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			DIAGNÓSTICO DOS DISTÚRBIOS DA DIFERENCIAÇÃO DO SEXO


			 


			6.1


			AVALIAÇÃO CLÍNICA


			Andréa Trevas Maciel-Guerra


			Introdução


			Na avaliação de um indivíduo com um distúrbio da diferenciação do sexo (DDS), seja um recém-nascido, um adolescente ou adulto, o primeiro objetivo é chegar ao diagnóstico sindrômico e, sempre que possível, a um diagnóstico etiológico preciso. Esses permitirão estabelecer a correta definição do sexo (quando pertinente), o prognóstico individual, a conduta médica e(ou) cirúrgica, e trarão ainda subsídios para o aconselhamento genético da família ou mesmo do próprio indivíduo, nos casos em que a fertilidade é preservada.


			Quando se trata de uma criança ainda sem registro civil, a família deve ser imediatamente comunicada de que existe uma anormalidade genital, que é necessária a realização de exames para esclarecimento diagnóstico e, portanto, que esse registro deverá ser retardado até a definição do caso. Na conversa com os pais, deve-se utilizar somente termos embriológicos para descrever os genitais externos e internos e as gônadas, evitando, com isso, deixar transparecer, ainda que inadvertidamente, alguma tendência à definição do sexo naquele momento. 


			A cada passo da investigação, a família deve ser informada sobre o que está ocorrendo, para entender a necessidade dos inúmeros exames a serem realizados. O objetivo é definir o sexo de criação e conseguir um diagnóstico etiológico preciso, a partir do qual sejam estabelecidas as possibilidades de puberdade e fertilidade espontâneas, o risco de neoplasias associadas e a probabilidade de recorrência familial. Sabe-se, no entanto, que em um razoável número de casos não será possível determinar a etiologia, devendo, porém, haver uma conduta definida quanto ao sexo de criação (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016).


			Vários são os esquemas propostos para investigação dos casos de DDS. Todos partem, porém, de história clínica e exame físico detalhados, que serão objeto do presente capítulo. Posteriormente, a análise do cariótipo, as mensurações hormonais, os exames de imagem e os estudos histopatológicos e moleculares complementam a investigação. 


			Anamnese


			Na identificação, mais importante que o local de nascimento do paciente é a naturalidade dos pais, uma vez que, quando ambos são nascidos na mesma cidade pequena ou em pequenas cidades muito próximas, isso aumenta a probabilidade de parentesco consanguíneo entre eles, mesmo que desconheçam esse fato (BEIGUELMAN, 2008a). Isso é particularmente comum em cidades do interior de Minas Gerais e do interior da região Nordeste (WELLER et al., 2012). O grau de escolaridade do paciente pode trazer indicações sobre a presença de algum déficit cognitivo; já a escolaridade dos pais permite que o profissional de saúde defina a melhor estratégia para abordar a transmissão de informações biológicas frequentemente complexas. 


			As queixas principais mais frequentes em um serviço voltado para DDS são ambiguidade genital; baixa estatura em meninas com ou sem dismorfismos e malformações (para investigação da síndrome de Turner); amenorreia primária com ou sem sinais puberais espontâneos; atraso puberal em meninos; infertilidade masculina (para investigação da síndrome de Klinefelter); e sinais puberais heterossexuais.


			Nos antecedentes gestacionais deve ser dada especial ênfase a sinais de masculinização materna; uso de medicamentos e hormônios, particularmente no primeiro trimestre, incluindo informação sobre se a gestação ocorreu em uso de anticoncepcional oral e em que momento foi suspenso; e resultados das ultrassonografias (USG) obstétricas de primeiro e segundo trimestres, em especial o diagnóstico do sexo fetal à USG. Este último dado revela a expectativa dos pais em relação ao sexo do bebê, o que pode influenciar uma eventual decisão sobre o sexo de criação.


			Os dados de parto e as condições do recém-nascido são úteis para avaliar, nos casos em que há atraso do desenvolvimento neuropsicomotor associado, se esse achado faz parte de um determinado quadro sindrômico ou se pode ter havido influência de intercorrências durante o parto. Além disso, os dados antropométricos ao nascer podem revelar retardo de crescimento intrauterino, que pode se associar a DDS 46,XY idiopático e também indicar a presença de linhagem 45,X em crianças com ambiguidade genital (disgenesia gonadal mista). 


			Nos antecedentes pessoais, informações sobre o desenvolvimento neuropsicomotor e os antecedentes mórbidos auxiliam na distinção entre anomalias isoladas do aparelho reprodutor e aquelas associadas a quadros sindrômicos. São ainda relevantes os dados relativos a genitoplastias prévias, orquidopexias e herniorrafias inguinais, sendo fundamental, nas pacientes criadas no sexo feminino, obter informações sobre remoção de gônadas durante procedimentos cirúrgicos. 


			Em muitos casos, as famílias trazem exames realizados previamente – como mensurações hormonais, exames de imagem, cariótipo, ou ainda estudos histopatológicos de biópsias gonadais. Ao anotar os resultados desses exames deve ser dada especial atenção, no caso das mensurações hormonais, às unidades de medida, já que estas variam entre os laboratórios, e à data em que foram realizados, uma vez que a interpretação de valores basais varia conforme a idade (vide capítulo sobre avaliação hormonal).


			A pesquisa dos antecedentes familiares é parte fundamental da anamnese em DDS. Além de dados relativos à irmandade do paciente (não somente os nativivos, mas também natimortos e abortos), é fundamental indagar a existência de consanguinidade entre os pais, estabelecendo sempre que possível qual o grau de parentesco, e questionar a existência de casos semelhantes na família. Este último dado pode ser difícil de obter; os pais podem não estar cientes da recorrência familiar pelo segredo que costuma cercar a existência de um indivíduo com DDS, principalmente quando há ambiguidade genital. Um modo de investigar indiretamente a recorrência é indagar sobre a existência, na família, de casos de atraso ou avanço puberal e de esterilidade. 


			A história familiar de hipertensão arterial, mortes inexplicadas nos primeiros meses de vida, malformações e(ou) deficiência intelectual, bem como de recorrência de alguma outra afecção também devem ser obtida, assim como a origem étnica dos pais, uma vez que determinadas mutações podem predominar em algumas etnias, e isso pode direcionar um eventual estudo molecular.


			Outro ponto fundamental é a elaboração do heredograma, ou seja, do registro gráfico da história genealógica do indivíduo. A genealogia não se restringe ao núcleo familiar, mas sim reúne um conjunto de famílias ligadas entre si por laços de consanguinidade. O ideal, portanto, é que o heredograma traga informações sobre ao menos três gerações, incluindo ascendentes (e eventualmente descendentes, no caso de indivíduos férteis) e parentes consanguíneos da linha colateral – irmãos, meio-irmãos, tios e primos. Como salienta Beiguelman (2008b), o heredograma permite verificar se a recorrência de uma determinada condição é feita preferencialmente na linha vertical, na linha colateral, ou em ambas e qual a distribuição dos indivíduos afetados segundo o sexo; permite ainda averiguar a ocorrência de casamentos consanguíneos e sua relação com a manifestação dessa afecção. Os símbolos e convenções utilizados no registro da história genealógica podem ser obtidos em livros-texto (BEIGUELMAN, 2008b) e artigos científicos (BENNET, 2012). É importante destacar que, enquanto os indivíduos do sexo masculinos são representados por quadrados e os do sexo feminino por círculos, os portadores de ambiguidade genital são representados por um círculo dentro de um quadrado. Já nos casos em que não há interesse em assinalar o sexo de um indivíduo, ou não há informações a respeito de seu sexo, utiliza-se um losango para representá-lo, situação essa totalmente distinta da ambiguidade genital.


			Exame físico


			Deve ser iniciado com a obtenção de dados antropométricos. Além de peso, estatura e perímetro cefálico, pode ser medida a envergadura, dado importante principalmente em adultos, sendo o achado de envergadura superior à altura um dado frequente em indivíduos hipogonádicos. Outras medidas específicas podem ser realizadas para tornar objetivas impressões clínicas subjetivas. É o caso das distâncias entre os cantos externos e internos dos olhos (distância intercantal externa e interna) e da distância interpupilar nos casos de hipertelorismo ou hipotelorismo ocular, ou ainda a medida da mão e do dedo médio, uma vez que a razão entre dedo médio e mão (valor em porcentagem) permite diagnosticar com segurança dedos anormalmente curtos (braquidactilia) ou longos (AASE, 1990; HALL et al., 2007).


			O exame físico geral (incluindo a aferição da pressão arterial e a avaliação do estado nutricional) e o exame físico especial por aparelhos, incluindo exame neurológico, devem ser complementados pelo exame dismorfológico. Nele deve ser avaliada a presença de anomalias congênitas major (sinais maiores), que são aquelas de importância médica, cirúrgica ou estética grave, e de anomalias minor (sinais menores), dismorfismos que podem também ser encontrados como variações da normalidade; mas que, quando avaliados em conjunto, principalmente quando em associação com anomalias major, podem indicar a presença de um DDS sindrômico. 


