usando sonda locus-especifica para o cromossomo
21 (em vermelbo, trés pontos) e para um autossomo-controle (em verde, dois pontos). C, Detecgio da
trissomia do 21 em uma paciente do sexo feminino por microarranjo cromossdmico de genoma completo.
O aumento da razdo de fluorescéncia para sequéncias do cromossomo 21 estd indicado pela seta verme-
Iha. D, Detecgio da trissomia do 21 pelo sequenciamento de genoma completo e super-representagio das
sequéncias do cromossomo 21. A representagdo da sequéncia normalizada para cromossomos individuais
(=DP) em amostras cromossomicamente normais esta indicada pela regido sombreada verde. Uma razio
normalizada de aproximadamente 1,5 indica trés copias de sequéncias do cromossomo 21 em vez de duas,
consistente com a trissomia do 21. Veja Fontes & Agradecimentos.



68

THOMPSON & THOMPSON GENETICA MEDICA

MEIOSE | Normal Nao disjungao Normal

Y N\ Y N\

.9

MEIOSE Il Normal Normal Normal Normal Normal Nao disjuncao

Figura 5-10 As diferentes consequéncias da nio disjungio na meiose 1 (centro) e na meiose I (4 direita),
comparadas a disjun¢io normal (a esquerda). Se o erro ocorre em meiose I, os gametas ou contém um
representante de ambos os membros do par cromossémico 21 ou carecem de ambos os cromossomos 21.

Se a ndo disjun¢do ocorre na meiose II, os gametas anormais contém duas cépias de um cromossomo 21
parental (e nenhuma copia do outro) ou carecem do cromossomo 21,
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Figura 5-11 Rearranjos estruturais dos cromossomos, descritos no texto. A, Dele¢des terminal e inters-
ticial, cada uma gerando um fragmento cromossémico acéntrico que é tipicamente perdido. B, Duplicagio
de um segmento cromossdmico, levando a trissomia parcial. C, Cromossomo em anel com dois fragmentos
acéntricos. D, Geragio de um isocromossomo para o brago longo de um cromossomo. E, Translocagio
robertsoniana entre dois cromossomos acéntricos, frequentemente levando a um cromossomo pseudodicén-
trico. Translocagdes robertsonianas sdo ndo reciprocas, e os bracos curtos dos acrocéntricos sio perdidos.
F, Translocagdo entre dois cromossomos, com troca reciproca de segmentos translocados.
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Delegbes e Duplicagbes. As delegbes envolvem a perda de
um segmento cromossémico, resultando em um desbalango
cromossomico (Fig. 5-11). Um portador de dele¢do cromos-
sdmica (com um homélogo normal e um homélogo com
delegdo) é monossémico para a informagio genética no
segmento correspondente do homélogo normal. As con-
sequéncias clinicas geralmente refletem haploinsuficiéncia
(literalmente, a incapacidade de uma tnica c6pia do material
genético realizar a fun¢do normal desempenhada pelas duas
cbpias), e, quando examinado, sua severidade reflete o tama-
nho do segmento ausente e 0 nimero e a fungdo dos genes
especificos que foram excluidos. Dele¢Ges autossémicas cito-
geneticamente visiveis tém uma incidéncia de cerca de um
em 7.000 nativivos. Dele¢es menores, submicroscépicas,
detectadas pela andlise de microarranjos, sio muito mais
comuns, porém, como mencionado anteriormente, 0 com-
pleto significado clinico de muitas dessas variagdes ainda
estd por ser determinado.

Uma dele¢do pode ocorrer na extremidade do cromos-
somo (terminal) ou ao longo do brago de um cromossomo
(intersticial). As dele¢Ses podem se originar pela simples que-
bra cromossdmica e perda do segmento acéntrico. Nume-
rosas dele¢des tém sido identificadas durante o diagndstico
pré-natal ou na investigag¢io de pacientes dismérficos ou de
pacientes com deficiéncia intelectual, e exemplos especificos
de tais casos serdo discutidos no Capitulo 6.

