3 Dingndstico  §
XV Sursoe B i
AAAAAAAAAAAAA " . eI -
@ O Crescimento
/
i
.

endocrinologia -
avsosrona. 2019

CARIOTIPO

FISH

ARRAY CGH

Mirian Yumie Nishi
Pesquisadora Cientifica
Laboratério de Hormonios e Genética Molecular LIM42
Hospital das Clinicas da FMUSP
E-mail minishi@usp.br

IIIIIIII



CITOGENETICA

- Andalise dos cromossomos (ng, estrutura):
determinacao do carioétipo

CARIOTIPO

-Constituicao cromossomica do individuo

-2n=46 cromossomos (Tijo e Levan, 1956)



Estrutura do Cromossomo

2 nm = 10 nm = 30 nm
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Thompson & Thompson, 1991



Técnicade Obtencao de Cromossomos
Cultura de Células

- Coleta de Sangue perifeérico:
Tubo ou seringa estéril com heparina




- Linfécitos de sangue periférico
Cultura de células 72 h (RPMI, SFB, PHA-P)
Blogueio da divisao celular em metafase

(colchicina)




BANDAMENTO
CROMOSSOMICO

Historico: inicio dos anos 70 - banda Q



Padrao de bandas

Identificacao de cada

claras e escuras que
Cromossomo
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BGTG

550 Bandas
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ALTERACOES CROMOSSOMICAS
NUMERICAS

1. Aneuploidias: alteracdo do numero de cromossomos
- Monossomias : ex. 45,X
- Trissomias: ex. 47,XY,+21

- Tetrassomias,: ex. 48, XXXX

2. Euploidias: alteracao do lote haploide n= 23
- Triploidia: 69 cromossomos

- Tetraploidia: 92 cromossomos



Alteracdes cromossdmicas numeéricas por

nao disjuncao na meiose

MEIOSE NORMAL MEIOSE ANORMAL

46
Primeira M 44 aut + 2 sex M M
divisdao
meiodtica
ao is'l_tl

Disjuncdo Normal 23 Disjungao Normal

(0 (D

Disjungao Mormal N&o Disjungdo

22 aut + 1 sex

Segunda
divisdo
meiotica

GAMETAS f1

Fertilizagao
com
espermatozoi
des normai

Marmal Trissomia Monossomia Trissomia Monossomia Monossomia




Sindrome de Down

> Incidéncia +/-1/700 RN:
> Fenaotipo:

Baixa estatura relativa,;

Deficiéncia mental; Hipotonia;
Microcefalia, braquicefalia;

Perfil facial achatado;

Cabelos finos;

Fendas palpebrais obliquas para cima,;
Boca permanentemente aberta;
Lingua protrusa, grande e fissurada;

Epicanto;
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Sindrome de Klinefelter

»Incidéncia: +/- 1/1.000 RN masculino
»Fendotipo:

e Estatura geralmente elevada;

Envergadura maior que a estatura;
Infertilidade;

Hipogonadismo hipergonadotroéfico;

Distrib de gordura e pelos corporeos

femininos;

» Testiculos pequenos com
oligospermia/azoospermia;

e Cariétipo mais comum: 47, XXY

e Outros cariétipos: 47,XXY/46,XY;

48, XXXY; 48, XXYY :
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Sindrome de Turner

»Incidéncia de 1/2.500 a 3.000 de mulheres
nascidas vivas;
»>Fendtipo:

 sexo feminino: baixa estatura;

atraso desenvolvimento dos caracteres

sexuais secundarios;

implantacao baixa do cabelo

micrognatia, palato em ogiva;

pescoco curto e/ou alado;

tdrax em escudo, mamilos afastados e

invertidos, cubito valgo;

linfedema congénito dos pés e méaos
Caridtipo mais frequente: 45,X (60%)
Outros cariotipos: 45,X/46,XX; 46,X,i(Xq)
45,X/46,X,i(Xq); 46,X,del(Xp), etc
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Origem do Mosaicismo

NAO-DISJUNCAO PRE-ZIGOTICA
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ALTERACOES CROMOSSOMICAS
ESTRUTURAIS

1. Delecao

2. Inversao

3. Translocacéao

4. |socromossomo

5. Cromossomo em anel

6. Insercao



Delecao
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CdC Support Group . Sop—
www.crde hc‘:b'r‘.au-net.com Tokyo Meadical University

Sindrome de Cri du Chat: cariotipo 46,XX,del(5p)



TRANSLOCACAO RECiPROCA
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Formacao de Gametas

| Y
Balanceado /No\\qal Desbalancead\\



FORMACAO DE ISOCROMOSSOMO

Separacao das cromatides
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Cariotipo: 46,X,i(Xq) compativel com sindrome de Turner




FORMACAO DE CROMOSSOMO EM ANEL
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Cariotipo: 46,X,+r



ISCN2016

An International System for
Human Cytogenomic Nomenclature (2016)

Editors

Jean McGowan-Jordan
Annet Simons

Michael Schmid

KARGER




CITOGENOMICA

(Citogenética Molecular)

FISH
*Array CGH



FISH

(Fluorescence in situ Hybridization)

* Pinkel et al 1986

* Sondas marcadas com fluorocromos
Aplicacoes:
 translocacoes/inversoes/delecoes

ganhos ou perdas (microscopicas e
submicroscopicas)

« amplificacao génica
* mapeamento génico

* origem de marcadores e anéis



Fluorescence in situ hybridization

sonda com
fluorescencia

ma rcagﬁ\

da sonda

desnaturagao
e hibridacao

’/////,,//

Adaptado de hitp./iww.genome.gov/




 —

12

wnsu..

