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			APRESENTAÇÃO


			Sharbel Weidner Maluf


			A ideia de organizar um livro de Citogenética começou quando eu ministrava disciplinas de Genética para profissionais da saúde e esbarrava na limitação de conteúdos didáticos mais aprofundados nesta área. Além disso, os profissionais da saúde ligados ao diagnóstico de doenças genéticas e oncohematológicas também formam um grande número de interessados, sedentos por informações atualizadas.


			Este livro está dividido em três partes, iniciando com a Citogenética humana clássica, com a estrutura dos cromossomos humanos, passando pelas alterações cromossômicas. A segunda parte se dedica à Citogenética molecular e às técnicas de diagnóstico genômico. A terceira parte é formada por capítulos que abordam o diagnóstico de leucemias, incluindo dois capítulos de imunofenotipagem, que tem sido uma ferramenta importante e complementar aos estudos genômicos para o diagnóstico. 


			Os autores dos capítulos são especialistas em cada um dos assuntos abordados, atuando rotineiramente na assistência aos pacientes e, muitos, em pesquisas de ponta, com publicações em revistas de alto impacto. Agradeço a estes autores pela dedicação e excelência na escrita precisa de cada um dos temas tratados. Bons estudos!  


		


	

		

			PARTE I – CITOGENÉTICA HUMANA E CLÍNICA


		


	

		

			CAPÍTULO 1


			ESTRUTURA DOS CROMOSSOMOS HUMANOS


			Natália Barcellos


			Saiomara Trento


			Sharbel Weidner Maluf


			Estrutura básica do DNA


			O DNA é um longo polímero de fitas duplas e antiparalelas, em forma de hélice, formado por três componentes básicos: um açúcar (pentose – desoxirribose), um grupo fosfato e dois tipos de bases nitrogenadas: as pirimidinas (citosina e timina) e em purinas (adenina e guanina), representadas pelas letras C, T e A, G, respectivamente. Um açúcar ligado a uma base constitui um nucleosídeo. Um nucleotídeo é a unidade fundamental de repetição do DNA, e é formado quando o nucleosídeo contém um grupo fosfato ligado ao carbono 5’ ou 3’, numa ligação fosfodiéster.


			As fitas de DNA são unidas por pontes de hidrogênio que ocorrem entre essas bases lateralmente opostas, formando os pares de bases através das seguintes ligações específicas: adenina (A) liga-se com timina (T) e a citosina (C) com a guanina (G). Por essa razão, a quantidade de A é a mesma de T e a quantidade de C é a mesma de G. A informação genética esta codificada nessa seqüência linear de bases e o fato de as fitas serem complementares, torna possível, entre outros fatores, a replicação da molécula a cada ciclo celular.


			Condensação do DNA


			As células humanas têm núcleos de, em média, dez mícrons de diâmetro, e contêm mais de dois metros de DNA embalados em 46 cromossomos. Pelo fato de o genoma ocupar um espaço tão limitado, uma célula deve duplicar uniformemente todo seu DNA antes de dividir. A fim de atingir esta tarefa, as unidades de cromatina se tornam muito compactas e maleáveis. Esse processo ainda não está totalmente esclarecido devido a sua grande complexidade, tanto estrutural quanto molecular.


			O genoma humano é constituído por aproximadamente 3,2 x109 nucleotídeos que estão compactados e distribuídos nos 24 cromossomos (22 autossomos e 2 sexuais). Cada cromossomo é composto por uma única fita de DNA contínua (entre 50 milhões e 250 milhões de pares de bases) associada a diversas proteínas histonas e proteínas não-histônicas ácidas: esse complexo é chamado de cromatina. Essas proteínas são a base de toda arquitetura do DNA condensado. Além de DNA e protrínas, RNA também fazem parte da constituição da cromatina.


			As histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) desempenham uma importante função na condensação da cromatina, e estão presentes em grandes quantidades – cerca de 60 milhões de tipos de moléculas em cada célula. São proteínas pequenas de pH básico acentuado (alta proporção de aminoácidos lisina e arginina), que facilitam a interação com o DNA.


			A fita de cromatina é condensada primeiramente em nucleossomos – estrutura proposta por Kornberg e Thomas em 1974. O nucleossomo é a unidade fundamental de empacotamento da cromatina, com 11 nm de diâmetro e é um complexo composto de oito proteínas histônicas (octâmero de histonas), organizado num tetrâmero (H3)2(H4)2 e em dois dímeros H2A-H2B (Richmond et al., 1984).


			Figura 1 – Esquema tridimensional de um nucleossomo


			[image: ]


			Neste octâmero de histonas, o tetrâmero se configura numa posição centralizada e estão localizados os dois dímeros. Em torno deste octâmero, um segmento de DNA se enrola e fica fixo em aproximadamente 1.75 voltas, contendo em torno de 146-147 pares de nucleotídeos (Luger K et al., 1997; Davey et al., 2002). A histona H1 se encontra ligada nessa região, fazendo a interação entre o octâmero e o DNA, estabilizando o nuclossomo (Figura 1). A H1 contribui diretamente na compactação longitudinal dos cromossomos e na expressão gênica. A quantidade de H1 por nucleossomo parece ser muito variável. Uma H1 por nucleossomo pode ser considerada mais como uma exceção do que uma regra, diferente do que se pensava anteriormente (Woodcock et al., 2006).


			Neste primeiro nível de compactação, o DNA já reduz sua extensão em 1/3 da original. Esta conformidade descrita é vista in vivo somente em determinadas regiões, onde histonas H1 especificas são removidas. Normalmente a cromatina se encontra sempre em níveis mais elevados de condensação (mesmo na interfase) com um diâmetro de aproximadamente 30nm. Intercalando cada nucleossomo, existe um DNA de ligação (linker DNA), podendo conter de 0 a 80 pb.


			A próxima etapa de compactação da cromatina é explicada por várias teorias, pois ainda não está bem esclarecido se o formato do linker DNA é reto ou segue uma curvatura, sendo a mais aceita, de acordo com alguns estudos, (Schalch et al., 2005) o modelo em ziguezague. Neste nível de compactação, a cromatina chega a um diâmetro de 30nm, sendo que os nucleossomos localizam-se na parte mais externa da fibra e o papel da histona H1 é imprescindível para a arquitetura e estabilidade desta estrutura. A parte N-terminal da histona H3 também parece participar da sua integridade, contribuindo para a aproximação dos nucleossomos adjacentes ou modificando a conformação do DNA de ligação.


			Ainda é pouco elucidada a etapa de condensação que segue a de 30nm em nível molecular, mas sabe-se que existe uma organização em alças de 100kb, que saem de um eixo central envolvendo uma matriz protéica. Acredita-se que é muito importante a participação das proteínas não-histônicas neste complexo processo, pois estas interagem com os nucleossomos e com o DNA de ligação, contribuindo para a formação dessa nova estrutura da cromatina, juntamente com a histona H3, cuja fosforilação tem função, na mitose e na meiose, de condensar os cromossomos de forma padronizada (Figura 2).


			Figura 2 – Os vários níveis de condensação da cromatina, da fita de DNA ao cromossomo metafásico
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			A condensação máxima da cromatina ocorre durante a divisão celular (Capítulo 2), mais especificamente na metáfase, etapa na qual os cromossomos encontram-se 10.000 vezes mais curtos do que na forma de DNA estendido, sendo que grande parte do genoma se encontra inativado. No entanto, não é claro se a desativação da cromatina é devido a uma atividade enzimática e/ou a um bloqueio que dificulta acesso dos fatores de transcrição, ou da máquina de remodelação da cromatina (Angelov et al., 2003).


			Centrômero (constrição primária)


			Centrômeros são regiões cromossômicas que tem a habilidade de mediar a ligação dos microtúbulos ao DNA, através de uma estrutura protéica conhecida como cinetócoro. A região centromérica contém um núcleo central para a montagem do cinetócoro durante a divisão celular. Esse complexo vai garantir uma distribuição igual de cromossomos para as células-filhas (Maiato H et al., 2004). O DNA, nesta região, é formado por seqüências altamente repetitivas, que originam uma constrição no cromossomo chamada de constrição primária. Neste sítio, unem-se as cromátides-irmãs, sendo também o local onde ocorre a formação do cinetócoro (Weaver BA et al., 2007).


			O cinetócoro é uma estrutura única que liga os cromossomos ao fuso acromático, monitora essa ligação de cada cromossomo, através do checkpoint mitótico (ver Capítulo 4) e une as forças do fuso acromático e das proteínas para mover os cromossomos durante a prometáfase e anáfase (Figura 3).