Em geral, a duplicagio parece ser menos prejudicial do
que a delecdo. Entretanto, uma vez que a duplica¢io em um
gameta resulta em um desbalango cromossémico (i.e., tris-
somia parcial), e uma vez que a quebra cromossémica que o
gerou pode interromper genes, a duplicagdo frequentemente
leva a alguma anomalia fenotipica.

Cromossomos Marcadores e em Anel. Cromossomos
muito pequenos, ndo identificdveis, chamados de cromos-
somos marcadores, sio ocasionalmente observados em pre-
paragdes de cromossomos, com frequéncia em um estado de
mosaico. Eles estdo geralmente adicionados ao complemen-
to cromossdmico normal e sdo, portanto, referidos como
Cromossomos supranumerarios ou cromossomos extras
estruturalmente anormais. A frequéncia pré-natal de novos
cromossomos marcadores supranumerérios foi estimada
em cerca de um em 2.500. Devido ao seu tamanho pequeno
e indistinguivel, a anilise gendmica de maior resolugido é
geralmente requerida para a identificagdo precisa.

Cromossomos marcadores maiores contém material
gendmico de um ou ambos os bragos cromossémicos,
criando um desequilibrio para quaisquer genes presentes.
Dependendo da origem do cromossomo marcador, o risco de
uma anomalia fetal pode variar de muito baixo a até 100%.
Por razdes ndo totalmente compreendidas, uma proporgio
relativamente alta de tais marcadores deriva do cromossomo
15 e dos cromossomos sexuais.

Muitos marcadores cromossémicos perdem o teléme-
ro e constituem cromossomos em anel, que sio formados
quando o cromossomo sofre duas quebras e as extremidades
cromossdmicas quebradas reinem-se numa estrutura em
anel (Fig. 5-11). Alguns desses anéis experimentam dificul-
dades durante a mitose, quando as duas cromdatides-irmas

tornam-se entrelagadas durante sua tentativa de disjungdo
na anéifase. Nesses casos, podem acontecer quebras do anel
seguidas de fusio, e anéis maiores e menores podem ser gera-
dos. Devido a essa instabilidade mitética, ndo é incomum
encontrar cromossomos em anel em apenas uma proporgio
das células.

Isocromossomos. Um isocromossomo é um cromossomo
no qual um dos bragos est4 ausente e o outro é duplicado em
forma de imagem espelhada (Fig. 5-11). Uma pessoa com 46
cromossomos carregando um isocromossomo, portanto, tem
uma cépia tnica do material genético de um brago (monos-
somia parcial) e trés copias do material genético do outro
brago (trissomia parcial). Embora j4 tenham sido descritos
iSoCcromossomos para varios autossomos, 0 iSocromossomo
mais comum envolve o brago longo do cromossomo X —
designado i(X){q10) — em uma propor¢ido de individuos
com sindrome de Turner (Cap. 6). Os isocromossomos
sio também encontrados frequentemente em cari6tipos
de tumores sélidos e neoplasias hematolégicas malignas
(Cap. 15).

Cromossomos Dicéntricos. Um cromossomo dicéntrico é
um tipo raro de cromossomo anormal no qual dois segmen-
tos cromossdmicos, cada um com um centrdmero, fundem-se
pelas extremidades. Os cromossomos dicéntricos, apesar dos
dois centrdmeros, podem ser mitoticamente estaveis se um
dos dois centrdmeros for inativado epigeneticamente ou se
os dois centrdmeros sempre coordenarem seus movimentos
para o mesmo polo durante a anéfase. Tais cromossomos
sdo tipicamente chamados de pseudodicéntricos. Os cro-
mossomos pseudodicéntricos mais comuns envolvem os
Cromossomos sexuais ou 0s Cromossomos acrocéntricos
(as chamadas translocagdes robertsonianas; veja adiante).