			Dentre os diversos especialistas, o médico geneticista é o mais treinado a realizar o exame dismorfológico, que deve incluir todos os segmentos corporais: crânio e face; orelhas, olhos, nariz, boca, maxilar e mandíbula; pescoço, tórax, abdome e coluna; membros superiores e inferiores, com especial atenção a mãos e pés; esqueleto e articulações, tecido subcutâneo, musculatura; pele e anexos; e o exame genital (AASE, 1990; HENNEKAM et al., 2013).


			A fim de contemplar o exame de genitais externos ambíguos, que são grande parte da casuística de serviços de DDS, a descrição dos achados pode incluir termos embriológicos:


			

					
•	presença de falo e medida de seu comprimento quando esticado; os valores de normalidade do comprimento peniano em meninos brasileiros foram publicados por Gabrich et al. (2007);



					
•	presença de chordee, encurvamento ventral, lateral ou ventrolateral do falo que costuma associar-se à hipospadia;



					
•	posição do meato uretral (balânico; hipospadia balano-prepucial, peniana, penoescrotal ou escrotal; ou epispadia – meato dorsal); 



					
•	presença de inversão penoescrotal parcial (“escroto em cachecol”), na qual a margem superior da bolsa escrotal situa-se acima da base do pênis, ou transposição penoescrotal total, na qual toda a bolsa escrotal encontra-se acima do pênis;



					
•	características das pregas genitais: ladeando-se vestíbulo (como pequenos lábios) ou formando o corpo do falo;



					
•	características das saliências labioescrotais: grau de fusão, presença de enrugamento e pigmentação (uni ou bilateral);



					
•	presença de introito vaginal ou de abertura entre as saliências lábio-escrotais que possa corresponder à via de saída de um seio urogenital (onde estejam confluindo uretra e vagina);



					
•	palpação de gônadas – se palpáveis, registrar sua localização e estimativa de volume (de preferência com a utilização de um orquidômetro), especificando os achados referentes às gônadas direita e esquerda;



					
•	presença de massas palpáveis ou hérnias em regiões inguinais.



			


			A partir desses dados é possível estabelecer o grau de ambiguidade genital externa de acordo com Prader (1954) (Figura 1). Embora tenham sido desenvolvidos para descrever os diversos graus de masculinização em meninas com hiperplasia adrenal congênita, os graus de Prader podem ser utilizados na descrição de ambiguidade genital por outras etiologias. Mais recentemente foi desenvolvido o escore de masculinização externa (AHMED et al., 2011); este varia de zero (genitais tipicamente femininos) a 12 (tipicamente masculinos) (Figura 2).
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			Figura 1 - Classificação dos graus de virilização da genitália externa feminina de acordo com Prader


			Fonte: Guerra Júnior e Maciel-Guerra (2010).
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			Figura 2 - Escore de masculinização externa


			Fonte: Adaptado de Ahmed et al. (2011).


			É importante ter em mente que os achados de exame dos genitais não definem o diagnóstico etiológico; no entanto eles podem priorizar a realização de exames, como será visto no capítulo sobre avaliação laboratorial.


			Finalmente, deve ser avaliada a presença de caracteres sexuais secundários como acne, recessão temporal dos cabelos, pelos faciais, axilares e pubianos e tecido mamário, anotando o estadio puberal (MARSHALL; TANNER, 1969; MARSHALL; TANNER, 1970). Também é importante observar o padrão de distribuição dos pelos pubianos e da gordura (se ginecoide ou androide) e o timbre de voz (se agudo ou grave).


			Com base nos dados de anamnese e exame físico, será possível estabelecer as primeiras hipóteses diagnósticas que vão guiar o restante da investigação.
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			6.2


			AVALIAÇÃO LABORATORIAL


			Gil Guerra-Júnior


			Os Distúrbios da Diferenciação do Sexo (DDS) envolvem não só questões médicas complexas e urgentes, como também problemas psicológicos extremamente sérios. Esses distúrbios apresentam-se tipicamente no recém-nascido, sob a forma de ambiguidade da genitália externa, ou, ainda, no adolescente, especialmente sob a forma de atraso puberal, mas também sob a forma de características puberais heterossexuais. Resultam frequentemente em grande impacto psicológico para as famílias, ao se defrontarem com um recém-nascido com genitália ambígua ou com um adolescente cujo desenvolvimento não está compatível com o dos companheiros, e, também, certamente, para os próprios pacientes na dependência de sua faixa etária (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016). 


			Frente a um paciente com um distúrbio da diferenciação sexual, principalmente as crianças com ambiguidade genital, o objetivo principal é o diagnóstico preciso de sua etiologia. Esse diagnóstico permitirá a correta definição do sexo, a definição quanto à época e ao tipo de correção cirúrgica reconstrutiva da genitália externa, a previsão quanto ao desenvolvimento de caracteres sexuais secundários espontâneos, a necessidade de terapia hormonal de reposição, a estimativa do risco de malignização gonadal e da época adequada para a realização da gonadectomia (se necessária), e, ainda, quanto à possibilidade de fertilidade futura. Do diagnóstico etiológico depende, ainda, o aconselhamento genético da família, e também, nos casos em que a fertilidade é preservada, do próprio indivíduo (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016).


			Nos casos de crianças com ambiguidade genital, é fundamental que o diagnóstico correto seja realizado antes que elas apresentem uma identidade sexual social e, principalmente, psicológica. Portanto, o ideal é a identificação desses casos ainda no período neonatal, devendo-se iniciar nessa época uma pronta investigação. Essa avaliação deverá ser a mais ágil e rápida possível, evitando algumas possíveis situações de risco de vida para o paciente, como no caso da Hiperplasia Adrenal Congênita forma perdedora de sal, e minimizando os problemas psicológicos e sociais da família em relação à incerteza quanto ao sexo do seu filho (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016). 


			A definição do sexo de criação baseia-se na avaliação das características dos genitais internos e externos, na constituição cromossômica, no tipo de tecido gonadal e risco de surgimento de neoplasias, e nas características funcionais das gônadas, que determinam a possibilidade de puberdade e fertilidade espontâneas (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016). 


			Vários são os esquemas propostos para investigação dos casos de ambiguidade genital. A grande maioria deles inclui a história; o exame físico; a análise do cariótipo ou outros estudos citogenômicos; a ultrassonografia, e/ou a genitografia, e/ou a cistoscopia; as dosagens hormonais basais e/ou após teste de estímulo agudo com gonadotrofina coriônica humana com determinação de esteroides plasmáticos pré e pós-estímulo, e se necessário, teste de estímulo agudo com ACTH; e estudos moleculares (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016). 


			Esta seção abordará apenas a avalição hormonal destes casos de DDS com ambiguidade genital. 


			As dosagens hormonais basais [LH, FSH, testosterona (T) e dihidrotestosterona (DHT)] somente têm significado diagnóstico se realizadas nas fases onde ocorrem estimulação fisiológica do eixo hipotálamo-hipófise-gônada: minipuberdade (entre 30 e 100 dias de vida) e na puberdade (após os 10 anos com aparecimento dos caracteres sexuais secundários). Os precursores adrenais da testosterona, como progesterona, pregnenolona, 17-OH-progesterona, 11-desoxicortisol, DHEA e androstenediona (Δ4) nos casos de Hiperplasia Adrenal Congênita forma clássica ou Defeitos de Síntese de Testosterona frequentemente estão em concentrações séricas elevadas independente da faixa etária, não sendo em geral necessária a realização do teste de estímulo agudo com ACTH sintético. Quando houver dúvidas, o teste preconizado para esses casos é com 250 µg/m2 intravenoso de Cortrosina® simples, com dosagens basais e 60 minutos após a administração (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016). 


			A partir desses primeiros meses de vida, as concentrações séricas de LH e FSH somente devem ser valorizadas quando elevadas. Deve-se lembrar que as meninas podem apresentar elevação fisiológica discreta do FSH até cerca de 18 meses de idade. A persistência de concentrações elevadas do FSH pode indicar a presença de tecido ovariano ou tecido testicular ausente ou disgenético, enquanto o LH elevado pode refletir um distúrbio na síntese ou na ação da testosterona em meninos (LEE et al., 2006; LEE et al., 2016).


			As crianças maiores de 100 dias de vida com cariótipo 46,XY devem ser submetidas ao teste de estímulo agudo com gonadotrofina coriônica humana (hCG). Existem vários protocolos na literatura (Quadro 1) (BERTELLONI; RUSSO; BARONCELLI, 2018). 