			Figura 3 – Cromátide ou cromossomo filho na anáfase migrando para um dos pólos para formar a célula filha
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			O segmento cromossômico situado acima do centrômero é chamado de braço curto (p) (do francês, petit) e abaixo do centrômero fica o braço longo (q). Assim os cromossomos são classificados pela posição do centrômero em três tipos: metacêntrico, quando o centrômero se localiza aproximadamente região central e divide o cromossomo em dois braços de tamanhos similares; submetacêntrico, com o centrômero fora da região central e braços ligeiramente desiguais; acrocêntrico, com o centrômero próximo da extremidade e um braço curto muito pequeno. Em outras espécies, existe ainda um quarto tipo, o telocêntrico, no qual o centrômero está na extremidade e, por isso, o cromossomo não apresenta braço curto.


			Em metáfases de cromossomos humanos tratados com colchicina, o centrômero é visto nitidamente em todos os cromossomos. Durante a interfase, os centrômeros são vistos com coloração DAPI, como estruturas brilhantes no núcleo, indicando a presença de um constituinte de cromatina condensada (Bernard & Allshire, 2002).


			Constrições secundárias


			Em humanos, esse tipo de constrição é observado nos braços curtos dos cromossomos acrocêntricos, sendo que em consequência a este estreitamento, sua extremidade apresenta-se visualmente separada do restante do cromossomo e por isso é denominada de satélite (porção de cromatina que se localiza distal à constrição secundária dos acrocêntricos humanos) (Figura 4). Essa constrição é frequentemente vista, durante a prófase, associados ao nucléolo, razão pela qual são denominadas também regiões organizadoras de nucléolos (RON). Essa associação deve-se ao fato de que nas constrições secundárias situam-se os genes que produzem subunidades de RNA ribossomais.


			Figura 4 – Classificação dos cromossomos humanos de acordo com a posição do centrômero (foram utilizadas fotos dos cromossomos 1, 8 e 14 para ilustrar essa figura)
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			Telômeros


			As extremidades dos cromossomos possuem uma sequência de DNA (TTAGGG) repetida muitas vezes (a extensão dos telômeros varia de 3 a 20 Kb). Essa região está associada a proteínas que protegem os cromossomos de se juntarem uns aos outros, pois cromossomos quebrados tendem a se fusionar (McEachern et al., 2000). Estas repetições, em grande parte, servem como locais para vinculação de proteínas específicas dos telômeros que impedem de obter a reparação das respostas que normalmente são ativados por sequências de DNA terminais.


			Estas estruturas estão envolvidas em diversas funções biológicas essenciais, entre elas proteger os cromossomos de recombinações e fusões das seqüências finais com outros cromossomos; reconhecer danificações no DNA; estabelecer mecanismos para replicações dos cromossomos; contribuir na organização funcional cromossômica no interior do núcleo; participar na regulação da expressão gênica, e servir à maquinaria molecular como um “relógio” que controla a capacidade replicativa de células humanas e a entrada destas em senescência celular (Blackburn, E H, 2001). O tamanho dos telômeros é mantido por enzimas, chamadas de telomerases, que adicionam as repetições de seis nucleotídeos à sua extremidade (Revy et al., 2023).


			Telomerase


			O DNA é duplicado com o auxílio da enzima DNA ligase de forma semiconservativa, tendo cada nova molécula filha de DNA, uma fita oriunda da molécula mãe e uma fita recém-sintetizada. A DNA polimerase é eficaz em grande parte do cromossomo, porém, é totalmente inútil no final dos terminais teloméricos devido à impossibilidade de ação da ligase por total falta de sítio para o seu anelamento à sequência mãe, gerando o encurtamento dos telômeros. É no ponto de impossibilidade de ação do complexo DNA Polimerase – RNA Polimerase – Helicase – Ligase que a telomerase atua, impedindo o encurtamento telomérico (Alberts et al.,1999).


			A enzima telomerase utiliza um componente interno, e também desempenha um papel importante, pois impede que as sequências teloméricas terminais se percam a cada divisão celular. No entanto, essa enzima só está ativa nas células germinativas e embrionárias. Logo, à medida que se multiplicam, as células somáticas sofrem um encurtamento de suas extremidades, devido a uma falta de atividade da telomerase (Hiroshi Fujii et al., 2008). Talvez esse encurtamento funcione como um sinalizador para os mecanismos de apoptose, indicando que a célula está envelhecendo e apresenta maior possibilidade de sofrer uma alteração estrutural.


			O funcionamento dos telômeros é crucial para o crescimento celular e a estabilidade do cromossomo. A maioria das células somáticas humanas tem pouca ou nenhuma atividade da enzima telomerase, e seus telômeros estão sujeitos a redução progressiva (Akiyama M et al., 2002). A telomerase é uma proteína essencial para o crescimento de células normais, e sua desregulação pode ter consequências diretas no envelhecimento e levar ao câncer (Shay Jw., 1995).


			Até agora, seis grandes proteínas teloméricas foram identificados em células humanas, que são: TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, POT1 e TPP1 (anteriormente PTOP, PIP1 ou TINT1) (Blasco, M A & De Lange, T, 2005). Estas proteínas desempenham funções distintas, mas relacionadas aos telômeros.


			Características variáveis normais dos cromossomos humanos


			Alguns cromossomos humanos apresentam variações no tamanho de parte de sua estrutura, sem consequências fenotípicas.


			Heterocromatina (h) dos cromossomos 1, 9, 16 e Y


			As regiões de heterocromatina presentes nos cromossomos 1, 9, 16 e Y, que coram com a técnica de bandeamento C, são altamente variáveis em tamanho, sendo que variações muito grandes devem ser indicadas no cariótipo. A nomenclatura utilizada nos exemplos segue o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética (ISCN2020).


			Exemplos:


			46,XY,9qh+


			Cariótipo masculino com um dos cromossomos 9, apresentando a região de heterocromatina aumentada.


			46,XX,16qh-


			Cariótipo feminino com um dos cromossomos 1, apresentando a região de heterocromatina muito pequena.


			46,XYqh+


			Y apresenta a região de heterocromatina aumentada.


			Satélites (s) e hastes dos satélites (stk) dos cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22


			Os braços curtos dos cromossoomos acrocêntricos que podem ser identificados pela técnica de bandeamento NOR (Capítulo 6) também podem apresentar tamanho variado, tanto no próprio satélite, quanto na haste do satélite ou pedículo (Figura 4). Essas variações podem ser apontadas no cariótipo.


			Exemplos:


			46,XX,21pstk+


			Cariótipo feminino apresentando um dos cromossomos 21 com a haste do satélite aumentada.


			46,XY,13ps+


			Cariótipo masculino, que apresenta o satélite de um dos cromossomos 13 aumentado.
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			CAPÍTULO 2


			ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS NUMÉRICAS


			Daniela Duarte de Fraga


			Sharbel Weidner Maluf


			A estabilidade do número e da estrutura dos cromossomos é fundamental para que o desenvolvimento ocorra de maneira correta. Como os genes estão dispostos nos cromossomos, qualquer modificação em sua estrutura ou número pode alterar a expressão gênica, produzindo um indivíduo fenotipicamente inviável ou anormal. Como descrito no Capítulo 3, cada cromossomo é uma fita de DNA linear e contínua que contém um número variável de genes. A partir desse conhecimento, pode-se supor que uma alteração no número de cromossomos deva trazer consequências graves ao fenótipo do portador, pelo aumento ou diminuição do número de cópias dos genes presentes no cromossomo envolvido. Desta forma, poucas alterações no número de cromossomos são compatíveis com a vida, quando presentes em todas as células do indivíduo.


			As alterações cromossômicas são responsáveis por 42% dos abortos espontâneos e ocorrem em 1 em cada 160 nativivos (Tabela 1). São classificadas em dois grandes grupos, as numéricas, mais comuns, podem ocorrer por alterações dos cromossomos autossomos 13, 18, 21 e sexuais (monossomia do X) e as estruturais, menos comuns que as alterações numéricas, que podem afetar um ou mais cromossomos, autossömicos ou sexuais.
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			As conseqüências de uma anomalia cromossômica no fenótipo dependem de vários fatores: sua natureza, desequilíbrio resultante nas partes envolvidas do genoma, os genes específicos contidos ou afetados pela anomalia e a probabilidade de sua transmissão para as próximas gerações. A previsão desses resultados é um grande desafio para a consulta genética, particularmente em um contexto pré-natal. De maneira geral, sabe-se que a perda de material codificante é mais grave que o ganho deste, por isso, as monossomias dos cromossomos autossômicos são todas inviáveis (não são compatíveis com a vida), enquanto as trissomias dos cromossomos 13, 18 e 21 podem vir a termo. As alterações que envolvem os cromossomos sexuais têm a tendência de serem menos deletérias que as alterações dos cromossomos autossômicos – isso se deve ao mecanismo de inativação do X (Capítulo 10) e também ao fato do cromossomo Y possuir poucos genes (relativamente aos outros cromossomos), apresentando grande quantidade de heterocromatina não codificante. Vejamos os tipos específicos de anomalias cromossômicas.
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			Fonte: Hsu, L. Y. F. (1998). Prenatal diagnosis of chromosomal abnormalities through amniocentesis. In Milunsky. A. (ed.) Genetics Disorders and the Fetus. 4. ed. Johns Hopkins University Press, Baltimore, pp. 179-248.