Rearranjos Balanceados

Os rearranjos cromossdmicos balanceados sdo encontrados
em um de cada 500 individuos (Fig. 5-8) e ndo costumam
levar a um efeito fenotipico, pois todo o material gendmico
esta presente, mesmo que organizado de forma diferente
(Fig. 5-11). Como observado anteriormente, é importante
distinguir entre o rearranjo verdadeiramente balanceado e
aqueles que parecem citogeneticamente balanceados, mas
que s3o, na realidade, desbalanceados em nivel molecular.
Devido 2 alta frequéncia de polimorfismo no nimero de
cépias ao longo do genoma (Cap. 4), acrescentando coleti-
vamente diferencas de muitas megabases entre os genomas
de individuos ndo aparentados, o conceito do que € balan-
ceado ou desbalanceado estd sujeito a uma investigagio
permanente e a um aperfeicoamento continuo.

Mesmo quando os rearranjos estruturais sdo verdadei-
ramente balanceados, eles podem representar uma ameaga
as geragdes subsequentes, porque os portadores sdo mais
suscetiveis a produzir uma frequéncia significativa de game-
tas desbalanceados e, portanto, tém um risco aumentado
de ter uma prole anormal com cariétipos desbalanceados;
dependendo do rearranjo especifico, esse risco pode variar de
1% a 20%. Também existe a possibilidade de que uma das
quebras cromossdmicas interrompa um gene, levando a uma
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mutagdo. Especialmente com o uso do sequenciamento de
genoma completo para examinar a natureza aparentemente
balanceada dos rearranjos em pacientes que apresentam
fenétipos significativos, esta € uma causa de distirbios cada
vez mais bem documentada em portadores de translocagoes
balanceadas (Cap. 6); tais transloca¢des podem fornecer
pistas dteis na identificacdo do gene responsavel por um
determinado distirbio genético.

Translocagées. A translocagio envolve a troca de segmen-
tos cromossomicos entre dois cromossomos. Existem dois
tipos principais: a reciproca e a nio reciproca.
Translocagoes Reciprocas. Este tipo de rearranjo resulta
de quebra ou de recombinag¢io envolvendo cromossomos
ndo homélogos, com troca reciproca dos segmentos que-
brados ou recombinados (Fig. 5-11). Normalmente, ape-
nas dois cromossomos estdao envolvidos, e uma vez que a
troca € reciproca, o nimero total de cromossomos nio é
alterado. Tais translocacoes geralmente nio possuem efeito
fenotipico; no entanto, como ocorre em outros rearranjos
estruturais balanceados, elas estdo associadas a um maior
risco de gametas desbalanceados e progénie anormal. Elas
ficam aparentes durante o diagnéstico pré-natal ou quando
os pais de uma crianga clinicamente anormal com trans-
locagio desbalanceada sio “cariotipados™. As translocacoes

A Cromossomos

A
M
|

B Formagéao quadrivalente
na meiose

balanceadas sdo mais comumente encontradas em casais
que tiveram dois ou mais abortos espontineos e em homens
inférteis do que na populagio em geral.

A existéncia de translocacdes apresenta desafios para
o processo de pareamento e recombinacdo dos cromos-
somos homologos durante a meiose (Cap. 2). Quando os
cromossomos de um portador de uma translocacio reci-
proca balanceada pareiam-se na meiose, como mostrado
na Figura 5-12, eles devem apresentar uma formagio qua-
drivalente para assegurar o alinhamento apropriado das
sequéncias homalogas (em vez das formagoes bivalentes
tipicas vistas nos cromossomos normais). Na segregacdo
tipica, dois dos quatro cromossomos na formacio qua-
drivalente migram para cada polo da andfase; no entanto,
os cromossomos podem segregar-se de diferentes maneiras a
partir dessa configurac¢io, dependendo de qual dos cromos-
somos vai para cada polo. A segregacio alternada, o tipo
usual de segregacdo meidtica, produz gametas balanceados
que tém tanto o complemento cromossémico normal como
dois cromossomos reciprocos. Outros padrdes de segrega-
¢d0, no entanto, sempre produzem gametas desbalanceados
(Fig. 5-12).