.~§' e g

m&n-

11

Suw

10

AW T

%

TS

:

18

B3

.ﬁ#“
Ty

17

16

“\ﬁ'd >

3ESD
i

15

O

.ﬁaw.ﬂ,

14

22

21

20

19

Cariotipo: 46,X,+r



Identificar origem de cromossomo em anel

Centromero X: verde

46,X,+r.ish r(X)(DXZ1+)

Centrémero Y: vermelho




Identificar origem de cromossomo em anel

Centrémero X: verde :
+ +
Centrémero Y: vermelho 46,X,+r.ish r(Y)(DYZ3+)




Sindrome de Prader-Willi

Caracteristicas Clinicas:
*Obesidade (compulsao alimentar)
*Retardo Mental

Baixa Estatura

*Genitalia pouco desenvolvida

*Hipogonadismo

*Pés e maos pequenos




Sindrome de Prader-Willi

Heranca autossOmica dominante

Incidéncia 1/30.000

Causas Genéticas:
/5% - Delecao daregiao 15911-13 paterno
24% - Dissomia uniparental materna

<1% - Defeitos no centro de imprinting



FISH delecao 15g11-g13 paterna

SNRPN (15q11- delecao) 46,XX.ish del(15)(q11.2)(SNRPN-)
PML — controle de reacéo




Reproducao Assistida

D3 = 8 celulas




Técnica de FISH

Vantagens Desvantagens
- Uso de nucleos interfasicos - Alto custo
- Metafases com cromossomos - Analise de sequéncias
Inadequados para analise especificas

citogenética

- Cortes histologicos de tecidos
parafinados ou congelados,

esfregacos de mucosas
- Contagem de sinais especificos
- Rapida deteccao

- Resolucéao > 0,05 Mb



ARRAY CGH/ SNPs

(Comparative Genomic Hybridization)

* Indicado: atraso desenvolvimento neuropsicomotor,
espectros de autismo e malformacdes congénitas

 Na endocrinologia : obesidade severa de inicio precoce,
hipotireoidismo congénito, disgenesia tireoidiana,
genitalia atipica, baixa estatura e insuficiéncia ovariana

primaria



* Permite deteccao de ganho e perda de regides do
genoma (microscopicas e submicroscopicas)
* Nos SNPs arrays: dissomia uniparental e perda de

heterozigosidade (LOH)

» Sondas/oligonucleotideos fixados em laminas ou em
chips ou em beads
* Técnica trabalhosa, de alto custo e necessita de

bioinformatica
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® affymetrix Técnica llumina

Biology for a better world

Patient Reference
Green label Red label Spot Patient Control Green : Red
Mix &
Hybridise — - 1.0:1.0

‘ Computer Analysis 1 copy 2 copies

Gains (duplications)

Losses (deletions)




piz

Chrif
Chromosome View
CGH Pane

Delec&o + 40 Mb

gl2

q13.2

q21.1

q21.3

q22.2

q2a.1

q23.3

q24.2

qat1.1

I Duplicacdo £ 2,7 Mb

Canton, APM, Eur J Endocrin, 2014



Array CGH detecta delecdes ou ganhos submicroscopicos
(CNVs)

» CNV: Copy Number Variation (Variacdo do numero de
copias)
“Segmento de DNA com mais de 1 kb, com um
numero de copias variavel em relacdo a um genoma

referéncia”



Sites utilizados para a classificacao dos CNVs:
- DGV: CNVs Individuos saudaveis (Database of Genomic Variants)

http://projects.tcag.cal/variation

- DECIPHER: CNVs Individuos com fendtipos alterados (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensemble

Resources) hitp://decipher.sanqger.ac.uk/

-« UCSC Genome Browser: Conteudo génico das CNVs (UC Santa

Cruz) http://genome.ucsc.edu/

- OMIM: Funcao dos genes envolvidos (Online Mendelian Inheritance

In Man) https://www.omim.org/

VarElect https://varelect.genecards.org/
GTEX https://lwww.gtexportal.org
EXAC http://lexac.broadinstitute.org/


http://projects.tcag.ca/variation
http://decipher.sanger.ac.uk/
http://genome.ucsc.edu/

Classificacao de patogenicidade seguindo os critérios: segregacéao
familiar, descricbes previas (OMIM, databases), tamanho e conteudo
génico:

Patogénicas: alteragcGes nao reportadas no DGV, sobreposicao a
fenotipos alterados e rica em genes OMIM

Provavelmente Patogénicas: alterac6es nao reportadas no DGV, faz
sobreposicao a fenotipos alterados; com tamanho acima de 3 Mb,
contendo genes OMIM ou n&do, ou contém genes relacionados ao
fenotipo independente do tamanho

VUS (Variante de Significado Clinico Incerto): CNVs né&o reportadas no
DGV, mas que nao fecham critérios para patogénicas ou provavelmente
patogénicas

Provavelmente Benignas: podem conter genes OMIM, porém
amplamente descritas no banco de dados DGV.

Benignas : amplamente relatadas no banco de dados de saudaveis
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