			Classificação das Alterações Cromossômicas Numéricas


			As alterações numéricas correspondem ao acréscimo ou à perda de um ou mais cromossomos, e são classificadas em dois tipos: euploidias e aneuploidias.


			Quando o número de cromossomos presentes nas células é diferente de 46, denomina-se o cariótipo como sendo heteroplóide. Uma heteroploidia ou cromossomopatia numérica, com um múltiplo exato do número haplóide de cromossomos a mais, além do número diplóide básico de cromossomos, é chamado de euploidia. Qualquer outra constituição cromossômica, como a perda ou a adição de cromossomos, em um número não múltiplo do conjunto haplóide, é chamado de aneuploidia.


			Euploidias


			As euploidias são alterações que envolvem todo o genoma, originando células que contém um múltiplo exato de 23 cromossomos em seu núcleo, ou seja, um conjunto haplóide a mais nas células, além do conjunto normal básico de cromossomos. Na espécie humana, a ocorrência de euploidias é incompatível com a vida. Praticamente todos os casos de triploidia e tetraploidia que chegaram a termo eram natimortos ou de morte neonatal. Verifica-se que entre os abortos espontâneos com alterações cromossômicas, cerca de 19% mostram triploidia e cerca de 4% apresentam tetraploidia (Carr,1967; Boué & Boué, 1970).


			Triploidia


			Na espécie humana se desconhece indivíduos que sejam totalmente poliplóides (3n, 4n), casos de triploidias e tetraploidias (muito mais raras) são letais e observadas em abortamentos espontâneos, e raros são os casos que chegam a termo. A triploidia é a aberração cromossômica mais freqüente em abortamentos de primeiro trimestre. Das concepções observadas 1-3% são triplóides. Antes da realização de estudos com marcadores moleculares, acreditava-se que a maioria dos casos de triploidia era resultado de um óvulo fertilizado por dois espermatozóides (dispermia), mas com as análises moleculares, ficou evidenciado que aproximadamente 80% dos casos são causados pela incorporação de um corpúsculo polar no oócito (Schinzel, 2007) (Figura 1). A manifestação do fenótipo de um cariótipo triplóide depende da fonte do conjunto extra de cromossomos. Quando de origem paterna, possuem uma placenta anormal, sendo classificadas como molas hidatiformes parciais e, quando de origem materna, são espontaneamente e precocemente abortados na gestação.


			Possíveis cariótipos triplodes


			69,XXX


			69,XXY


			69,XYY


			[image: Tela de celular com texto preto sobre fundo branco
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			Figura 1 – Parte superior: fertilização normal. Parte inferior: dois mecanismos de formação de um embrião triploide, pela incorporação de um corpúsculo polar e pela fecundação de dois espermatozoides
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			Tetraploidia


			Não é surpreendente que os zigotos tetraplóides sejam mais raros que os triplóides, pois a tetraploidia não-mosaico também é incompatível com a vida, e o mais importante, existem menos mecanismos que os originem. A ausência de constituições de cromossomos sexuais XXXY ou XYYY sugere que a tetraploidia resulta do insucesso no êxito de uma clivagem inicial na divisão do zigoto (endomitose) (Figura 2).


			Possíveis cariótipos tetraploides


			92,XXXX


			92,XXYY


			Figura 2 – A linha de cima mostra a divisão normal do zigoto e as outras linhas mostram os possíveis mecanismos de formação do embrião tetraploide
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			Aneuploidias


			A aneuploidia ocorre quando o número de cromossomos a mais não é um múltiplo exato do número haplóide. Decorrente da não disjunção ou não separação adequada de um ou mais cromossomos durante a meiose. A aneuploidia é a anomalia cromossômica mais comum em humanos, sendo a líder das causas de abortamentos espontâneos e defeitos congênitos ao nascimento (Terry Hassold, 2007).


			Cerca de 50% dos abortos espontâneos antes de 15 semanas de gestação são cromossomicamente aneuploides. (Hassold et al., 1980). A idade materna avançada continua sendo o fator de risco mais provável para a não-disjunção (Penrose, 1933; Hassold, 2007), mas os mecanismos biológicos do fenômeno ainda não estão bem esclarecidos (Tabela 2). Devido ao efeito da idade materna, a não-disjunção dos cromossomos na espermatogênese não tem equivalência à da ovogênese na produção de indivíduos com aneuploidias dos cromossomos sexuais ou dos autossomos, ou seja, a origem materna é mais frequente.


			As consequências da não disjunção durante a Meiose I e a Meiose II são diferentes: quando a não disjunção ocorre na Meiose I, os gametas apresentam um representante de ambos os membros do par de cromossomos, um de origem materna e outro de origem paterna, ou não possuem todo um cromossomo no outro gameta; quando o erro ocorre na Meiose II, os gametas anormais, com um cromossomo extra, contêm duas cópias do mesmo cromossomo parental (Figura 3).
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			Figura 3 – A: Meiose normal, ocorrendo disjunção dos cromossmos em meiose I e II; B: não disjunção em meiose I – os cromossomos materno e paterno deslocam-se para a mesma célula filha; C: não disjunção em meiose II – na separação centromérica, as duas cromátides, ou cromossomos filhos, deslocam-se para formar o mesmo gameta
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			A não disjunção pode ocorrer nas primeiras divisões mitóticas, após a formação do zigoto, dando origem a duas ou mais linhagens de células no mesmo indivíduo, evento conhecido como mosaicismo. O mosaicismo caracteriza-se pela existência de mais de uma linhagem celular no mesmo indivíduo, sendo que no caso da citogenética, são linhagens cromossomicamente diferentes.


			Monossomias


			Chamamos de monossomia o cariótipo em que um dos cromossomos do par não está presente, formando uma constituição cromossômica com 45 cromossomos. As monossomias dos cromossomos autossômicos não são compatíveis com a vida. A monossomia do cromossomo X causa a síndrome de Turner, que será discutida em detalhes no Capítulo 10. Para o diagnóstico do câncer pode-se encontrar linhagens monossômicas nas células neoplásicas.


			Exemplos de cariótipos monossômicos


			45,X – Monossomia do cromossomo X – esse é o cariótipo clássico da síndrome de Turner.


			45, XY,-7 – Cariótipo masculino com monossomia do cromossomo 7.


			Trissomias


			As trissomias são aneuploidias em que a constituição cromossômica tem um cromossomo a mais, ou seja, um terceiro em relação ao seu par normal. É o tipo de situação mais comum de distúrbios cromossômicos humanos, que ocorre em aproximadamente 5% de todas as gestações conhecidas. Um desenvolvimento importante no diagnóstico de aneuploidias especialmente em pré-natal, é a técnica de FISH aplicado às células em interfase, permitindo um rápido diagnóstico para avaliar aneuploidias para os cromossomos 13, 18, 21, X e Y, sem a necessidade de cultura de células, pois são estes os cinco cromossomos responsáveis pela maioria das aneuploidias em indivíduos nascidos com vida (ver Capítulos 29 e 31).


			Exemplos de cariótipos trissômicos


			47,XX,+21 – Cariótipo feminino com trissomia do cromossomo 21 (Síndrome de Down).


			47,XY,+18 – Cariótipo masculino com trissomia do cromossomo 18 (Síndrome de Edwards).


			Tetrassomias e pentassomias


			As tetrassomias e pentassomias autossômcas não são compatíveis com a vida. Porém, pode-se observar essas alterações envolvendo os comossomos sexuais (Capítulo 10). Sempre que houver mais de um cromossomo X nas células, apenas um deles não será inativado, tornando possível a sobrevivência de indivíduos com 48 e até 49 cromossomos.


			Exemplos de cariótipos tetrassômicos e pentassômicos


			48,XXYY – Cariótipo com tetrassomia dos cromossomos sexuais (uma variação da Síndrome de Klinefelter).


			49,XXXXY – Cariótipo com pentassomia dos cromossomos sexuais (uma variação da Síndrome de Klinefelter).


			Trissomias de cromossomos autossômicos


			Indivíduos com aberrações cromossômicas desbalanceadas possuem múltiplas anomalias congênitas que podem envolver diversos sistemas. Retardo mental, restrição de crescimento e baixo ganho pôndero-estatural são características constantes.