Translocagdes Robertsonianas. As translocacdes robert-
sonianas sao o tipo mais comum de rearranjo cromossémico
observado na espécie humana e envolvem dois cromossomos
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Figura 5-12 A, Diagrama ilustrando uma translocagio balanceada entre dois cromossomos, envolvendo
uma troca reciproca entre a parte distal dos bragos longos dos cromossomos A e B. B, A formagio qua-
drivalente na meiose ¢ necessiria para o alinhamento dos segmentos homélogos dos dois cromossomos
derivativos e de seus homélogos normais. C, Padrées de segregagdo em um portador de translocacio,
levando ranto a gametas balanceados quanto desbalanceados, mostrados embaixo. A segregacio adjacente
1 (em vermelho, cromossomos de cima para um gameta, cromossomos de baixo para outro) leva apenas a
gametas desbalanceados. A segregacao adjacente 2 (em verde, cromossomos da esquerda para um gamera,
cromossomos da direita para outro) também leva a gametas desbalanceados. Apenas a segregagio alternada
(em cinza, para um gameta, cromossomos em cima a esquerda, para outro, embaixo a direita) pode levar

a gametas balanceados.
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acrocéntricos que se fundem proximo a regido do centrd-
mero, com perda dos bragos curtos (Fig. 5-11). Tais trans-
locacdes sdo ndo reciprocas e resultam num caridtipo com
apenas 45 cromossomos, incluindo o cromossomo trans-
locado, o qual, na pritica, é formado pelos bragos longos
dos dois cromossomos acrocéntricos. Como mencionado
anteriormente, devido ao fato de os bragos curtos de todos
os cinco pares de cromossomos acrocéntricos consistirem
basicamente em virias classes de DNA-satélite, bem como
em centenas de copias de genes de RNA ribossomico, a
perda dos bragos curtos de dois cromossomos acrocéntricos
nio ¢é deletéria; dessa forma, o cariétipo é considerado como
sendo balanceado, apesar de ter apenas 45 cromossomos.
As translocagdes robertsonianas sao tipicamente, embora
nem sempre, pseudodicéntricas (Fig. 5-11), refletindo a
localiza¢do do ponto de quebra em cada cromossomo
acrocéntrico.

Embora as translocagdes robertsonianas possam envolver
todas as combinacgoes de cromossomos acrocéntricos, duas
— designadas rob(13;14)(q10;q10) e rob(14;21)(q10;q10)
— sdo relativamente comuns. As translocagoes envolvendo
13q e 14q sdo encontradas em uma a cada 1.300 pessoas
e sio, portanto, de longe, o rearranjo cromossémico mais
comum em nossa espécie. Foram descritos individuos raros
com duas copias do mesmo tipo de translocagio robertso-
niana; esses individuos fenotipicamente normais possuem
apenas 44 cromossomos e carecem de copias normais dos
acrocéntricos envolvidos, substituidos pelas duas copias dos
translocados.

Embora um portador de uma translocagio robertsoniana
seja fenotipicamente normal, existe um risco de gametas
desbalanceados e, portanto, de prole desbalanceada. O risco
para uma prole desbalanceada varia de acordo com a trans-
locacido robertsoniana em particular e o sexo do progenitor
portador; mulheres portadoras em geral tém maior risco
de transmitir a translocacdo para uma crianca afetada. A
principal importincia clinica desse tipo de translocagdo ¢
que portadores de translocagdes robertsonianas envolvendo
o cromossomo 21 estdo sob risco de terem uma crianga com
sindrome de Down por translocagio, como serd explorado
adiante no Capitulo 6.