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							hCG


						

							

							Dose


						

							

							Tempos de coleta*


						

					


					

							

							Urina**


						

							

							1.000 UI/dia, IM, 3 dias consecutivos 


						

							

							24 h após 3ª dose


						

					


					

							

							Urina**


						

							

							1.500 UI/dia, IM, 3 dias consecutivos


						

							

							24 h após 3ª dose


						

					


					

							

							Urina**


						

							

							2.000 UI/dia, IM, 3 dias consecutivos


						

							

							72 e 120 h após 1ª dose


						

					


					

							

							Urina**


						

							

							5.000 UI IM, dose única


						

							

							24 ou 72 h após aplicação


						

					


					

							

							Urina**


						

							

							1.000 UI 2x/sem, IM, 3 sem consecutivas


						

							

							24 h após última dose


						

					


					

							

							Urina**


						

							

							1.500 UI IM a cada 48 h x 7


						

							

							24 h após última dose


						

					


					

							

							Recombinante


						

							

							250 µg SC dose única


						

							

							72 h ou 7 dias após aplicação


						

					


				

			


			


			Quadro 1 - Principais protocolos de uso de hCG em casos de DDS com ambiguidade genital Fonte: Adaptado de Bertelloni, Russo, Baroncelli (2018).


			* = sempre ter amostra antes da aplicação; ** = hCG de urina de mulher grávida


			Nas coletas após, dosar também o βhCG para confirmar a aplicação adequada do hCG 


			Nas últimas décadas, as dosagens hormonais têm se tornado cada vez mais sensíveis e específicas, passando dos radioimunoensaios para técnicas de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e eletro e quimimioluminescências. No entanto, em especial nos últimos anos, as técnicas de espectrometria de massa gasosa (CG) e líquida (LC) têm se tornado o padrão-ouro na avaliação dos esteroides e sendo recomendadas pelas principais sociedades de endocrinologia mundiais. Contudo, apesar da alta sensibilidade e especificidade, essas técnicas ainda não estão amplamente disponíveis, ficando restritas a alguns laboratórios de pesquisa ou laboratórios privados de excelência. As técnicas de CG/MS e LC-MS/MS possibilitaram o conhecimento de novos metabólitos na esteroidogênese (Figura 1) e de novas vias de produção de esteroides, como a via alternativa ou “da porta dos fundos” (backdoor pathway) da síntese de DHT sem a necessidade de T importante nas fases pré-natal e neonatal precoce (Figura 2) (AUDI et al., 2018). Existem várias tabelas de valores de referência por idade, sexo, estádio puberal e método de dosagem hormonal para todas as dosagens hormonais (FANELLI et al., 2018; JOHANNSEN et al., 2018).
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			Figura 1 - Síntese de dihidrotestosterona (DHT) através das vias clássica e alternativa (“porta dos fundos”). A via clássica da esteroidogênese que leva à DHT é mostrada à esquerda, e a via alternativa à direita. Os fatores da via clássica são CYP11A1, StAR, CYP17A1, HSD3B2, HSD17B3 e 5α-redutase tipo 2. A via alternativa é caracterizada pela presença de enzimas adicionais: 5α-redutase tipo 1, AKR1C2/AK1C4 e AKR1C2/RoDH. A maioria dos esteroides não pertencem à via clássica, como 17-OH-DHP (17-OH-dihidroprogesterona) e 5α-DHP (5α-dihidroprogesterona), alopregnenolona, 17-OH-alopregnenolona, androsterona e androstenediol 


			Fonte: Adaptado de Fluck et al. (2011).
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			Figura 2 - Síntese e metabolismo dos esteróides hormonais. Esta figura ilustra a formação das principais classes de hormônios a apartir do colesterol. Nomes dos esteróides na escrita convencional são hormônios esteróides e precursores; aqueles em itálico são metabólitos urinários do esteróide mencionado. Também estão mostradas as principais enzimas reguladoras (em box) e seus cofatores (em oval)


			Fonte: Adaptado de Kulle et al. (2017).


			No Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinação e Diferenciação do Sexo (GIEDDS) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), utilizamos o protocolo de 1.500 UI/dia (independente do peso da criança), intramuscular, por três dias seguidos com coleta de sangue antes do teste e 24 horas após a aplicação da última injeção. Nesse teste devem ser avaliadas principalmente as concentrações séricas de Δ4, T e DHT. Indivíduos normais apresentam aumento da concentração da T após o estímulo de 150 ng/dL (= 1,5 ng/mL) em relação ao basal, relação T/DHT após o estímulo até 10 e relação T/Δ4 > 0,8. 


			As dosagens de aldosterona, atividade de renina plasmática e eletrólitos (sódio e potássio) estão indicadas nos casos de Hiperplasia Adrenal Congênita com deficiência ou excesso mineralocorticoide e nas crianças com ambiguidade genital com baixo ganho ponderal na presença ou não de vômitos e desidratação.


			A dosagem sérica de hormônios testiculares, como o hormônio antimülleriano (HAM), a inibina B e o INSL3 vem sendo cada vez mais utilizada na avaliação de tecido testicular funcionante e no diagnóstico diferencial de DDS com cariótipo 46,XY (Quadro 2); pois, apesar do seu alto custo, não necessitam de estímulo com hCG (FREIRE; GRINSPON; REY, 2018). 


			

				

					

					

					

					

					

				

				

					

							

							DDS


						

							

							HAM


						

							

							Inibina B


						

							

							INSL 3


						

							

							T


						

					


					

							

							DG Pura XX ou XY


						

							

							(-)


						

							

							(-)


						

							

							(-)


						

							

							(-)


						

					


					

							

							DG Parcial XY


						

							

							(M)/(F)


						

							

							(M)/(F)


						

							

							(M)/(F)


						

							

							(M)/(F)


						

					


					

							

							DG Mista


						

					


					

							

							DDS Ovariotesticular


						

					


					

							

							Agenesia de Leydig


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(-)


						

							

							(-)


						

					


					

							

							Hipoplasia de Leydig


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)/(F)


						

							

							(M)/(F)


						

					


					

							

							Defeito de síntese de T


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)/(F)


						

					


					

							

							Insensibilidade androgênica


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

					


					

							

							Defeito no gene HAM


						

							

							(-)


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

					


					

							

							Defeito no receptor HAM


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

							

							(M)


						

					


				

			


			


			Quadro 2 - Hormônios testiculares em casos de DDS com ambiguidade genital 


			Fonte: Adaptado de Freire, Grinspon e Rey (2018).


			DG = Disgenesia Gonadal; HAM = hormônio anti-mülleriano; T = testosterona 


			(-) = indetectável; (M) = concentrações masculinas; (F) = concentrações femininas; 


			(M)/(F) = concentrações entre masculina e feminina


			Uma grande dificuldade na avaliação de pacientes com DDS, em especial os casos de DDS ovariotesticular, é a confirmação da presença de tecido ovariano. Em 2009, Steinmetz et al., avaliando 10 pacientes com Hiperplasia Adrenal Congênita, 10 com criptorquismo, 13 com DDS de etiologia indefinida e sete com DDS ovariotesticular, aplicando LH e FSH recombinantes intramuscular por três dias consecutivos e dosando LH, FSH, estradiol, T e inibina A 24 h após a 1ª dose e 24 h após a 3ª dose, observaram que o estradiol e a inibina A aumentaram nos pacientes com Hiperplasia Adrenal Congênita e DDS ovariotesticular após a 3ª dose, e não houve alteração destas e das demais dosagens nos outros grupos avaliados, concluindo que a estimulação conjunta de LH e FSH recombinantes pode ser útil na detecção de tecido ovariano. 


			Na experiência de 30 anos no atendimento de crianças com ambiguidade genital, o GIEDDS – Unicamp tem utilizado o seguinte protocolo de investigação com base na determinação da constituição cromossômica do indivíduo, levando-se em consideração a partir daí os dados de anamnese, exame físico, produção hormonal, avaliação da genitália interna, testes terapêuticos, estudos moleculares...


			A partir desses dados, temos que (Quadros 3-5):


			46,XX + gônadas palpáveis:


			Possibilidades diagnósticas: DDS ovariotesticular 46,XX 


			DDS 46,XX testicular


			Conduta: biópsia gonadal.


			46,XX + gônadas não palpáveis:


			+ história de virilização materna durante a gestação


			Possibilidades Diagnósticas:DDS 46,XX


			Usos de medicamentos virilizantes na gestação


			Tumor virilizante materno


			HAC clássica ou tardia materna mal controlada na gestação


			Deficiência de aromatase placentária


			Deficiência da P450-oxidoredutase


			Conduta: Verificar na história clínica dados que possam sugerir algumas das doenças das possibilidades diagnósticas. Se necessário, realizar ultrassonografia adrenal e ovariana materna, dosagem materna de sulfato de DHEA, T, Δ4, 17-OH-progesterona, estradiol, DHEA, e, se necessário, teste de estímulo agudo com ACTH. 


			46,XX + gônadas não palpáveis:


			+ ausência de virilização materna durante a gestação


			Possibilidades diagnósticas: Hiperplasia Adrenal Congênita


			DDS ovariotesticular 46,XX


			Conduta: dosagens hormonais de 17-OH-progesterona, DHEA e sulfato de DHEA, pregnenolona, 11-desoxicortisol, Δ4, T, e, se necessário, eletrólitos e renina plasmática. Se normais, realizar biópsia gonadal. 


			Anomalias numéricas ou estruturais de cromossomos sexuais em mosaicismo ou não, ou quimerismo:


			Possibilidades diagnósticas: DDS ovariotesticular


			Disgenesia gonadal mista 


			Conduta: biópsia gonadal.