			Trissomia do cromossomo 21 (Síndrome de Down)


			Trissomia do 21 é a aberração cromossômica mais comum em nascidos vivos (1:730) e a maior causa de retardo mental devido a anomalia cromossômica (Collins et al., 2008). Os três tipos de alterações citogenéticas que podem resultar em Síndrome de Down são:


			Trissomia 21 (47,+21): aproximadamente 94%. Um cromossomo 21 extra está presente em todas as células do indivíduo.


			Translocação Robertsoniana envolvendo o cromossomo 21: 3-4% (ver Capítulo 9).


			Mosaicismo de trissomia 21 (47,+21/46): 2-3%. Duas populações de células, uma normal, com 46 cromossomos e outra com 47,+21.


			Erros na meiose que resultam na não disjunção são geralmente de origem materna. Somente 5% ocorrem na espermatogênese (Kazaura et al., 2002). Isso explica, em parte, porque o risco de Síndrome de Down aumenta com o avanço da idade materna.


			Manifestações clínicas


			As características dismórficas estão presentes em 47 a 82% dos casos. Essas características afetam predominantemente a cabeça, o pescoço e as extremidades (Jones et al., 2006).


			Cabeça e pescoço:


			Braquicefalia


			Fissuras palpebrais oblíquas para cima


			Pregas epicânticas


			Manchas de Brushfield na íris


			Ponte nasal baixa


			Orelhas dobradas


			Orelhas pequenas


			Boca aberta


			Macroglossia


			Palato estreito


			Anormalidades dentárias


			Pescoço curto


			Pele excessiva na nuca


			Extremidades:


			Mãos pequenas e largas


			Clinodactilia de quinto quirodáctilo


			Prega palmar única


			Aumento do espaço entre o primeiro e segundo artelhos


			Hiperflexibilidade de articulações


			Características neonatais:


			Entre todas as dismorfias, dez são comuns em recém-nascidos com Síndrome de Down e são, geralmente, reconhecidas logo após o nascimento. Em uma série de 48 recém-nascidos afetados, todos possuíam 4 ou mais dessas características e 89% possuíam 6 ou mais (Epstein et al., 2001). São elas:


			•Face achatada


			•Reflexo de Moro débil


			•Pele excessiva na nuca


			•Fissuras palpebrais oblíquas


			•Hipotonia


			•Hiperflexibilidade de articulações


			•Displasia da pelve


			•Anormalidades de orelhas


			•Clinodactilia


			•Prega palmar única


			Praticamente todos os pacientes com Síndrome de Down possuem comprometimento cognitivo. A maioria com retardo mental de leve a moderado. O atraso do desenvolvimento fica aparente no primeiro ano de vida, com idade média para sentar de 11 meses (normal entre 6-7 meses) e andar com 26 meses (normal 12 meses).


			Metade dos pacientes apresentam malformação congênita do coração (Freeman et al., 1998). As alterações mais comuns são defeito do septo átrio-ventricular (45%) e defeito do septo ventricular (35%). Em 5% dos casos, os pacientes apresentam malformações do trato gastrointestinal, como atresia ou estenose duodenal, pâncreas anular, ânus imperfurado ou atresia esofágica. Doença de Hirschprung é mais comum em pacientes com Síndrome de Down do que na população em geral, embora o risco seja menor que 1% (American Academy of Pediatrics, 2001). Há uma forte associação entre doença celíaca e Síndrome de Down. Sua prevalência chega a ser 16 vezes maior do que no restante da população (Book et al., 2001). Os pacientes podem ainda apresentam alterações oftalmológicas e auditivas. Otite média é uma queixa freqüente, afetando de 50 a 70% dos pacientes.


			A prevalência de obesidade também é maior no grupo de pacientes com Síndrome de Down. Acredita-se que seja resultado da menor taxa metabólica no repouso que os pacientes apresentam. A maioria das crianças são obesas a partir dos 3 ou 4 anos de idade (Roizen et al., 2003).


			Aproximadamente 65% dos pacientes apresentam policitemia e macrocitose e o risco de desenvolvimento de leucemia chega a 1,5% (Malinge et al., 2009). Síndrome de Down está relacionada a diversas formas de comprometimento imunológico que aumentam a susceptibilidade a infecções, malignidades e doenças autoimunes (Ugazio et al., 1990). Por isso, doenças da tireóide e diabetes são comuns nesses pacientes.


			Mulheres com Síndrome de Down são férteis e podem engravidar. Já os homens são inférteis devido ao comprometimento da espermatogênese, embora existam relatos de casos de pais com Síndrome de Down (Sheridan et al., 1989).


			Trissomia do cromossomo 18


			Trissomia 18 (antigamente também chamada de Síndrome de Edwards) é a segunda trissomia de cromossomos autossômicos mais frequente (1 para 5500 nascidos vivos). Assim como a trissomia 21, há relação com o avanço da idade materna e 90% dos casos são resultado de não-disjunção meiótica.


			Manifestações clínicas


			As características mais prevalentes são hipertonia, osso occipital proeminente, boca pequena, micrognatia, osso esterno curto, rim em ferradura, tecido pancreático ectópico, pelve pequena, segundo e quinto dedos da mão sobrepostos aos demais e pés em mata-borrão.


			Malformação cardíaca congênita ocorre em mais de 50% dos casos. Os defeitos mais comuns são persistência do ducto arterioso e defeito do septo ventricular. O sistema gastrointestinal está envolvido em 75% dos casos, com divertículo de Meckel e malrotação como anormalidades predominantes.


			Os achados pré-natais incluem restrição de crescimento intrauterino associado a polidrâmnio. Cinqüenta por cento das crianças afetadas falecem na primeira semana de vida e apenas 5 a 10% sobrevivem no primeiro ano de vida. Grave comprometimento mental é aparente nos sobreviventes (Jones et al., 2006).


			Trissomia do cromossomo 13


			As três etiologias da trissomia 13 (antigamente chamada de Síndrome de Patau) são:


			•Trissomia 13 (47,+13): um cromossomo 21 extra está presente em todas as células do indivíduo.


			•Translocação Robertsoniana envolvendo o braço longo do cromossomo 13 (ver Capítulo 9).


			•Mosaicismo (47,+13/46): duas populações de células, uma normal, com 46 cromossomos e outra com 47,+21.


			Manifestações clínicas


			A maioria das características fenotípicas da trissomia 13 são resultado de um defeito precoce do desenvolvimento do mesoderma precordal, que origina a face média, olhos e cérebro anterior. Essas anomalias incluem holoprosencefalia, ausência do nervo e/ou bulbo olfatório, graves defeitos oculares, surdez, fenda labial e palatina. Outros defeitos observados: onfalocele, hérnia umbilical, anomalias genitourinárias, hemangiomas, polidactilia, pé em mata-borrão e malformações cardíacas.


			Achados ultrasonográficos pré-natais demonstram defeitos do sistema nervoso central. Oitenta por cento dos pacientes falecem no primeiro mês de vida. Apenas 5% sobrevivem até os 6 meses. Grave comprometimento mental, convulsões e déficit de ganho pondero-estatural são notáveis nos sobreviventes após 1 ano de vida (Tolmie et al., 1996).


			Outras trissomias de cromossomos autossômicos


			Trissomia do cromossomo 16


			É a trissomia mais comum entre abortos. Nunca encontrada em nascidos vivos (Warburton et al., 1986).


			Trissomia do cromossomo 8


			Mais de 100 casos já foram descritos. A maioria desses indivíduos são mosaicos (47,+8/46). Trissomia total do cromossomo 8 é letal (Riccardi et al., 1977). O diagnóstico clínico dessa trissomia é difícil, devido as alterações serem sutis e não detectadas pela ultrasonografia pré-natal.


			As características mais comuns são lábios grossos, anomalias ósseas como clinodactilia, camptodactilia, anomalias vertebrais e de quadril. O crescimento das crianças é variável, podendo ser pequenos ou possuírem alta estatura. Comprometimento cognitivo pode ser leve ou grave (Schinzel, 1993).


			A história natural dessa doença depende do grau de comprometimento que as anormalidades produzem e parece estar relacionada a proporção de trissomia 8 e de células normais no indivíduo afetado.


			Trissomia do cromossomo 9


			A trissomia 9, mosaico (47,+9/46) ou não-mosaico (47,+9) é uma entidade clínica incomum, com menos de 50 casos pós-natais descritos (Arnold et al., 1995). As anomalias fenotípicas compreendem a restrição de crescimento, face dismórfica com orelhas mal-formadas, microftalmia, nariz bulboso. Estão ainda presentes malformações cardíacas, renais e esqueléticas. A gravidade do quadro é relacionada à proporção de células trissômicas nos diferentes tecidos.


			Outras trissomias autossômicas são ainda mais raras do que as descritas acima e são descritas em alguns relatos de casos (Fujimoto et al., 1992; Hsu et al., 1992; Bacino et al., 1995).


