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RESUMO

A monossomia do cromossomo 13 € um evento citogenético raro, descrito em
descendentes vivos como monossomia do cromossomo 13 parcial ou em anel . Os
principais achados clinicos que cursam com alterag6es no cromossomo 13 incluem
retinoblastoma, deficiéncia mental e de crescimento, malformacdes cerebrais, defeitos
cardiacos, deformidades de membros distais e digestivo e urogenital. O objetivo do
estudo foi relatar um caso de um recém-nascido encaminhado ao
NPR/PUCGoias/LaGene/Lacen/SES-GO com malformacdes congénitas que recebeu
o diagnostico genético de monossomia do cromossomo 13 em mosaico. O recém-
nascido foi encaminhado ao NPR/PUCGO/LaGene/LACEN/SES/GO para realizacao
do cariotipo e da técnica de FISH. Para o FISH foi usada a sonda de sequéncia Unica
13g14.2. Em 84,8% (123/145) das células analisadas foi visualizado dois sinais
fluorescentes vermelhos indicando a presenca de dois cromossomos 13 e em 15,2%
(22/145) dos nucleos analisados foi identificado apenas um sinal representando
monossomia do cromossomo 13. Dessa forma, os achados citogenéticos revelaram
monossomia do cromossomo 13 em mosaico em nucleos interfasicos. O caso
apresentou achados clinicos e fenotipicos semelhantes a Sindrome de Patau e outras
alteracdes envolvendo o cromossomo 13. O presente estudo contribuiu para ampliar
a quantidade de casos descritos na literatura cientifica associados ao cromossomo 13
permitindo uma melhor caracterizacdo de fendtipos complexos relacionados a

alteracdes no cromossomo 13.

Palavras-chave: Aneuploidia, FISH, Sindrome de Patau, Anomalias Cromossdmicas,
Citogenética.



ABSTRACT

Chromosome 13 monosomy is a rare cytogenetic event, reported in living offspring
only in partial monosomy of chromosome 13 or ring chromosome 13. The main clinical
findings related to chromosome 13 aberrations include retinoblastoma, mental and
growth deficiency, abnormalities in brain, heart, intestines, and kidneys, and distal limb
malformations. The aim of the study was to report a case of a newborn referred to
NPR/PUCGoias/LaGene/Lacen/SES-GO with congenital malformations who received
the genetic diagnosis of mosaic chromosome 13 monosomy. Patient was referred from
to NPR/PUCGoias/LaGene/LACEN/SES/GO to perform the karyotype and FISH
technique. For the FISH we used the unique sequence probe for the 13g14.2 region
and DAPI for counterstaining. Metaphases were not obtained to be analyzed, therefore
the analysis by GTG banding was not performed. In 84.8% (123/145) of the analyzed
cells, interphasic nuclei were seen with two red fluorescent signals, indicating the
presence of two chromosomes 13 and in 15.2% (22/145) of the analyzed nuclei, only
one signal was identified representing monosomy of chromosome 13. Thus, the results
revealed monosomy of chromosome 13 in mosaic. Mosaic chromosome 13 monosomy
was confirmed after the FISH test was performed with the analysis of interphase nuclei.
The reported case presented clinical and phenotypic findings similar to Patau's
Syndrome and other changes involving chromosome 13. The present study
contributed to increase the number of cases described in the scientific literature
associated with chromosome 13, allowing a better characterization of complex

phenotypes related to chromosome 13.

Keywords: Aneuploidy, FISH, Patau syndrome, chromosomal abnormalities,
Cytogenetics.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONCEITOS GERAIS SOBRE CROMOSSOMOS

O termo cromossomo tem origem do grego Kroma, “cor”, mais Soma, “corpo”.
Logo, sdo estruturas celulares que se coram fortemente por corantes citolégicos de
pesquisa (WALDEYER, 1888). O cromossomo € uma molécula de DNA compactada
presente no nucleo da célula. Os filamentos de DNA encontram-se envoltos em um
nucleossomo que consiste em oito proteinas histonas para produzir a fibra de
cromatina na fase de interfase da célula. A fibra de cromatina fica ligada a um
arcabouco de proteinas ndo histonas que resulta na estrutura do cromossomo que
pode ser visualizado microscopicamente na fase de metafase durante a divisdo celular
(NIH, 2020).