			46,XY + presença de útero: 


			Possibilidades diagnósticas: DDS ovariotesticular


			Disgenesia gonadal parcial XY 


			Persistência dos ductos de Müller


			Conduta: biópsia gonadal, e se necessário (dois testículos normais) dosagem de hormônio antimülleriano.


			Anomalias de autossomos + quadro dismórfico:


			Possibilidades diagnósticas:DDS 46,XX ou 46,XY sindrômico 


			46,XY + ausência de uso de medicamentos na gestação que possam interferir na biossíntese de testosterona:


			Possibilidades diagnósticas: DDS 46,XY


			Disgenesia Gonadal Parcial XY


			DDS ovariotesticular 46,XY


			Conduta:


			dosar T:


			Se baixa: dosar precursores adrenais (Δ4, DHEA, 17-OH-progesterona, progesterona, pregnenolona) (estes casos podem apresentar LH elevado):


			Se DHEA e pregnenolona elevados: HAC por deficiência de 3β-OH esteroide desidrogenase tipo 2 


			Se pregnenolona e progesterona elevadas: HAC por deficiência de 17-OHaseSe todos indosáveis: HAC por deficiência da P40scc ou da StAR


			Se androstenediona e estrona elevadas, com estradiol baixo: defeito de síntese de testosterona por deficiência da 17β-OH-esteroide desidrogenase tipo 3


			Se todos precursores adrenais forem normais:


			com FSH elevado: Disgenesia Gonadal Parcial = biópsia gonadal


			com LH baixo: hipogonadismo hipogonadotrófico 


			com LH elevado: defeito no receptor LH/HCG = confirmação molecular


			Se normal ou elevada: dosar DHT (T/DHT):


			Se elevada (>30): deficiência de 5α-redutase 2 = confirmação molecular 


			Se normal/elevada (>10 e <30): insensibilidade androgênica = confirmação molecular


			Se normal (<10): deficiência 5α-redutase 2, insensibilidade androgênica, DDS 46,XY idiopático ou DDS ovariotesticular 46,XY = biópsia gonadal, e estudo molecular dos genes do receptor de andrógeno e da enzima 5α-redutase 2, se necessário.


			

				

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

				

				

					

							

							Condição


						

							

							Cariótipo


						

							

							Genitália


						

							

							Dutos Wolff


						

							

							Dutos 
Müller


						

							

							Gônadas


						

							

							Achados típicos


						

							

							Perfil hormonal


						

					


					

							

							Síndrome de Turner


						

							

							45,X e variantes


						

							

							Feminina


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Em fita


						

							

							Baixa estatura, atraso puberal, cardiopatia, dismorfismos


						

							

							LH e FSH aumentados 


						

					


					

							

							Síndrome de Klinefelter


						

							

							47,XXY e variantes


						

							

							Masculina


						

							

							Presentes


						

							

							Ausentes


						

							

							Testículos disgenéticos 


						

							

							Alta estatura, microrquidia, atraso puberal, ginecomastia, azoospermia 


						

							

							LH e FSH aumentados


						

					


					

							

							Disgenesia Gonadal Pura


						

							

							46,XX ou 46,XY


						

							

							Feminina


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Em fita


						

							

							Atraso puberal


						

							

							LH e FSH aumentados


						

					


					

							

							Disgenesia Gonadal Parcial


						

							

							46,XY


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Testículos disgenpeticos


						

							

							Atraso puberal


						

							

							LH e FSH aumentados


						

					


					

							

							Disgenesia Gonadal Mista


						

							

							45,X/46,XY


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Testículos disgenéticos, ou em fita


						

							

							Sinais de 
síndrome 
de Turner


						

							

							LH e FSH aumentados


						

					


					

							

							DDS ovariotesticular


						

							

							Qualquer
cariótipo


						

							

							Ambígua


						

							

							Normais a ausentes


						

							

							Normais a ausentes


						

							

							Ovário e testículo ou ovostestes


						

							

							Puberdade
feminina


						

							

							Não tem 
nada típico


						

							

							 


						

							

							 


						

							

							 


						

					


					

							

							DDS 46,XX testicular


						

							

							46,XX


						

							

							Masculina


						

							

							Normais


						

							

							Austentes


						

							

							Testículos disgenéticos


						

							

							Azoospermia


						

							

							LH e FSH aumentados


						

					


					

							

							Regressão testicular


						

							

							46,XY


						

							

							Feminina, ambígua ou micropênis 


						

							

							Normais, hipoplásicos ou ausentes


						

							

							Ausentes


						

							

							Ausentes


						

							

							Atraso puberal, azzospermia


						

							

							LH e FSH aumentados


						

					


				

			


			


			QUADRO 3 - Características clínicas e laboratoriais de DDS por aberração de cromossomos sexuais e DDS de origem gonadal


			fonte: Adaptado de Cox e Anmed (2018).


			

				

					

					

					

					

					

					

				

				

					

							

							Condição


						

							

							Genitália


						

							

							Dutos Wolff


						

							

							Dutos Müller


						

							

							Achados típicos


						

							

							Perfil hormonal


						

					


					

							

							Deficiência da 21-hidroxilase


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Perda de sal, puberdade precoce, virilização


						

							

							ACTH, 17-OH-progesterona, DHEA, androstenediona e testosterona aumentados, cortisol diminuído. Nos perdedores de sal: ARP aumentada, Na diminuído, K aumentado 


						

					


					

							

							Deficiência da 11-hidroxilase


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Hipertensão arterial, puberdade precoce, virilização


						

							

							ACTH, 11-desoxicortisol, deoxicorticosterona, DHEA, androstenediona e testosterona aumentados, cortisol diminuído. ARP diminuída, Na normal ou aumentado, K diminuído


						

					


					

							

							Deficiência da 3β-OH-esteroide desidrogensae 2


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Puberdade precoce, virilização. Perda de sal pode estar presente 


						

							

							ACTH, 17-OH-pregnenolona, DHEA aumentados. Androstenediona, testosterona e cortisol diminuídos. Nos perdedores de sal: ARP aumentada, Na diminuído, K aumentado 


						

					


					

							

							Deficiência da P450-oxidorredutase


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Virilização de feto e mãe na gestação, em geral sem virilização e sem insuficiência adrenal após o nascimento. Sinais de Antley-Bixler


						

							

							Variável, predominando 17-OH-progesterona e testosterona aumentados e estradiol diminuído. Resposta do cortisol ao teste com ACTH normal ou baixa 


						

					


					

							

							Deficiência da aromatase


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Virilização de feto e mãe na gestação, sem virilização e sem insuficiência adrenal após o nascimento. 


						

							

							Exames normais na infância e aumento dos andrógenos na puberdade


						

					


					

							

							Defeito no receptor glicocorticoide


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Hipertensão arterial e virilização


						

							

							ACTH e cortisol aumentados


						

					


					

							

							Excesso de andrógenos maternos


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes


						

							

							Presentes


						

							

							Virilização da mãe e do feto na gestação, sem virilização pós-natal


						

							

							Normal feminino


						

					


				

			


			


			QUADRO 4 - Características clínicas e laboratoriais de DDS com cariótipo 46,XX e ovários normais 


			fonte: Adaptado de Cox e Ahmed (2018).


			

				

					

					

					

					

					

					

				

				

					

							

							Condição


						

							

							Genitália


						

							

							Dutos Wolff


						

							

							Dutos Müller


						

							

							Achados típicos


						

							

							Perfil hormonal


						

					


				

				

					

							

							Hipogonadismo Hipogonadotrófico


						

							

							Masculina com micropênis e/ou criptorquidia


						

							

							Presentes


						

							

							Ausentes


						

							

							Atraso puberal. Hiposmia ou anosmia pode estar presente


						

							

							LH, FSH e testosterona diminuídos. TSH, T4L, ACTH, cortisol e IGF1 podem estar diminuídos se hipopituitarismo


						

					


					

							

							Defeito no receptor LH/hCG


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Atraso puberal


						

							

							LH (e FSH) aumentados, com testosterona diminuída e sem aumento dos precursores


						

					


					

							

							Síndrome de Smith-Lemli-Opitz


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Hipoplásicos ou normais


						

							

							Ausentes


						

							

							Atraso neuromotor, baixa estatura, dismorfismos


						

							

							Diminuição do colesterol e aumento do 7-dehidrocolesterol


						

					


					

							

							Deficiência da P450 scc


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Insuficiência glico e mineralocorticoide grave, sem virilização pós-natal


						

							

							ACTH aumentado e cortisol e todos precursores diminuídos. ARP aumentada, Na diminuído, K aumentado


						

					


					

							

							Deficiência da StAR


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Insuficiência glico e mineralocorticoide grave, sem virilização pós-natal


						

							

							ACTH aumentado e cortisol e todos precursores diminuídos. ARP aumentada, Na diminuído, K aumentado


						

					


					

							

							Deficiência da 3β-OH-esteroide desidrogensae 2


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Virilização deficiente. Perda de sal pode estar presente 


						

							