			A maioria desses indivíduos apresentam mosaicismo. Como exemplo, a trissomia do cromossomo 14 (47,+14/46) é associada a comprometimento cognitivo e de crescimento, malformações cardíacas (especialmente Tetratogia de Fallot e defeitos septais) e assimetria de face ou corpo. Por comparação, a trissomia do cromossomo 22 pode ocorrer como mosaico ou como trissomia completa. As características mais marcantes são a restrição de crescimento intra-uterino, microcefalia, anomalias de orelhas, pescoço alado, malformação cardíaca e dedos longos.
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			Tabela 2 – Risco de anomalias cromossômicas relacionadas a idade materna
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			Fonte: Adaptado de Schreinemachers, D. M.; Cross, P. K.; Hook, E. B. (1982). Rates of trisomies 21, 18, 13 and other chromosome abnormalities in about 20,000 prenatal studies compared with estimated rates in live births. Hum Genet., 61:318.


		


	

		

			CAPÍTULO 3


			ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS ESTRUTURAIS


			Rafaella Mergener


			Introdução


			As alterações cromossômicas estruturais, como o próprio nome sugere, afetam a disposição do código genético dentro dos cromossomos e resultam de rearranjos na dupla fita de DNA (ver Quadro) em uma configuração diferente. Este processo pode envolver um ou mais cromossomos, repercutindo tanto em arranjos desbalanceados, no qual há perda ou ganho de material genético, quanto em arranjos balanceados, sem alterações no número de cópias do DNA e, assim como as alterações numéricas, as estruturais podem ocorrer em todas as células do paciente, ou em mosaico.


			As consequências clínicas variam de acordo com o tamanho da alteração, seu conteúdo genético e o ponto em que a quebra ocorreu. Podem aparecer em neonatos com dismorfias ou problemas neurológicos, quando desbalanceadas, mas também em pessoas que não manifestam alterações fenotípicas. Neste caso, há um aumento na chance de outras consequências, como infertilidade ou descendentes com problemas genéticos e manifestações fenotípicas. Isto é explicado pela segregação dos cromossomos anormais, após o pareamento, na Meiose I.


			A citogenética clássica, que iremos abordar neste capítulo, compreende a análise visual de cromossomos bandeados por alguma das técnicas descritas no Capítulo 6. Através do estudo do padrão de bandas e posição do centrômero, um profissional treinado consegue identificar e classificar cada um dos 24 cromossomos humanos e suas alterações, desde que dentro do limite de detecção que vai de 5 a 10 Megabases. A nomenclatura utilizada nos exemplos deste capítulo foi atualizada de acordo com a versão mais recente do Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética, ISCN 2020 (McGowan-Jordan et al., 2020), a qual mudou a forma de ver o cromossomo, passando a descrever as alterações do topo à base (pter qter).


			Desbalanceadas


			Como apontado no capítulo anterior, todo conteúdo genético a mais ou a menos traz consequências clínicas. Salvo alguns cromossomos específicos, a falta ou o excesso de um cromossomo inteiro normalmente não é compatível com a vida. No entanto, quando se trata de uma porção cromossômica, podemos encontrar as mais variadas combinações, envolvendo qualquer um dos cromossomos. Quando um rearranjo cromossômico está desequilibrado, o complemento cromossômico contém uma quantidade incorreta de material genético, geralmente com efeitos clínicos graves (Mikhail, 2019).


			Deleção (del)


			Definida pela perda de uma porção em um dos braços do cromossomo, gerando uma monossomia parcial do segmento deletado que resultará em haploinsuficiência de um ou mais genes. As consequências clínicas da deleção dependerão do tamanho do segmento afetado e da função dos genes localizados na sequência perdida. Algumas deleções de importância clínica são muito pequenas para serem detectadas por técnicas de citogenética convencional, necessitando de técnicas moleculares, como a hibridização in situ (FISH) para sua detecção (ver Capítulo 6).


			Há dois tipos de deleções:


			1.Terminal: Quando visualmente se interrompe o cromossomo a partir do ponto de quebra (Figura 8.1).


			2.Intersticial: Quando duas quebras acontecem em um mesmo braço, com perda do segmento intermediário (Figura 8.2a e b).


			Deleções de segmentos distais são mais frequentes e ocorrem em alguns segmentos cromossômicos com maior frequência do que em outros. Esta observação pode refletir a viabilidade de uma monossomia para determinadas sequências ou delinear regiões do lupsgenoma que possuem características estruturais mais propensas a rearranjos cromossômicos (Shaffer & Lupski, 2000). Uma particularidade da deleção intersticial é a formação de uma alça durante a Meiose (Figura 8.2c). Isto ocorre para que as porções homólogas possam parear de forma correta.


			Exemplos:


			Deleções terminais


			46,XX,del(2)(q33)


			46,XX,del(2)(pter→q33:)


			Cariótipo feminino com a porção terminal do braço longo do cromossomo 2 deletado. O que vemos é um cromossomo formado do braço curto mais parte do braço longo até a banda q33.


			46,XY,del(5)(q?)


			Cariótipo masculino com deleção no braço longo do cromossomo 5, onde não foi possível identificar a banda em que o ponto de quebra ocorreu.


			46,X,del(X)(p22)


			46,X,del(X)(:p22→qter)


			Cariótipo feminino com a porção terminal do braço curto do cromossomo X deletado a partir da banda p22.


			46,XY,del(16)(p13)


			46,XY,del(16)(:p13→qter)


			Cariótipo masculino com a porção terminal do braço curto do cromossomo 16 deletado. O que vemos é um cromossomo formado do braço longo mais parte do braço curto até a banda p13, como mostra a Figura 8.11.


			Figura 8.1 – del(16)(p13) Deleção terminal a. Diagrama representativo da deleção com perda da porção acêntrica. b. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG
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			Deleções intersticiais


			46,XX,del(7)(p15p14)


			46,XX,del(7)(pter→p15::p14→qter)


			Cariótipo feminino com a porção intersticial do braço curto do cromossomo 7 deletado entre as bandas p14 e p15.


			46,XY,del(1)(q12q24)


			46,XY,del(1)(pter→q12::q24→qter)


			Cariótipo masculino com a porção intersticial do braço longo do cromossomo 1 deletado entre as bandas q12 e q24, como mostra a Figura 8.2.


			Figura 8.2 – del(1)(q12q24) Deleção intersticial a. Diagrama representativo da deleção, com perda da porção acêntrica. b. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG. c. Diagrama da meiose de uma deleção intersticial, note que o cromossomo normal forma uma alça sobre a porção deletada de seu homólogo
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			Duplicação (dup)


			A definição de duplicação é exatamente o contrário da deleção. Nesta, o segmento cromossômico está presente 2 vezes no mesmo cromossomo, gerando uma trissomia parcial (Figura 8.3). Contudo, assim como as deleções, as duplicações podem não ser visíveis ao microscópio por bandeamento convencional, sendo necessária a aplicação de técnicas de maior resolução.


			Uma regra geralmente aplicável é que os fenótipos associados às deleções são mais graves do que aqueles associados à duplicação (Brewer et al., 1998). Entretanto, alguns casos raros de segmentos cromossômicos triplicados, que geram uma tetrassomia parcial no paciente, foram observados nos braços cromossômicos 9p, 18p, 15 (pter→q13) e 22(pter→q11) e, ainda, casos em mosaico de triplicações dos braços 5p, 8p e 12p (Schinzel, 2003). Quadruplicações de pequenos segmentos cromossômicos também já foram observadas.


			As duplicações podem ser:


			1.Direta: Quando o segmento duplicado apresenta a sequência de DNA no mesmo sentido da sequência inicial.


			2.Invertida: Quando o segmento duplicado apresenta a sequência de DNA no sentido oposto ao sentido original do cromossomo.


			Exemplos:


			Duplicações diretas


			46,XY,dup(8)(p23p21)


			46,XY,dup(8)(pter→p23::p21→qter)


			Cariótipo masculino com duplicação direta no braço curto do cromossomo 8 entre as bandas p21 e p23.


			46,XY,dup(7)(q11q22)


			46,XY,dup(7)(pter→q11::q22→qter)


			Cariótipo masculino com duplicação direta no braço longo do cromossomo 7 entre as bandas q11 e q22 (Figura 8.3).


			Figura 8.3 – dup(7)(q11q22) Duplicação direta a. Diagrama representativo da duplicação b. Imagem dos cromossomos obtida por microscopia
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			Duplicações invertidas


			46,XX,dup(6)(q23q16)


			46,XX,dup(6)(pter→q23::q23→q16::q23→qter)


			Cariótipo feminino com duplicação invertida no braço longo do cromossomo 6 entre as bandas q16 e q23. Note que a forma detalhada mostra os pontos de fusão na ordem em que são vistos.