Inser¢des. Uma inser¢do € outro tipo de translocagio ndo
reciproca que ocorre quando um segmento é removido de um
cromossomo e inserido em um cromossomo diferente, tanto
em sua orientagdo usual com relacdo ao centrémero, quanto
invertida. Uma vez que elas requerem trés quebras cromos-
sOmicas, as inser¢oes sdo relativamente raras. A segregagdo
anormal em um portador de inser¢ao pode produzir uma
prole com duplicagio ou delegdo do segmento inserido, bem
como uma prole normal e portadores balanceados. O risco
médio de formar uma crianca anormal pode ser superior a
50% e, portanto, o diagndstico pré-natal é indicado.

Inversées. Uma inversdo ocorre quando um tunico cromos-
somo sofre duas quebras e é reconstituido com o segmento
invertido entre as quebras. As inversdes sdo de dois tipos
(Fig. 5-13): paracéntrica, na qual ambas as quebras ocorrem
em um mesmo braco (do grego para, fora do centromero);
e pericéntrica, na qual ocorre uma quebra em cada um dos

bragos (do grego peri, ao redor do centromero). Pode ser
mais facil identificar as inversdes pericéntricas citogenetica-
mente quando elas mudam a propor¢ao dos bragos cromos-
somicos, bem como o padrio de bandeamento.

Uma inversdo normalmente ndo causa um fenétipo anor-
mal no portador por ser um rearranjo balanceado. Seu signi-
ficado clinico ¢ importante para a progénie; um portador de
um ou outro tipo de inversio tem risco de produzir gametas
anormais que podem levar a uma prole desbalanceada, pois,
quando uma inversao esta presente, é necesdria a formagao
de uma alga para permitir o alinhamento e o pareamento
dos segmentos homdélogos dos cromossomos normais e
invertidos na meiose I (Fig. 5-13). Quando a recombinagao
ocorre dentro da alga, pode levar a produgio de gametas
desbalanceados: gametas com complemento cromossémico
balanceado (normais ou que possuem a inversao) e gametas
com complemento desbalanceado sio formados, dependen-
do da localizacio dos eventos de recombinagdo. Quando
uma inversio é paracéntrica, os cromossomos recombinados
desbalanceados sio acéntricos ou dicéntricos e tipicamente
nio levam a descendéncia viavel (Fig. 5-13); portanto, o
risco do portador de uma inversao paracéntrica ter um filho
com cariétipo anormal é realmente muito baixo.

Uma inversdo pericéntrica, por outro lado, pode levar
a produgdo de gametas desbalanceados, tanto com dupli-
cacdo quanto com auséncia de segmentos cromossoémicos
(Fig. 5-13). Os segmentos duplicados e ausentes sio os
segmentos distais a inversio. Geralmente, o risco de um
portador de uma inversdo pericéntrica ter uma crianga com
caridtipo desbalanceado ¢ estimado em 5% a 10%. Cada
inversio pericéntrica, no entanto, estd associada a um deter-
minado risco, refletindo tipicamente o tamanho e o conteddo
do segmento duplicado ou ausente.

Mosaicismo para Anomalias Cromossdmicas

Quando uma pessoa possui uma anomalia cromossomica,
seja numérica ou estrutural, a anomalia estd normalmente
presente em todas as suas células. Algumas vezes, no entan-
to, dois ou mais complementos cromossdomicos diferentes
estio presentes no mesmo individuo; essa situagio ¢ deno-
minada mosaicismo. O mosaicismo é usualmente detectado
pela cariotipagem convencional, mas também pode ser sus-
peitado com base na analise de FISH em interfases ou nos
microarranjos cromossomicos.