							ACTH, 17-OH-pregnenolona, DHEA aumentados. Androstenediona, testosterona e cortisol diminuídos. Nos perdedores de sal: ARP aumentada, Na diminuído, K aumentado 


						

					


					

							

							Deficiência isolada de 17-20-liase


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Atraso puberal, ginecomastia


						

							

							Aumento de LH (e FSH) e progesterona


						

					


					

							

							Deficiência combinada de 17-hidroxilase e 17-20-liase


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Hipertensão arterial grave, atraso puberal, ginecomastia


						

							

							Aumento de LH (e FSH) e progesterona. ARP diminuída, Na normal ou aumentado, K diminuído


						

					


					

							

							Deficiência da P450-oxidorredutase


						

							

							Ambígua


						

							

							Ausentes ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Virilização de feto e mãe na gestação, em geral sem virilização e sem insuficiência adrenal após o nascimento. Sinais de Antley-Bixler


						

							

							Variável, predominando 17-OH-progesterona e testosterona aumentados e estradiol diminuído. Resposta do cortisol ao teste com ACTH normal ou baixa 


						

					


					

							

							Deficiência de 17β-OH-esteroide-desidrogenase 3


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Normais


						

							

							Ausentes


						

							

							Virilização na puberdade, ginecomastia


						

							

							Aumento de LH (e FSH), androstenediona e estrona, diminuição de testosterona e estradiol


						

					


					

							

							Deficiência de 5α-redutase 2


						

							

							Feminina ou ambígua


						

							

							Normais (sem próstata)


						

							

							Ausentes


						

							

							Virilização na puberdade, sem ginecomastia


						

							

							Moderado aumento de LH e testosterona, com DHT muito diminuída


						

					


					

							

							Insensibilidade Completa aos Andrógenos


						

							

							Feminina


						

							

							Ausentes


						

							

							Ausentes


						

							

							Puberdade feminina sem pelos e sem menstruação. Alta estatura para mulheres


						

							

							LH (e FSH), testosterona, DHT e estradiol aumentados


						

					


					

							

							Insensibilidade Parcial aos Andrógenos


						

							

							Ambígua


						

							

							Normais ou hipoplásicos


						

							

							Ausentes


						

							

							Pouca virilização e ginecomastia


						

							

							LH (e FSH), testosterona, DHT e estradiol aumentados


						

					


					

							

							Insensilidade Leve aos Andrógenos


						

							

							Masculina


						

							

							Normais 


						

							

							Ausentes


						

							

							Ginecomastia e/ou infertilidade


						

							

							LH (e FSH), testosterona, DHT e estradiol aumentados


						

					


					

							

							Persistência dos Dutos de Müller


						

							

							Masculina com criptorquidia


						

							

							Normais


						

							

							Presentes


						

							

							Hérnia inguinal com útero e trompa


						

							

							Normal masculino


						

					


				

			


			


			QUADRO 5 - Características clínicas e laboratoriais de DDS com cariótipo 46,XY e testículos normais


			fonte: Adaptado de Cox e Ahmed (2018).
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			6.3


			AVALIAÇÃO CITOGENÉTICA E CITOGENÔMICA


			Ana Paula dos Santos


			Andréa Trevas Maciel-Guerra


			Introdução


			A definição do cariótipo é indispensável para a investigação de distúrbios da diferenciação do sexo (DDS), uma vez que a sequência de exames a serem realizados depende da definição do sexo genético do indivíduo (HIORT et al., 2014). Além disso, o cariótipo permite direcionar a investigação desses distúrbios, visto que a classificação dessas condições é baseada no tipo de gônada e no componente cromossômico (HUGHES et al., 2006). 


			Com o avanço das tecnologias, alterações genômicas não visíveis ao microscópio óptico vêm sendo identificadas e associadas à etiologia dos DDS. Assim, apesar de o cariótipo ser uma ferramenta primordial na investigação desses distúrbios, novas tecnologias citomoleculares devem ser utilizadas, quando possível e de maneira adequada na investigação genética desses indivíduos. Portanto, é importante que os profissionais de saúde envolvidos no atendimento de indivíduos com DDS tenham noções básicas a respeito das tecnologias disponíveis e da interpretação dos seus resultados.


			CITOGENÉTICA CLÁSSICA


			A citogenética clássica compreende a análise laboratorial dos cromossomos em metáfase, utilizando um microscópio óptico em objetiva de 1000x, sendo possível a análise numérica e estrutural dos 23 pares de cromossomos (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011).


			Preparações cromossômicas


			Cultura de células


			Vários tecidos humanos podem ser utilizados para preparação cromossômica, como sangue periférico, vilosidades coriônicas, células de líquido amniótico, placenta e medula óssea. A análise pode ainda ser feita a partir de biópsia de tumores sólidos para detecção de alterações cromossômicas adquiridas (HOWE; UMRIGAR; TSIEN, 2014). A escolha do tecido dependerá do momento do estudo (pré ou pós-natal), indicação clínica e se o propósito do diagnóstico é a identificação de alterações constitucionais ou adquiridas (MALUF et al., 2011). 


			 O sangue periférico é o tecido rotineiramente utilizado na análise citogenética devido à facilidade de obtenção e pela simplicidade do cultivo celular. Para o cultivo celular, o sangue deve ser coletado em tubos contendo heparina sódica. Após a coleta, em capela de fluxo laminar devidamente asséptica, o sangue total é gotejado em frascos estéreis contendo meio de cultura com soro fetal bovino e fito-hemaglutinina. Esta última atua sobre os linfócitos estimulando sua divisão (mitose). Após 72 horas de cultivo celular a 37°C, acrescenta-se colchicina ao meio. A colchicina é um veneno mitótico que impede a formação das fibras do fuso levando ao acúmulo de células em metáfase. Nessa fase da mitose, a cromatina está condensada ao máximo e os cromossomos estão individualizados, cada qual contendo duas cromátides-irmãs ligadas pelo centrômero. Ao final da ação da colchicina, adiciona-se às células solução hipotônica para que, com a entrada de líquido em seu interior, haja dispersão dos cromossomos. A hipotonia é interrompida com a adição de solução fixadora de metanol e ácido acético; a mesma solução é utilizada na lavagem das células, que deve ocorrer até a visualização de um material límpido e quase transparente. As células fixadas são, então, gotejadas em lâminas (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; MALUF et al., 2011; RIEGEL, 2014).


			Em casos em que há forte suspeita de mosaicismo, especialmente quando este não foi detectado em linfócitos, é recomendada a cultura de fibroblastos a partir de biópsia de pele, sendo esta uma cultura de longa duração e, portanto, bem mais demorada que a de linfócitos (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; STRACHAN; READ, 2010).


			No diagnóstico pré-natal, os tecidos mais utilizados são as células do líquido amniótico, as vilosidades coriônicas e os linfócitos de sangue fetal (sangue do cordão umbilical). A escolha do procedimento apropriado deve ser baseada na idade gestacional, na urgência da obtenção do resultado e nos riscos do procedimento. A punção amniótica (amniocentese) pode ser realizada com segurança entre 14 e 17 semanas de gestação, e as células permanecem em cultura por cerca de duas semanas. A punção de vilosidades, por sua vez, é feita entre 12 e 14 semanas. Como se trata de tecido com alto índice mitótico, é possível separar parte do material e tentar analisá-lo diretamente, sem que as células permaneçam em cultura; a outra parte do material é cultivada para análise complementar. Já a punção de sangue do cordão umbilical (cordocentese) pode ser realizada a partir da 18ª semana. Esses procedimentos levam a risco de perda fetal, que é menor na amniocentese (cerca de 0,1%) que na punção de vilosidades (0,22%) e maior na cordocentese (1,6%) (COLLINS; IMPEY, 2012). Devem, portanto, ser solicitadas de maneira cautelosa e o procedimento realizado por profissional treinado, sendo a cordocentese geralmente indicada após a detecção de malformações fetais graves em exames de ultrassom morfológico no segundo trimestre de gestação. Além disso, o risco de contaminação celular materna deve ser considerado na análise cromossômica (HOLZGREVE et al., 1992; MALUF et al., 2011; SCHONBERG, 1993). 


			Técnicas de bandamento


			As técnicas de bandamento são usadas para demonstrar as diferentes características dos cromossomos. O bandamento G é o método comumente utilizado nos laboratórios (Figura 1), assim chamado pelo fato de a coloração ser feita com Giemsa após um pré-tratamento com tampão fosfato ou com enzimas proteolíticas, normalmente a tripsina. Esse bandamento produz um padrão de bandas claras e escuras, sendo as bandas escuras regiões ricas em bases nitrogenadas adenina (A) e timina (T), de replicação tardia e pobres em genes, enquanto as bandas claras são regiões ricas em bases guanina (G) e citosina (C), de replicação precoce e ricas em genes. Para a técnica também podem ser utilizados corantes como o Wright e Leishman. O padrão de bandas transversais revelado por este tipo de bandamento permite a identificação inequívoca de todos os pares cromossômicos, além da detecção de grande parte dos rearranjos estruturais. Dois métodos alternativos produzem também um padrão de bandas transversais. Um deles é o bandamento Q, no qual os cromossomos são corados com o fluorocromo quinacrina mostarda. A grande desvantagem da técnica é a pequena duração do tempo da fluorescência, que se degrada rapidamente, o que a torna uma técnica não viável nos laboratórios de rotina. O outro é o bandamento R, que leva a um padrão de marcação cromossômica oposto ao bandamento G (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; MCGOWAN-JORDAN; SIMONS; SCHMID, 2016; RIEGEL, 2014).