			46,XY,dup(4)(p14p15)


			46,XX,dup(6)(pter→p14::p14→p15::p14→qter)


			Cariótipo masculino com duplicação invertida no braço curto do cromossomo 4 entre as bandas p14 e p15.


			Triplicações (trp)


			46,XX,trp(10)(q11q23)


			46,XX,trp(10)(pter→q11::q23→q11::q23→qter)


			Cariótipo feminino com triplicação direta no braço longo do cromossomo 10 entre as bandas q11 e q23.


			46,XX,inv trp(1)(p31p13)


			46,XX,inv trp(1)(pter→p31::p13→p31::p13→qter)


			Cariótipo feminino com triplicação direta no braço curto do cromossomo 1 entre as bandas p31 e p13.


			Quadruplicações (qdp)


			46,XY,qdp(6)(p21p23)


			46,XY,qdp(6)(pter→p21::p23→p21::p23p21::p23→qter)


			Cariótipo masculino com quadruplicação direta no braço curto do cromossomo 6 entre as bandas p21 e p23.


			Isocromossomo (i)


			Este resulta da perda de um dos braços (monossomia parcial) e duplicação do outro (trissomia parcial). Para isso, as quebras têm de ocorrer na região centromérica, ou próxima a ela. Após a ruptura, há a formação de um cromossomo telocêntrico com um centrômero instável, o qual, durante a intérfase, afasta as cromátides-irmãs, dando origem, na próxima metáfase, a um cromossomo com dois braços iguais (Figura 8.4). O achado mais freqüente em cariótipo constitucional é o isocromossomo do braço longo do X em pacientes com síndrome de Turner (ver Capítulo 9).


			Há, ainda, a possibilidade de trocas entre cromátides irmãs, em uma região além do o centrômero, nesse caso o cromossomo formado teria dois centrômeros sendo denominado isodicêntrico (idic). Os idics estão entre as aberrações citogeneticamente mais complexas do cromossomo Y (Figura 8.5), originando-se durante a espermatogênese por meio de NAHR (ver Quadro) entre braços opostos de um palíndromo e estão associados à infertilidade não obstrutiva masculina. Afirma-se que, devido à instabilidade mitótica dos idics, eles quase sempre ocorrem como um mosaico com uma linhagem celular 45,X com um amplo espectro de manifestações, variando desde mulheres com sintomas de Turner até homens com falha espermatogênica. Essa variação depende do número de células 45,X na crista urogenital e também da porcentagem de células positivas para o gene SRY nas gônadas (Kalantari et al., 2014).


			Uma estrutura similar ao isocromossomo pode ser formada através da translocação de braço inteiro ou robertsoniana entre dois cromossomos homólogos. Neste caso, o conteúdo genético será diferente entre as duas porções, pois cromossomos homólogos são herdados de progenitores diferentes. Esta diferenciação é importante em casos em que há suspeitas de doenças relacionadas ao imprinting genômico (ver Capítulo 11).


			Exemplos


			46,X,i(Y)(q10)


			46,X,i(Y)(qter→q10::q10→qter)


			Cariótipo masculino com isocromossomo de todo o braço longo do cromossomo Y. Sendo assim, a banda utilizada para descrever esta alteração é a q10, que é onde se localiza o centrômero.


			46,XY,i(17)(q10)


			46,XY,i(17)(qter→q10::q10→qter)


			Cariótipo masculino com isocromossomo do braço longo do cromossomo 17.


			46,X,i(X)(q10)[23]/45,X[17]


			46,X,i(X)(qter→q10::q10→qter)[23]/45,X[17]


			Cariótipo feminino portador de Síndrome de Turner com mosaicismo, apresentando duas linhagens celulares. A primeira com um cromossomo X normal mais o isocromossomo e a segunda outra linhagem apenas com um cromossomo X (Figura 8.4).


			Figura 8.4 – i(X)(q10) Isocromossomo de X. a. Diagrama de formação do isocromossomo: 1º) Cromossomo X normal; 2º) Quebra e perda do braço curto; 3º) Afastamento das cromátides irmãs do braço longo; 3º) Isocromossomo com duas cópias do mesmo braço (ver Capítulo 14 para outras possibilidades de mecanismo de formação do isocromossomo). b. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG
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			46,X,idic(Y)(q12)


			46,X,idic(Y)(pter→q12::q12→pter)


			Cariótipo masculino com cromossomo Y isodicêntrico: todo o braço curto e mais uma porção do braço longo até a banda q12 encontram-se duplicados (Figura 8.5).


			Figura 8.5 – idic(Y)(q12) Isodicêntrico do Y a. Diagrama de formação do isodicêntrico: 1º) Cromossomo Y normal; 2º) Quebra e perda de parte do braço longo; 3º) Afastamento das cromátides irmãs; 3º) Isodicêntrico. b. Imagem do cromossomo obtida por bandeamento GTG
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			Anel cromossômico (r)


			Esta alteração é formada a partir de perdas das regiões terminais de ambos os braços em um mesmo cromossomo. A perda destas regiões, deixam o DNA exposto e, para prevenir sua degradação, as pontas livres se ligam formando uma estrutura circular, semelhante a um anel (r – do inglês “ring”). Os fragmentos acêntricos acabam por se perder, pois não se ligam ao fuso acromático (Figura 8.6).


			O fenótipo de portadores dessa aberração está relacionado à perda dos genes das extremidades do cromossomo e à instabilidade do anel nas divisões celulares. O cromossomo em anel pode tanto segregar normalmente, dando origem a duas células portadoras de anéis completos, quando gerar produtos totalmente modificados do que seria o cromossomo normal, devido ao entrelaçamento das fitas de DNA durante a replicação. Neste caso, a pressão do fuso faz com que as fitas quebram e, dependendo como elas se unirem, o tamanho do anel pode variar, apresentar mais porções deletadas e duplicadas, resultando desde um anel dicêntrico (com o dobro do tamanho do anel original) até pequenos fragmentos.


			Exemplos:


			46,XY,r(18)(p11q23)


			46,XY,r(18)(::p11→q23::)


			Cariótipo masculino com cromossomo 18 em anel, com os pontos de quebra nas bandas p11 e q23.


			46,XX,r(4)(p14q31)


			46,XX,r(4)(::p14→q31::)


			Cariótipo feminino com cromossomo 4 em anel, com os pontos de quebra nas bandas p16 e q34 (Figura 8.6).


			Figura 8.6 – r(4)(p14q31) Anel do cromossomo 4 a. Diagrama representativo com quebras das porções terminais de ambos os braços de um cromossomo 4, originando uma estrutura em anel. Os fragmentos acêntricos normalmente são perdidos b. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG
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			Figura 8.7 – Modos possíveis de segregação de um anel cromossômico. Esquerda: segregação normal. Direita: segregação de um anel que teve as fitas entrelaçadas durante a replicação do DNA
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			Balanceadas


			As alterações cromossômicas balanceadas caracterizam-se por não haver perda nem ganho de material, somente a redistribuição do mesmo, a partir de quebras e rearranjos de segmentos cromossômicos. Indivíduos portadores de aberrações deste tipo não possuem nenhuma anormalidade clínica na maioria das vezes, salvo se algum ponto de quebra alterar a expressão de um gene. Dependendo da alteração, portadores de rearranjos balanceados muitas vezes correm o risco aumentado de abortamentos espontâneos e filhos com um desequilíbrio complemento cromossômico (Mikhail, 2019).


			Inversão (inv)


			As inversões são geradas por rearranjos entre duas regiões pertencentes ao mesmo cromossomo (ver quadro). Podemos ter dois tipos de inversão, a paracêntrica e a pericêntrica, cuja diferença é o envolvimento do centrômero. Na Inversão Paracêntrica (Figura 8.8) o rearranjo acontece no mesmo braço do cromossomo, logo não envolve o centrômero, enquanto que a Inversão Pericêntrica (Figura 8.9), as regiões envolvidas estão localizadas uma em cada braço, de forma que o fragmento invertido inclui o centrômero. É comum que a inversão pericêntrica modifique a morfologia do cromossomo.


			Apesar de ser considerada uma alteração balanceada, alternativamente, os pontos de quebra em uma inversão podem atingir diretamente a sequência codificadora de um gene, ou alterar a expressão gênica de genes adjacentes, separando os elementos reguladores das sequências de codificação correspondentes, fornecendo novas sequências reguladoras ou movendo os genes para diferentes domínios reguladores (Kosuthova & Solc, 2022). Finalmente, para algumas inversões foi observada uma consequência direta adicional: a predisposição para outros rearranjos, principalmente alterações no número de cópias e translocações (Puig et al., 2015).


			Na meiose, tanto para a inversão pericêntrica, quanto para a paracêntrica, o cromossomo normal tem que alçar o seu homólogo invertido para que possam parear-se, desta forma, erros de crossing-over podem originar cromossomos com duplicação de um segmento do braço curto e deleção de um segmento do braço longo ou vice-versa. Como mostrado na Figura 8.10, o resultado pode ser diferente para os dois tipos de inversão.