Uma causa comum de mosaicismo ¢ a nao disjungao nas
divisdes mitdticas pos-zigdticas iniciais. Por exemplo, um
zigoto com um cromossomo 21 adicional pode perder esse
cromossomo extra em uma divisdo mitdtica e continuar
se desenvolvendo como mosaico 46/47,+21. Os efeitos
do mosaicismo no desenvolvimento variam em fung¢ao do
momento em que ocorre o evento de nio disjungido, da
natureza da anomalia cromossdmica, da proporcio dos
diferentes complementos cromossémicos presentes e dos
tecidos afetados. Acredita-se frequentemente que individuos
que sio mosaicos para uma determinada trissomia, como o
mosaico da sindrome de Down ou da sindrome de Turner,
sdo menos severamente aferados do que individuos nido
mosaicos.
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Figura5-13 Crossing over com algas de inversio formadas na meiose I em portadores de um cromossomo
com segmento B-C invertido (ordem A-C-B-D, em vez da ordem normal A-B-C-D). A, Inversio paracén-
trica. Os gametas formados apés a segunda meiose geralmente contém tanto uma cépia normal (A-B-C-D)
quanto uma copia balanceada (A-C-B-D) do cromossomo porque os produtos acéntricos e dicéntricos do
crossover sdo invidveis. B, Inversdo pericéntrica. Os gametas formados apés a segunda meiose podem ser
balanceados (normais ou invertidos) ou desbalanceados. Os gametas desbalanceados contém uma cépia
do cromossomo com uma duplicagio ou com auséncia de material que flanqueia o segmento invertido

(A-B-C-A ou D-B-C-D).

Quando detectado em linfécitos, em linhagens de célu-
las em cultura ou em amostras pré-natais, pode ser dificil
acessar a significancia do mosaicismo, especialmente se
identificado no pré-natal. As proporgdes dos diferentes com-
plementos cromossémicos observados no tecido em andlise
(p. ex., cultura de aminidcitos ou linfécitos) pode nio refletir
necessariamente as propor¢des presentes em outros tecidos
ou no embrido durante seus estigios de desenvolvimento
iniciais. O mosaicismo também pode surgir em células em
cultura apos elas terem sido retiradas do individuo; assim,
os citogeneticistas tentam diferenciar entre o verdadeiro
mosaicismo, presente no individuo, do pseudomosaicismo,
que ocorreu no laboratdrio. A distingdo entre esses tipos
nem sempre € fdcil ou correta, podendo levar a grandes difi-
culdades interpretativas no diagnéstico pré-natal (Quadro
anterior e o Cap. 17).

Incidéncia das Anomalias Cromossomicas

A incidéncia dos diferentes tipos de alteragdes cromossomi-
cas tem sido mensurada em vdrias pesquisas com populagdes

grandes e foi resumida anteriormente na Figura 5-8. Os
principais distirbios numéricos observados em nativivos
sdo trés trissomias autossdmicas (trissomia do 21, trissomia
do 18 e trissomia do 13) e quatro tipos de aneuploidia dos
cromossomos sexuais: a sindrome de Turner (geralmen-
te 45,X), a sindrome de Klinefelter (47,XXY), 47, XYY
e 47, XXX (Cap. 6). A triploidia e a tetraploidia sdo res-
ponsaveis por apenas uma pequena porcentagem dos casos,
particularmente nos abortos espontineos. A classificacio e
a incidéncia de defeitos cromossdomicos mensuradas nessas
pesquisas podem ser utilizadas para considerar o destino de
10.000 conceptos, como apresentado na Tabela 5-2.

Nativivos

Como mencionado anteriormente, acredita-se que a inci-
déncia geral de anomalias cromossémicas em recém-nas-
cidos seja de cerca de um a cada 154 nascimentos (0,65%)
(Fig. 5-8). A maioria das anomalias dos autossomos pode
ser diagnosticada ao nascimento, mas muitas anomalias
cromossomicas sexuais, com exce¢io da sindrome de Turner,
ndo sdo reconhecidas clinicamente até a puberdade (Cap. 6).
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TABELA 5-2 Resultado de 10.000 Gestacoes™