			Algumas técnicas de bandamento marcam regiões cromosssômicas específicas, como o bandamento C, usado para coloração das regiões de heterocromatina constitutiva (regiões centroméricas e regiões polimórficas pericentroméricas do cromossomo 1, 9 e 16, e a porção distal do braço longo do cromossomo Y). Essa técnica é útil na identificação de cromossomos dicêntricos, na identificação de centrômeros em cromossomos marcadores e na análise de variantes polimórficas; é importante ressaltar que a heterocromatina constitutiva não possui efeito fenotípico direto. Por sua vez, o bandamento RON marca as regiões organizadoras de nucléolos, localizadas na constrição secundária dos cromossomos acrocêntricos com satélite, que contêm múltiplas cópias de genes codificantes de RNA ribossômico (cromossomos 13, 14, 15, 21, 22) (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; MCGOWAN-JORDAN; SIMONS; SCHMID, 2016; RIEGEL, 2014).


			[image: 9931.png] 


			Figura 1 - Cariótipos 46,XX (A) e 46,XY (B) com bandamento G


			Fonte: Cortesia do Laboratório de Citogenética Humana e Citogenômica (LCHC) do Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp.


			Análise do cariótipo humano


			Um cromossomo em metáfase é composto de duas cromátides-irmãs (resultado da duplicação do ácido desoxirribonucleico [DNA]) unidas pelo centrômero (que não se separou devido à ação da colchicina sobre as fibras do fuso). Os 46 cromossomos existentes nas células humanas são divididos em 22 pares de autossomos (pares homólogos tanto no homem quanto na mulher) e um par de cromossomos sexuais (X e Y no sexo masculino, dois cromossomos X no feminino) (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011). Por convenção, o braço curto é voltado para cima e identificado pela letra p e o longo, abaixo do centrômero, pela letra q. Por sua vez, os braços curto e longo são divididos em regiões, bandas e sub-bandas numeradas a partir do centrômero em direção às extremidades, o que facilita a descrição de pontos de quebra dos rearranjos estruturais. Assim, a descrição 1p31.1 indica cromossomo 1, braço curto, região 3, banda 1 e sub-banda 1 (MCGOWAN-JORDAN; SIMONS; SCHMID, 2016). 


			A análise do cariótipo com bandamento é feita em microscópio óptico com objetiva de imersão e inicia-se com a contagem dos cromossomos presentes em um determinado número de células – 20 células são recomendadas pelo guia de Normas e Diretrizes para Laboratórios de Genética Clínica do Colégio Americano de Genética Médica e Genômica (do inglês American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)) – 2018 (ACMG, 2018; ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; WIKTOR; BENDER; VAN DYKE, 2009). Em seguida, os cromossomos são identificados par a par, de acordo com seu padrão de bandas específico, tamanho e posição do centrômero, em busca de alterações estruturais. Após a análise ao microscópio, as imagens são capturadas em um sistema de análise computacional (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011). A análise adicional de 10 metáfases deve ser realizada em casos de suspeita de mosaicismo ou em casos em que uma alteração cromossômica foi identificada em apenas uma metáfase (ACMG, 2018). 


			A constituição cromossômica de um indivíduo é descrita colocando em primeiro lugar o número total de cromossomos (autossomos e sexuais), seguido de vírgula, dos cromossomos sexuais identificados em letras maiúsculas e, após nova vírgula, de anomalias numéricas e estruturais (se houver). Por último, entre colchetes é descrito o número de células analisadas. O sistema de nomenclatura utilizado atualmente tem como base o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenômica Humana (ISCN) (do inglês An International System for Human Cytogenomic Nomenclature) com última atualização publicada no ano de 2016 (MCGOWAN-JORDAN; SIMONS; SCHMID, 2016). O material é item fundamental para um citogeneticista e apresenta exemplos de nomenclaturas de diversas alterações cromossômicas identificadas por diferentes técnicas, como cariótipo, hibridação in situ por fluorescência (FISH), análise cromossômica em microarranjos (ACM) e sequenciamento de DNA.


			Anomalias cromossômicas


			As anomalias cromossômicas são as alterações do material genético detectáveis ao microscópio óptico, que podem ser agrupadas em duas categorias: anomalias numéricas e estruturais. Essas anomalias podem coincidir em um mesmo indivíduo e envolver um ou mais cromossomos (PIERCE, 2016; STRACHAN; READ, 2010). A Tabela 1 contém exemplos de alterações cromossômicas detectadas por diferentes técnicas e descritas conforme a nomenclatura internacional.


			Tabela 1 - Exemplos de anomalias cromossômicas identificas por cariótipo, FISH e ACM (notação resumida) e sua interpretação


			

				

					

					

				

				

					

							

							Notação resumida


						

							

							Interpretação


						

					


					

							

							Cariótipo


						

					


					

							

							46,Y,del(X)(q21q25)


						

							

							Deleção intersticial com pontos de quebra e junção nas bandas Xq21 e Xq25. O segmento entre essas bandas está deletado.


						

					


					

							

							46,X,idic(Y)(q12)


						

							

							Isocromossomo dicêntrico de Y formado por quebra e junção em Yq12, resultando em perda do segmento Yq12qter e ganho de Ypterq12 (ter: terminal).


						

					


					

							

							47,X,i(X)(q10)


						

							

							Um cromossomo X normal e um isocromossomo de braço longo do cromossomo X.


						

					


					

							

							47,XX,+mar


						

							

							Cromossomo marcador extranumerário.


						

					


					

							

							46,XX,r(7)(p22q36)


						

							

							Cromossomo em anel com pontos de quebra e junção nas bandas 7p22 e 7q36. Os segmentos distais aos pontos de quebra foram deletados.


						

					


					

							

							46,XY,t(2;5)(q21;q31)


						

							

							Translocação recíproca entre os cromossomos 2 e 5 com pontos de quebra em q21 e q31, respectivamente.


						

					


					

							

							46,Y,der(X)t(X;8)(p22;q24)


						

							

							Cromossomo derivado resultado de uma translocação entre Xp22 e 8q24.


						

					


					

							

							FISH


						

					


					

							

							46,XX.ish X(DXZ1×2,SRY×0)


						

							

							FISH com sondas centromérica de X e sonda locus-específica para o gene SRY. Não foi identificado sinal para a região do SRY.


						

					


					

							

							46,X,?i(Y)(p10).ish idic(q11)(DYZ3++,DYZ1−)


						

							

							Um possível isocromossomo de braço curto de Y mostrou por FISH a presença de dois centrômeros de Y e ausência de heterocromatina desse cromossomo.


						

					


					

							

							47,XY,+mar.ish der(8)(D8Z1+)


						

							

							Um cromossomo marcador extranumerário identificado por FISH como um derivado de cromossomo 8. Foi utilizada sonda centromérica desse cromossomo.


						

					


					

							

							ACM


						

					


					

							

							arr(1-22,X)×2


						

							

							Resultado feminino normal.


						

					


					

							

							arr(1-22)×2,(X,Y)×1


						

							

							Resultado masculino normal.


						

					


					

							

							arr[GRCh38] 6q21q25.1(113900000_149100000)×1


						

							

							A análise cromossômica por microarranjos utilizando o GRCh38 como genoma de referência mostrou uma deleção no braço longo do cromossomo 6 entre as bandas q21 e q25.1. 


						

					


					

							

							arr[GRCh38] 17p11.2(16512256_20405113)×3


						

							

							A análise cromossômica por microarranjos utilizando o GRCh38 como genoma de referência mostrou uma duplicação no cromossomo 17 em p11.2.


						

					


				

			


			


			fonte: Arquivo pessoal de Ana Paula Santos


			Classificação


			As anomalias numéricas caracterizam-se por aumento ou diminuição do número normal de cromossomos. Essas alterações são classificadas em dois grupos: as euploidias, aumento ou diminuição de um conjunto cromossômico haploide; e as aneuploidias, que se referem ao aumento ou diminuição de um ou mais pares de cromossomos. No primeiro caso inclui-se a tripoidia (3n=69) e a tetraploidia (4n=92), que, assim como as demais poliploidias, costumam ser observadas em abortos espontâneos. Na espécie humana, as euploidias são incompatíveis com a vida (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; PIERCE, 2016; STRACHAN; READ, 2010). 