			Exemplos de Inversões Paracêntricas


			46,XX,inv(5)(q14q23)


			46,XX,inv(5)(pter→q14::q23→q14::q23→qter)


			Cariótipo feminino com inversão paracêntrica no braço longo do cromossomo 5, com pontos de quebra nas bandas q14 e q23.


			46,XY,inv(14)(q11q32.1)


			46,XY,inv(14)(pter→q11::q32.1→q11::q32.1→qter)


			Cariótipo masculino com inversão paracêntrica no braço longo do cromossomo 14 na porção entre as bandas q11 e q32.1 (Figura 12).


			Figura 8.8 – inv(14)(q11q32.1) Inversão paracêntrica do cromossomo 14 a. Diagrama representativo com quebras em um dos braços, e fusão invertida. b. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG
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			Exemplos de Inversões Pericêntricas


			46,XX,inv(10)(p11q21)


			46,XX,inv(10)(pter→p11::q21→p11::q21→qter)


			Cariótipo feminino com inversão pericêntrica no cromossomo 10 com os pontos de quebra na banda p11 do braço curto e na banda q21 do braço longo.


			47,XY,inv(9)(p12q13),+21


			47,XY,inv(9)(pter→p12::q13→p12::q13→qter),+21


			Cariótipo masculino de paciente com síndrome de Down por trissomia livre do cromossomo 21, que apresenta, também, uma inversão pericêntrica no cromossomo 9, sendo que os pontos de quebra ocorreram no braço curto na banda p12 e no braço longo na banda q13 (Figura 13).


			Figura 8.9 – inv(9)(p12q13) Inversão pericêntrica do cromossomo 9 a. Diagrama representativo com quebras um em cada braço, com posterior inversão e fusão. b. Imagem dos cromossomos obtida por no braço longo
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			Figura 8.10 – Diagrama representativo de figuras meióticas das inversões. Acima a inversão paracêntrica do cromossomo 14 (Figura 8.8). Abaixo a inversão pericêntrica do cromossomo 9 (Figura 8.9). Os gametas formados meiose podem gerar cromossomos com deleções, duplicações, dicêntricos e acêntricos
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			Translocação recíproca (t)


			As translocações recíprocas são o resultado de uma troca de segmentos terminais entre dois cromossomos não homólogos. É o tipo de aberração cromossômica estrutural mais frequentemente encontrada, com uma prevalência estimada de 0,14% em recém-nascidos. Os portadores deste tipo de alteração são fenotipicamente normais, pois, apesar de estar reorganizado em cromossomos diferentes, seu genoma contém a quantidade usual de informações genéticas. No entanto, podem passar um conteúdo genético desequilibrado, dependendo de como ocorra a segregação dos gametas (Figura 8.14). Pode ocorrer a segregação dos dois cromossomos normais, assim como dos dois afetados, fazendo com que, neste último caso, o indivíduo apresente a mesma translocação de seu progenitor. Contudo, devido às inúmeras possibilidades de translocações, os resultados são variáveis, podendo haver trissomias (Figura 8.15) e monossomias parciais de qualquer cromossomo. Isto estabelece as translocações recíprocas como o principal contribuinte para a infertilidade, represntando 0,6% da população infértil, 1,2% de homens azoospérmicos, 2,7% de casais com falhas repetidas de implantação e até 6,9% de casais com abortos recorrentes (Llano et al., 2023).


			Exemplos


			46,X,t(X;22)(q23;q11)


			46,X,t(X;22)(Xpter→Xq23::22q11→22qter;22pter→22q11::Xq23 →Xqter)


			Cariótipo feminino com translocação recíproca entre os cromossomos X e 22. Os pontos de quebra e fusão ocorreram na banda q23 do cromossomo X e na banda q11 do cromossomo 22.


			46,XX,t(5;10)(q15;p15)


			46,XX,t(5;10)(5pter→5q15::10p15→10pter;5qter→5q15::10p15→ 10qter)


			Cariótipo feminino com translocação recíproca entre os cromossomos 5 e 10. Os pontos de quebra e fusão ocorreram na banda q15 do cromossomo 5 e na banda p15 do cromossomo 10, de acordo com a Figura 8.11.


			46,XY,t(9;14)(p21;q21)


			46,XY,t(9;14)(14qter→14q21::9p21→9qter;14pter→14q21::9p21 →9pter)


			Cariótipo masculino com translocação recíproca entre as porções do braço curto do cromossomo 9 e do braço longo do cromossomo 14. Os pontos de quebra e fusão ocorreram na banda p21 do cromossomo 9 e na banda q21 do cromossomo 14, de acordo com a Figura 8.12.


			46,XX,t(2;18)(q22;q23)


			46,XX,t(2;18)(2pter→2q22::18q23→18qter;18pter→18q23::2q22 →2qter)


			Cariótipo feminino com translocação recíproca entre os cromossomos 2 e 18. Os pontos de quebra e fusão ocorreram na banda q22 do cromossomo 2 e na banda q23 do cromossomo 18, de acordo com a Figura 8.13.


			[image: ]


			Figura 8.13 – t(2;18)(q22;q23) Translocação recíproca. a. Troca de fragmentos entre dois cromossomos a partir do ponto de quebra (linha tracejada). b. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG
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			Figura 8.14 – Diagrama representativo de figura meiótica da translocação t(2;18)(q22;q23) com seus possíveis resultados de segregação (seguir orientação das flechas). Note a formação de uma figura quadrivalente, da qual poderão surgir diferentes combinações de gametas, resultando tanto em indivíduos normais, sem a translocação ou com a mesma translocação de seu progenitor, quanto em indivíduos com deleções e/ou duplicações parciais
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			Figura 8.15 – Exemplo de segregação da translocação recíproca. Um dos pais desta menina possui uma translocação entre os cromossomos 6 e 12 e transmitiu o cromossomo 6 normal, juntamente com o cromossomo 12 afetado. O resultado disto é uma trissomia parcial de 6p e monossomia de 12p [46,XX,(der)(12)t(6;12)(p12;p13)].Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG
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			Translocação robertsoniana (rob/der)


			A translocação robertsoniana envolve dois dos cromossomos acrocêntricos que, ao perderem o braço curto, fusionam os braços longos. A perda dos braços curtos não é prejudicial, uma vez que todos são compostos da mesma sequência de DNA, a qual codifica RNA ribossômico. Ao todo são 10 cromossomos (5 pares: 13, 14, 15, 21 e 22) produzindo RNA ribossômico e a falta deste material oriunda da translocação robertsoniana, é suprida pelas demais que estão presentes nos cromossomos acrocêntricos não envolvidos na translocação. Contudo, assim como na translocação recíproca, a segregação meiótica pode originar diferentes tipos de gametas: um normal, um portador da mesma translocação balanceada do seu progenitor e quatro desbalanceados, como mostra a Figura 8.18. A detecção deste tipo de alteração muda o risco de recorrência para as síndromes de Patau (+13) e Down (+21), chegando a 100% em casos onde o cromossomo está translocado com ele mesmo [der(13;13)(q10q10) = Patau; der(21;21)(q10q10) = Down].


			Antigamente o termo “rob” era usado para descrever este tipo de alteração, mas a última versão do ISCN (McGowan-Jordan et al., 2020) encoraja o uso da nomenclatura “der” (de derivado) para descrever este tipo de alteração.


			Exemplos


			45,XX,der(13;14)(q10;q10)


			Cariótipo feminino com translocação robertsoniana entre os cromossomos 13 e 14. A banda q10 é utilizada para designar o centrômero como ponto de quebra e a presença do braço longo inteiro (Figura 8.16).


			45,XY,der(14;21)(q10;q10)


			Cariótipo masculino com translocação robertsoniana entre os cromossomos 14 e 21. Essa é a translocação robertsoniana mais frequentemente encontrada. (Figura 8.17 e 8.18).


			46,XX,der(21;21)(q10;q10),+21


			Cariótipo feminino com translocação robertsoniana entre dois cromossomos 21, em paciente com Síndrome de Down. Além do cromossomo derivado de dois braços longos de 21, está presente mais um cromossomo 21 normal (Figura 8.19).


			45,XY,der(13;21)(q10q10)


			Cariótipo masculino com translocação robertsoniana entre os cromossomos 13 e 21. É interessante relatar o resultado desta translocação em particular, pois tanto a trissomia do 13 quanto a trissomia do 21 são compatíveis com a vida, sendo assim, o indivíduo portador desta alteração terá chances aumentadas de gerar filhos com as síndromes de Patau e Down.