Abortos
Espontaneos
Resultado Gestagoes (%) Nativivos
Total 10.000 1.500 (15) 8.500
Cromossomos normais ~ 9.200 750 (8) 8.450
Cromossomos anormais 800 750 (94) 50
Anormalidades Especificas
Triploidia ou tetraploidia 170 170 (100) 0
45X 140 139 (99) 1
Trissomia do 16 142, 112 (100) 0
Trissomia do 18 20 19 (95) ]
Trissomia do 21 45 35(78) 10
Qutras trissomias 209 208 (99,5) 1
47,XXY, 47,XXX, 19 4(21) 15
47, XYY
Rearranjos desbalanceados 27 23 (85) 4
Rearranjos balanceados 19 3(16) 16
Qutros 39 37 (95) 2

*Essas estimativas sio baseadas nas frequéncias observadas de anomalias cro-
mossémicas em abortos espontineos e criangas nativivas. E provavel que a
frequéncia de anomalias cromossdmicas em todos os conceptos seja bem mais
alta do que isso, pois muitos sao abortados de modo espontineo antes que
sejam identificados clinicamente.

Os rearranjos desbalanceados sio mais proviveis de chamar
atencio clinica por causa de sua aparéncia anormal e do
atraso de desenvolvimento fisico e mental em individuos
com anomalias cromossomicas. Em contraste, os rearranjos
balanceados raramente sio identificados clinicamente, a
menos que um portador de um rearranjo tenha uma crianga
com complemento cromossémico desbalanceado e sejam
iniciados estudos familiares.

Abortos Espontdneos

A frequéncia total de anormalidades cromossomicas em
abortos espontineos é de, pelo menos, 40% a 50%, e os
tipos de anomalias diferem de diversas maneiras daqueles
observados em nativivos. Surpreendentemente, a anomalia
mais comum em abortos é o cariotipo 45,X (a mesma ano-
malia encontrada na sindrome de Turner), o qual responde
por cerca de 20% dos abortos espontaneos cromossomica-
mente anormais, mas por menos de 1% dos nativivos com
anomalias cromossémicas (Tabela 5-2). Outra diferenca
esta na distribui¢do dos tipos de trissomias; por exemplo,
a trissomia do 16 nunca € vista em nativivos, mas € res-
ponsavel por aproximadamente um terco das trissomias
em abortos.

ANALISE CROMOSSOMICA E GENOMICA NO
CANCER

Este capitulo focou nas anomalias cromossomicas constitu-
cionais que sdo encontradas na maior parte ou em todas as
células do corpo e derivam de mutag¢des cromossdmicas ou
regionais que tenham sido transmitidas pelos pais (herdadas
ou ocorrendo de novo na linhagem germinativa de um dos
pais) ou que tenham ocorrido nas divisdes mitdticas iniciais
do zigoto.

No entanto, essas mutacdes também podem acontecer
em células somdticas ao longo da vida e sdo marcadores
de cdncer, tanto em neoplasias hematolégicas (p. ex.,
leucemias e linfomas) quanto no contexto da progressio
de tumores sélidos. Uma drea importante nas pesquisas
de cincer é o delineamento das mudangas cromossomicas
e genomicas em tipos especificos de cancer e a relagdo dos
pontos de quebra dos diferentes rearranjos estruturais
para o processo da oncogénese. As mudancas cromos-
sdmicas e gendmicas encontradas em células canceri-
genas sdo numerosas e diversificadas. A associagio das
analises citogenética e gendmica com o tipo de tumor e
com a eficicia da terapia ja é uma parte importante do
manejo de pacientes com cancer; estes serdo discutidos
no Capitulo 15.
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PROBLEMAS

1. Vocé envia uma amostra de sangue de uma crianga dis-
morfica para o laboratério de anilise cromossémica. O
relatério do laboratério afirma que o cariétipo da crianga
é 46,XY,del(18)(q12).

a. O que este cariétipo significa?

b. O laboratério solicita amostras de sangue dos pais
clinicamente normais para anilise. Por qué?