			A monossomia, incluída no grupo das aneuploidias, é caracterizada pela ausência de um dos cromossomos de um determinado par. Na prática, a única monossomia viável em seres humanos é a de cromossomos sexuais na síndrome de Turner (45,X). Nas aneuploidias em que existe aumento do número de cromossomos homólogos, a célula será denominada trissômica, tetrassômica etc., conforme existam na célula três, quatro ou mais homólogos. Entre os autossomos, as trissomias 21, 18 e 13 são as mais frequentemente observadas em nativivos; dentre as polissomias de cromossomos sexuais estão as trissomias 47,XXX, 47,XXY (síndrome de Klinefelter) e 47,XYY e tetrassomias como 48,XXXY e 48,XXYY (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; STRACHAN; READ, 2010). 


			As anomalias cromossômicas estruturais, definidas como rearranjos que resultam de quebra cromossômica seguida de redistribuição do material, são classificadas como balanceadas (quando não há perda ou ganho de material genético) ou desbalanceadas (se houver segmentos cromossômicos a mais ou a menos). Os cromossomos estruturalmente anômalos devem possuir um centrômero funcional e dois telômeros para que se mantenham inalterados durante as divisões celulares, visto que esses dois elementos garantem a estabilidade cromossômica (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2008; PIERCE, 2016; STRACHAN; READ, 2010;). 


			Anomalias estruturais balanceadas geralmente não possuem um efeito fenotípico, pois todas as informações genéticas costumam estar presentes. Entre elas estão as inversões (quando um único cromossomo sofre duas quebras e é reconstituído com o segmento entre as quebras invertido), que podem ser pericêntricas (quando envolvem o centrômero) ou paracêntricas (quando não envolvem o centrômero); as inserções (um tipo não recíproco de translocação resultante da remoção de um segmento cromossômico e inserção em outro cromossomo, podendo ser em sua orientação normal ou invertida); e as translocações recíprocas (resultado da quebra de cromossomos homólogos ou não homólogos, com troca recíproca dos segmentos) (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; MALUF et al., 2011; STRACHAN; READ, 2010;). 


			Por outro lado, as anomalias desbalanceadas apresentam consequências clínicas em decorrência do aumento e/ou da diminuição de material genético. Essas anomalias incluem: adição (cromossomo com material adicional de origem desconhecida); deleção (perda de um segmento cromossômico, podendo ser terminal ou intersticial); duplicação (segmento cromossômico duplicado); cromossomo em anel (quando um cromossomo sofre duas quebras, uma em cada braço, e as extremidades rompidas reúnem-se em uma estrutura circular); isocromossomo (ausência de um braço e duplicação do outro); cromossomo marcador (segmento cromossômico de origem desconhecida, podendo ser extranumerário); e cromossomo derivado, que pode resultar de: 1) mais de um rearranjo dentro de um mesmo cromossomo (exemplo: inversão e deleção dentro de um mesmo cromossomo) ou, 2) rearranjos envolvendo dois ou mais cromossomos (exemplo: produtos de translocações recíprocas) (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; MALUF et al., 2011; STRACHAN; READ, 2010;). A Figura 2 apresenta exemplos de anomalias cromossômicas estruturais.
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			Figura 2 - Exemplos de anomalias cromossômicas estruturais: A: à esquerda um cromossomo X normal e à direita um cromossomo X em anel. B: à esquerda um cromossomo X normal e à direita um isocromossomo de braço longo de cromossomo X. C: à esquerda um cromossomo Y normal e à direita um isocromossomo de braço longo do cromossomo Y


			Fonte: Laboratório de Citogenética Humana e Citogenômica (LCHC) do Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. 


			Origem


			As anomalias cromossômicas podem ser devidas a erros ocorridos durante a gametogênese (pré-zigóticos) ou por erros mitóticos, ocorridos depois da formação do zigoto (pós-zigóticos). As aneuploidias originam-se por dois mecanismos principais: não disjunção ou atraso anafásico. A não disjunção pode ser de origem pré-zigótica (na gametogênese), ocorrendo falta de separação dos cromossomos homólogos na meiose I ou das cromátides na meiose II. A não disjunção de origem pós-zigótica caracteriza-se por falta de separação das cromátides, que pode ocorrer já na primeira divisão mitótica do zigoto ou durante a divisão de um dos blastômeros. Por sua vez, o atraso anafásico, que resulta em perda cromossômica, pode ser ocasionado por atraso na migração de um cromossomo ou cromátide para um dos polos do fuso durante a anáfase ou por uma alteração estrutural que resulta em instabilidade cromossômica – é o caso, por exemplo, de cromossomos X em anel (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; STRACHAN; READ, 2010).


			As anomalias estruturais resultam de quebras cromossômicas espontâneas ou induzidas por agentes mutagênicos ocorridas durante a meiose ou a mitose ou por falha no processo de recombinação, como erro na recombinação entre segmentos cromossômicos com alto grau de homologia (GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; STRACHAN; READ, 2010). 


			Mosaicismo e quimerismo


			O mosaicismo cromossômico é definido pela presença de duas ou mais linhagens celulares diferentes em um mesmo indivíduo, derivadas de um único zigoto. Pode ser atribuído à falta de disjunção ou atraso anafásico em uma das divisões mitóticas de um zigoto originalmente normal, ou ainda a falta de disjunção ou perda anafásica recorrente em uma linhagem celular já alterada do ponto de vista cromossômico. Um exemplo, no primeiro caso, é a falta de disjunção das cromátides de um cromossomo X na primeira divisão de um zigoto 46,XX, gerando uma linhagem 45,X e outra 47,XXX. No segundo caso, a perda de um cromossomo X em anel na divisão de células 46,X,r(X), gerando linhagens 45,X. O mosaicismo é representado por uma barra inclinada separando as diferentes linhagens celulares – nos exemplos anteriores, 45,X/47,XXX e 45,X/46,X,r(X) (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; GARDNER; SUTHERLAND; SHAFFER, 2011; STRACHAN; READ, 2010).


			O grau de mosaicismo em um indivíduo depende do estágio do desenvolvimento do organismo no momento em que ocorreu o erro na divisão celular – se nas primeiras divisões após a fertilização, em geral todos os tecidos são afetados. No entanto, se a divisão celular anômala ocorrer após os três folhetos embrionários (ectoderma, mesoderma e endoderma) terem se formado, as células anormais podem ficar limitadas a derivados de um único folheto. Se o erro na divisão celular ocorrer ainda mais tardiamente, a linhagem anômala poderá estar restrita a um único órgão, sem manifestações clínicas evidentes (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017).


			O quimerismo, também definido pela coexistência de mais de uma linhagem celular em um mesmo indivíduo, diferencia-se do mosaicismo pela origem das linhagens celulares, que no quimerismo são originárias de diferentes zigotos. É o caso do quimerismo 46,XX/46,XY, encontrado em casos de DDS ovariotesticular, e que pode ocorrer por fusão precoce de zigotos distintos, um deles 46,XX e o outro 46,XY (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017).


			Citogenética molecular


			Estima-se que a citogenética clássica detecte de forma confiável alterações cromossômicas maiores que cinco a 10 megabases, dependendo do nível de estiramento do cromossomo e do bandamento aplicado. Assim, apesar de fundamental, a citogenética clássica demonstra resolução limitada na detecção de pequenas alterações e na caracterização de rearranjos cromossômicos complexos. Um dos grandes avanços na citogenética humana foi a introdução das técnicas de citogenética molecular baseada em hibridação in situ por fluorescência (do inglês fluorescence in situ hybridisation [FISH]) (MARTIN; LEDBETTER, 2017; RIEGEL, 2014)


			Hibridação in situ por fluorescência (FISH)


			A técnica de FISH é um método que consiste no uso de sondas específicas de DNA marcado por fluorescência para identificar sequências de DNA complementares em cromossomos fixados em lâminas. Essa técnica pode ainda ser aplicada em núcleos interfásicos, tecidos incluídos em parafina e preparações cromossômicas diretas (não cultivadas). Além disso, a FISH permite a hibridação simultânea de duas ou mais sondas em uma mesma preparação cromossômica. Essas sondas são altamente específicas e podem ser utilizadas para identificar todo um cromossomo (“pintura” cromossômica) ou um braço cromossômico (“pintura” cromossômica parcial), sequências repetitivas (sondas centroméricas) (Figura 3) ou um determinado sítio específico no cromossomo (locus-específica) (RIEGEL, 2014; SALMAN; JHANWAR; OSTRER, 2004; TSUCHIYA, 2011).
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			Figura 3 - Metáfases submetidas à técnica de FISH com sondas centroméricas para o cromossomo X (sinal verde em imagem colorida) e Y (sinal vermelho). A: A seta indica um sinal no cromossomo X e o asterisco um sinal no cromossomo Y em célula 46,XY. B: Metáfase apresentando monossomia do cromossomo X; a seta branca indica um sinal verde nesse cromossomo. C: Metáfase apresentando uma célula 46,X,idic(Y)(q12); a seta indica um sinal no cromossomo X e o asterisco indica dois sinais para o isocromossomo dicêntrico de Y 


			Fonte: Laboratório de Citogenética Humana e Citogenômica (LCHC) do Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. 