			45,XX,der(13;13)(q10q10)


			Cariótipo masculino com translocação robertsoniana entre os cromossomos 13 e 13. Este indivíduo só produz dois tipos de gametas: com o derivado (13;13) ou nulissômico (-13), inviabilizando a sua prole que, se sobreviver, terá síndrome de Patau.


			Figura 8.16: der(13;14)(q10;q10)
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			Figura 8.17 – der(14;21)(q10;q10) Translocação Robertsoniana. a. Troca de braços entre dois cromossomos acrocêntricos. b. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG
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			Figura 8.18 – Diagrama representativo de figura meiótica da translocação robertsoniana, der(14;21)(q10;q10). Note a formação de uma figura trirradial, da qual poderão surgir diferentes combinações de gametas


			[image: Imagem em preto e branco

Descrição gerada automaticamente com confiança média]


			Figura 8.19 – der(21;21)(q10;q10),+21
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			Translocação de braço inteiro


			São translocações recíprocas cujo rearranjo se dá nos, ou nas proximidades, dos centrômeros. Neste tipo de alteração, não apenas uma porção, mas todo um braço cromossômico é trocado em ambos os cromossomos envolvidos. Pode ocorrer, tanto a de braços curtos e de braços longos, quanto de um braço curto com outro braço longo (Figura 8.20).


			Exemplos


			47,XY,t(12;21)(p10;q10),+21


			47,XY,t(12;21)(12pter→12p10::21q10→21qter;21pter→21p10::12q 10→12qter),+21


			Cariótipo masculino com uma translocação recíproca de braço inteiro entre os cromossomos 12 e 21. O braço curto do cromossomo 12 foi unido com o braço longo do cromossomo 21 na região centromérica e o braço curto do 21 foi unido com o braço longo do cromossomo 12, nesta mesma região. Devido a uma segregação não balanceada, este indivíduo herdou a translocação e mais um cromossomo 21 do mesmo progenitor, resultando em síndrome de Down (Figura 8.20).


			46,X,t(X;17)(p10;q10)


			46,X,t(X;17)(p10;q10)(Xpter→Xp10::17q10→17qter;17pter→17p10 ::Xq10→Xqter)


			Cariótipo feminino com uma translocação recíproca de braço inteiro entre os cromossomos X e 17. Os pontos de quebra ocorreram na região do centrômero, onde o braço longo do cromossomo X foi unido com o braço curto do cromossomo 17 e o braço curto do cromossomo X foi unido com o braço longo do cromossomo 17 (Figura 8.21).


			Figura 8.20 – t(12;21)(p10;q10),+21
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			Figura 8.21 – Diagrama mostrando translocação de braço inteiro com os pontos de quebra (linha traçada) e a troca de braços entre dois cromossomos. Note que pode haver tanto a fusão de braço curto com curto e longo com longo (a.) quanto a fusão de braço curto com longo (b.). c. Imagem dos cromossomos obtida por bandeamento GTG da t(X;17)(p10;q10), conforme o diagrama b
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			Translocação complexa


			São translocações recíprocas com a participação de 3 ou mais cromossomos. Para a descrição da translocação complexa, a ordem dos cromossomos se dá de acordo com a sequência de transferências de segmentos cromossômicos e não mais em ordem crescente, como mostra a Figura 8.22.


			Exemplos


			46,XY,t(1;7;6;8)(p22;q36;q23;q24)


			46,XY,t(1;7;6;8)(8qter→8q24::1p22→1qter;7pter→7q36::1p22→1pter;6pter→6q23::7q36→7qter;8pter→8q24::6q23→6qter)


			Cariótipo masculino com uma translocação complexa. O segmento distal do braço curto do cromossomo 1, a partir da banda p22, foi translocado para o cromossomo 7 na banda q36; o segmento do cromossomo 7 distal a banda q36 foi translocado para o cromossomo 6 na banda q23; o segmento do cromossomo 6 distal a banda q23 foi translocado para o cromossomo 8 na banda q24 e o segmento do cromossomo 8 distal a banda q24 foi translocado para o cromossomo 1 na banda p22, como mostra a Figura 8.22.


			Figura 8.22 – Caminho de uma translocação complexa
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			Translocação “jumping”


			As translocações “jumping” são rearranjos constitucionais ou adquiridos raros que envolvem um doador e vários cromossomos receptores. Eles podem ser herdados ou de novo, mas normalmente são adquiridos, ocorrendo principalmente em células neoplásicas. As consequências clínicas variam desde aborto espontâneo, perda do feto, síndromes cromossômicas, anomalias congênitas e infertilidade até malignidade. Os pontos de quebra estão localizados predominantemente em regiões de repetição, como regiões pericentroméricas, centroméricas, subteloméricas, teloméricas e, ocasionalmente, intersticiais, que podem estar relacionados com repetições de baixo número de cópias (LCR, ver quadro) ou sequências semelhantes às teloméricas. As diferenças entre os pontos de ruptura dos doadores constitucionais e adquiridos sugerem um mecanismo independente na sua formação (Reddy, 2010).


			Exemplo


			46,XY,t(3;7)(p26;q32)[8]/46,XY,t(7;9)(q32;q34)[7]/ 46,XY,t(7;14) (q32;q32)[5]


			Três translocações clonais envolvendo a porção distal a banda q32 do cromossomo 7. Este segmento está translocado para as bandas terminais dos cromossomos 3, 9 e 14.


			Inserção (ins)


			Ocorre quando um segmento de um cromossomo é inserido em outro cromossomo. Pode-se então concluir que em um deles tem que haver duas quebras, para liberar o fragmento e no outro apenas uma, para este se inserir. Dependendo de como o fragmento irá se inserir, a alteração em questão pode ser subclassificada em direta ou invertida. Durante a meiose, para que o cromossomo com a inversão possa se parear com seu homólogo e ainda com o segmento de outro cromossomo, formam-se alças, podendo, assim, originar produtos não balanceados. O material adicional também pode ser cedido da cromátide irmã, assim, o cromossomo em questão se apresentará assimétrico, e as células filhas, derivadas desta aberração terão a duplicação ou a deleção deste fragmento.


			Exemplos


			Inserção direta


			46,XX,ins(8;6)(q13;p23p12)


			Cariótipo feminino com inserção direta no cromossomo 8. O segmento do braço curto do cromossomo 6 entre as bandas p12 e p23 foram inseridas no braço longo do cromossomo 8 na banda q13. Note que o cromossomo que recebe o segmento é especificado primeiro.


			46,XX,ins(6;10)(q24;q22q24)


			Cariótipo feminino com inserção direta no cromossomo 6. O segmento do braço longo do cromossomo 10 entre as bandas q24 e q22 foram inseridas no braço longo do cromossomo 6 na banda q24.


			Inserção invertida


			46,XX,ins(8;6)(q13;p12p23)


			Cariótipo feminino com inserção invertida no cromossomo 8. O segmento do braço curto do cromossomo 6 entre as bandas p12 e p23 foram inseridas no braço longo do cromossomo 8 na banda q13.


			46,XX,ins(6;10)(q24;q24q22)


			Cariótipo feminino com inserção invertida no cromossomo 6. O segmento do braço longo do cromossomo 10 entre as bandas q24 e q22 foram inseridas no braço longo do cromossomo 6 na banda q24.


			Outras Alterações e Nomenclaturas Utilizadas


			Material adicional (add)


			Utilizado para descrever um segmento anormal a mais e de origem desconhecida, ligado a um cromossomo. Este segmento pode ser formado por uma inserção, translocação ou ainda, por uma duplicação, que, por não ser possível determinar a origem através do bandeamento convencional, em uma primeira análise costuma ser descrito apenas como um material adicional. Após investigações complementares, com técnicas específicas (como por exemplo o FISH ou CGH – ver Capítulos 28 e 29), pode-se descobrir a origem deste material e caracterizar a alteração com mais precisão.


			Exemplo


			46,XX,add(9)(p22)


			Cariótipo feminino com material adicional de origem desconhecida anexado a banda p22 do cromossomo 9 (Figura 8.23).


			Figura 8.23 – 46,XX,add(9)(p22)
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			Cromossomo marcador (mar)


			Cromossomos marcadores são definidos como cromossomos estruturalmente anormais, que não pode ser caracterizado claramente por técnicas de bandeamento clássicas e requerem abordagens moleculares para caracterização definitiva. Derivam de todos os cromossomos, mas são feitos principalmente de material heterocromático, os quais, normalmente, não têm consequências fenotípicas para o portador. Contudo, podem apresentar frequentemente problemas de fertilidade, devido a eros de segregação meiótica (Bertini et al., 2012). Cerca de 82% dos casos têm origens cromossômicas autossômicas e destes, 68% são derivados de cromossomos acrocêntricos, predominantemente (35%) do cromossomo 15 do tipo geralmente referido como inv dup (15), fazendo desta a alteração mais frequentemente diagnosticadas em humanos (Crolla et al., 2005).
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