¢. O laboratério informa o cariétipo da mie como 46,XX
¢ o do pai como 46,XY,t(7;18)(q35;q12). O que o
segundo cariétipo significa? Recorrendo aos ideogramas
normais dos cromossomos, na Figura 5-2, esquematize
ofs) cromossomo(s) translocado(s) no pai e no seu filho.
Esquematize esses cromossomos na meiose paterna.
Quais tipos de gametas podem ser produzidos?

d. A luz dessa nova informagio, o que o cariétipo da
crianga significa agora? Quais regides sdo monossémi-
cas? Trissomicas? Dada as informagdes.dos Capitulos 2
e 3, estime o niimero de genes presentes nas regides
trissdmica e monossomica.

2. Um feto abortado espontaneamente apresenta trissomia
do 18.
a. Qual a proporgio de fetos com trissomia do 18 sio
perdidos por aborto espontineo?
b. Qual é o risco de os pais terem um recém-nascido com
trissomia do 18 em uma gestagio futura?

3. No cariétipo de um recém-nascido com sindrome de Down
sao encontradas duas linhagens celulares: 70% das suas
células possuem o cariétipo tipico 47,XX,+21, e 30%
sd0 46,XX normais. Quando foi que o evento de nio dis-
jun¢do provavelmente ocorreu? Qual o prognéstico para
essa crianga?

4. Qual das seguintes pessoas é ou se espera que seja uma
pessoa fenotipicamente normal?

a. Uma mulher com 47 cromossomos, incluindo um
pequeno cromossomo supranumeririo derivado da
regido centromérica do cromossomo 15

b. Uma mulher com cariétipo 47,XX,+13

¢. Um homem como delegdo de uma banda no cromos-
somo 4

d. Uma pessoa com translocagdo reciproca balanceada
€. Uma pessoa com inversio pericéntrica do cromossomo
6

Quais tipos de gametas cada um desses individuos pode
produzir? Quais tipos de prole podem resultar, assumindo
que o outro genitor é cromossomicamente normal?

. Para cada situagio que se segue, responda quando a ani-

lise gendmica ou cromossdémica é indicada. Para quais

membros da familia, se houver algum? Para que tipo de

anomalia cromossdmica a familia, em cada caso, pode estar

sob risco?

a. Uma mulher gravida com 29 anos e seu marido com 41
anos, sem histéria de defeitos genéticos

b. Uma mulher grivida com 41 anos e seu marido com 29
anos, sem histéria de defeitos genéticos

¢. Um casal cujo tinico filho tem sindrome de Down

d. Um casal cujo iinico filho tem fibrose cistica

e. Um casal que tem dois meninos com deficiéncia intelec-
tual severa

. Explique a natureza da anomalia cromossémica e o método
de detecgio indicado para as nomenclaturas seguintes.
a. inv(X)(q21q26)
b. 46,XX,del(1)(1qter — p36.2:)
c. 46,XX.ish del(15)(q11.2q11.2)(SNRPN-,D15510-)
d. 46,XX,del(15)(q11q13).ishdel(15)(q11.2q11.2)
(SNRPN-,D15510-)
e. 46,XX.arr cgh1p36.3(RP11-319A11,RP11
-58A11,RP11-92017) x 1
f. 47 XY,+marcish r(8)(D8Z1+)
g. 46,XX,rob(13;21)(q10;q10),4+21
h. 45,XY,rob(13;21)(q10;q10)

. Utilizando o sistema de nomenclatura da Tabela 5-1, des-
creva os “cari6tipos moleculares” que correspondem aos
dados de microarranjo nas Figuras 5-6C e 5-9C.

a. Referindo-se 3 Figura 5-6C, o individuo de quem resulta
o arranjo é homem ou mulher? Como vocé sabe?

b. Referindo-se 4 Figura 5-9C, o individuo de quem resulta
o arranjo é homem ou mulher? Como vocé sabe?