			A FISH pode ser aplicada na identificação de anomalias cromossômicas e no mapeamento físico dos cromossomos (SALMAN; JHANWAR; OSTRER, 2004; TSUCHIYA, 2011). Assim, por exemplo, com o emprego de uma sonda lócus-específica para o gene SRY é possível visualizar o lócus correspondente como um pequeno segmento cromossômico fluorescente translocado sobre um dos cromossomos X em homens 46,XX. Em indivíduos com DDS portadores de cromossomos marcadores é possível, também, tentar definir se estes são originários do cromossomo X ou do Y com o uso de sondas centroméricas desses dois cromossomos marcadas com fluorocromos de diferentes cores.


			O uso de FISH em núcleos interfásicos detecta e, geralmente, quantifica a presença de regiões-alvo específicas. Além disso, a utilização de núcleos interfásicos torna prática a análise de um grande número de células (MASCARELLO et al., 2011). Em um caso de suspeita de mosaicismo 45,X/46,XX, por exemplo, o uso de sonda centromérica do cromossomo X permite visualizá-lo, em núcleos interfásicos, como um ou dois pontos fluorescentes, correspondendo à linhagem 45,X e 46,XX, respectivamente. 


			Uma das grandes limitações da FISH está no fato de que o seu uso depende de uma hipótese diagnóstica, visto que a técnica investiga apenas regiões específicas e não o genoma inteiro (RIEGEL, 2014).


			Variantes da técnica de FISH


			Com o intuito de otimizar os serviços de citogenética, novas variantes de FISH surgiram ao longo das últimas décadas, todas elas baseadas no princípio da hibridação in situ por fluorescência.


			A técnica de cariotipagem espectral (SKY) e Multicolor FISH (M-FISH) fundamenta-se na hibridação simultânea de um “coquetel” de 24 sondas específicas para cada um dos cromossomos humanos, que conferem a cada cromossomo uma única “assinatura” espectral. Essas técnicas diferem na forma em que as imagens das combinações de fluorocromos são capturadas e analisadas. Na SKY, a imagem é obtida pela combinação de um microscópio de fluorescência, um espectroscópio e uma câmera com dispositivo de carga acoplada, e a identificação de cada cromossomo é feita por meio de um programa de computador. Já o M-FISH utiliza uma série de filtros específicos para cada fluorocromo. Essas técnicas são úteis para identificar rearranjos complexos em cromossomos metafásicos, como as observadas em células tumorais. Geralmente, não são utilizadas na rotina laboratorial devido ao alto custo (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; SALMAN; JHANWAR; OSTRER, 2004; TSUCHIYA, 2011). 


			O bandamento multicores (mBand), por sua vez, utiliza uma combinação de sondas diferentes para regiões cromossômicas marcadas com diferentes fluorocromos e é útil na detecção de rearranjos intracromossômicos e rearranjos complexos. Já a microdissecção e pintura cromossômica reversa caracteriza-se pela coleta física de um cromossomo inteiro ou parte dele utilizando microdissecador; o fragmento coletado é amplificado, marcado e utilizado posteriormente como sonda na hibridação em cromossomos metafásicos. Essa técnica é útil na caracterização de rearranjos cromossômicos, como cromossomos marcadores e derivados (MALUF et al., 2011; RIEGEL, 2014).


			Por último, a técnica de Hibridação Genômica Comparativa (do inglês comparative genomic hybridization, CGH) é útil para identificar a perda e ganho de material cromossômico. Consiste, inicialmente, em hibridar soluções de DNA genômico do paciente e de um controle normal com sondas de cores diferentes. Em seguida, as duas soluções são misturadas e hibridadas em uma lâmina contendo metáfases de outro controle normal. Nessa lâmina, as duas sondas irão competir pela mesma região; as regiões de desequilíbrio serão detectadas pela diferença no índice de cores, que por sua vez será quantificada por um software que indica se houve ganho ou perda de material genômico. Trata-se de uma técnica muito trabalhosa, com baixa resolução e incapaz de detectar rearranjos equilibrados (ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017; RIEGEL, 2014; SALMAN; JHANWAR; OSTRER, 2004; TSUCHIYA, 2011).


			Amplificação de Múltiplas Sondas Dependente de Ligação (MLPA)


			A Amplificação de Múltiplas Sondas Dependente de Ligação (do inglês Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA) é uma técnica semiquantitativa usada para determinar o número relativo de cópias de sequências alvo em uma única reação baseada em uma PCR multiplex. Diversos painéis de MLPA para doenças genéticas comuns e raras estão disponíveis no mercado (CROFT; OHNESORG; SINCLAIR, 2018; STUPPIA et al., 2012). 


			O princípio do ensaio é a hibridação de uma amostra de DNA a uma mistura de sondas específicas, com posterior amplificação, utilizando um par de primers universal, sendo um deles marcado com fluorescência. Os fragmentos amplificados são submetidos a uma eletroforese capilar gerando um eletroferograma específico. O uso de amostras controles para cada ensaio é essencial. A altura relativa de cada pico dos produtos de amplificação é comparada com os dados de controles e refletem o número relativo de cópias de cada sequência-alvo. Assim, uma deleção de uma ou mais sequências alvo é mostrada como uma diminuição relativa na altura do pico, enquanto um aumento na altura revela amplificação da região (STRACHAN; READ, 2010; STUPPIA et al., 2012).


			Atualmente, está disponível um painel de MLPA contendo sondas para genes específicos da determinação sexual, como NR0B1, SOX9 e NR5A1. Também é possível a customização de um painel contendo apenas sondas para regiões de interesse.


			A eficiência da técnica já foi demonstrada por diversos autores em diferentes doenças genéticas. Em indivíduos com DDS, a técnica já possibilitou a detecção de uma deleção de dois éxons no gene NR5A1 e duplicações envolvendo os genes NR0B1 e SOX9 (BARBARO et al., 2008; BARBARO et al., 2011; LÓPEZ-HERNÁNDEZ et al., 2018). 


			Métodos genômicos


			O progresso nas técnicas de biologia molecular e citogenética possibilitaram o refinamento da análise de variações genômicas. Com a introdução da técnica de análise cromossômica por microarranjos (ACM) (do inglês chromosomal microarray analysis, CMA), foi possível a identificação de variações do número de cópias (CNV), definidas como ganhos ou perdas de regiões cromossômicas maiores que 1kb em comprimento (MARTIN; LEDBETTER, 2017; ZHAO et al., 2013). Recentemente, o uso das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS) ampliaram ainda mais o nível de detecção dessas variantes, conhecidas atualmente como variações estruturais. Essas são variações no genoma com tamanho superior a 50 nucleotídeos e incluem deleções, duplicações, inversões, inserções e translocações balanceadas ou desbalanceadas (ESCARAMÍS; DOCAMPO; RABIONET, 2015; GUAN; SUNG, 2016; HEHIR-KWA; PFUNDT; VELTMAN, 2015). 


			Análise cromossômica por microarranjos


			A ACM é uma ferramenta diagnóstica capaz de detectar variações do número de cópias por todo o genoma com alta resolução. Essas variações podem não apresentar conteúdo gênico, podem incluir pelo menos um gene ou parte dele, ou ainda incluir múltiplos genes. No segundo e terceiro caso, podem levar a alteração de dose ou regulação de genes acarretando em fenótipos clínicos diversos (CROFT; OHNESORG; SINCLAIR, 2018; PIERCE, 2016). 


			Três tipos de microarranjos estão disponíveis: arrays com sondas para detecção de CNVs, ou seja, detecção de perdas e ganhos; arrays com sondas de nucleotídeos de polimorfismo único (do inglês single nucleotide polymorphism, SNP), que avaliam o número de alelos de uma amostra; e os arrays que possuem os dois tipos de sondas citadas anteriormente. As três abordagens detectam ganhos ou perdas; no entanto os arrays que possuem sondas de SNP são também capazes de detectar regiões de homozigose (Figura 4) (BARSEGHYAN; DÉLOT; VILAIN, 2018). Além disso, essa ferramenta permite uma delineação precisa de pontos de quebra e conteúdo gênico, o que permite avaliar em cada alteração se existem genes que podem ser associados ao fenótipo do paciente (SHAIKH, 2017).
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			Figura 4 - A: Padrão dos gráficos de uma deleção detectada utilizando o micoarranjo CytoScan 750K da Affymetrix®. B: Padrão dos gráficos de uma duplicação detectada utilizando o microarranjo CytoScan HD da Affymetrix®
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Grau 1 = genitdlia de aspecto feminino, com somente aumento do falo;
Grau 2 = maior aumento do falo, associado a fusdo posterior das saliéncias labioescrotais, sem seio urogenital;
Grau 3 = importante aumento do falo, associado a fusao quase completa das saliéncias labioescrotais. e presenga
de seio urogenital com abertura perineal;
Grau 4 = falo de aspecto peniano, associado a fusdo completa das saliéncias labioescrotais e presenca de seio
urogenital com abertura do meato uretral entre a base e a extremidade do falo.
Grau 5 = falo de aspecto peniano bem desenvolvido, associado a fusdo completa das saliéncias labioescrotais,
e presenca de seio urogenital com abertura balinica do meato uretral.
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