Os cromossomos desempenham um papel vital no ndcleo, pois sdo essenciais
para o DNA se replicar e segregar durante a diviséo celular. Eles ndo séao posicionados
aleatoriamente no nudcleo, mas organizados em areas especificas chamadas
territérios cromossémicos que mudam durante o ciclo celular e desenvolvimento
(DEAKIN et al., 2019).

A organizacao estrutural de um cromossomo consiste em uma constricao
primaria aonde esta localizada a regido de centrébmero. Os centrdbmeros ajudam a
manter 0os cromossomos alinhados corretamente durante o processo de divisao
celular. Conforme os cromossomos sdo copiados na preparacdo para a producéo de
uma nova célula, o centrébmero serve como um local de fixacao para as duas metades
de cada cromossomo replicado, conhecidas como crométides irméds. (GRIFFITHS et
al., 2013). O centromero delimita o centro do cromossomo o dividindo em duas partes
denominadas de braco curto e braco longo. O braco curto do cromossomo é chamado
de “brago p”, ja o braco longo € chamado de “brago q” (Figura 1). A posi¢éo da regido
do centrébmero define a forma cromoss6mica em cromossomos metacéntrico,
submetacéntrico, acrocéntrico e telocéntrico, sendo o ultimo ndo encontrado na
espécie humana (Figura 2). As regides de extremidade do cromossomo s&o
chamados de teldmeros, e sdo compostos por sequencias de DNA repetidas que séo
fundamentais durante a replicagdo do DNA (NASMYTH, 2001).
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Figura 1: Ideograma apresentando as principais estruturas do cromossomo, como

braco longo (q), braco curto (p), centrébmero e teldbmeros.

Fonte: Adaptado de Learn Genetics - University of Utah (2020).
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Figura 2: Representacdo dos tipos de cromossomos de acordo com a posi¢cao do
centrébmero. (A) Cromossomo 1 metacéntrico, (B) Cromossomo 4 submetacéntrico e

(C) Cromossomo 14 acrocéntrico.

Fonte: Adaptado de Learn Genetics - University of Utah (2020).



O genoma humano haploide é constituido de 22 cromossomos autossomos e
0S cromossomos sexuais X e Y, contendo cerca de 20.000 genes (SALZBERG, 2018).
Os genitores materno e paterno contribuem cada um com um conjunto de 22
autossomos e um cromossomo sexual. Portanto, as células humanas diploides
apresentam um conjunto de 23 cromossomos maternos e 23 cromossomos paternos.
Erros na distribuicAo dos cromossomos podem resultar em anormalidades
cromossOémicas que € a condi¢cdo no qual 0 nimero de cromossomos ou a estrutura
de qualquer cromossomo difere do cariétipo normal em uma célula ou um organismo.
Quando o genodtipo variante ndo estd associado a fenoétipos alterados, as
anormalidades cromossdmicas sdo referidas como variacdo cariotipica ou variacao
estrutural do genoma (SHEN, 2019).

1.2 ALTERACOES CROMOSSOMICAS

As células devem se dividir constantemente para que haja a renovacao das
células envelhecidas e para que o individuo se desenvolva de forma adequada.
Durante a divisdo celular, podem ocorrer erros em ocasifes raras podendo levar a
alteragcbes no numero ou estrutura dos cromossomos. As células reprodutivas
precisam conter o numero certo de cromossomos e eles precisam ter a estrutura
correta, caso contrario a prole poderd ndo se desenvolver da forma adequada,
podendo ocorrer sindromes como a Sindrome de Turner onde o individuo do sexo
feminino nasce apenas com um cromossomo X ao invés de duas copias encontrada
em outros individuos (SCHOLEY; BRUST-MASCHER; MOGILNER, 2003; MCINNES,;
WILLARD; NUSSBAUM, 2016).

As alteracbes ou mutacdes cromossémicas podem ser herdadas de um dos
genitores ou se desenvolver espontaneamente pela primeira vez no individuo, sendo
denominadas de constitutivas e adquiridas, respectivamente. As mutacdes
constitutivas sdo herdadas dos pais e estdo presentes em todas as células do
individuo. Também conhecidas como muta¢gBes germinativas pois estdo presentes
nas células reprodutivas parentais (BLOKZIJL et al., 2016; SHEN, 2019).

JA4 as mutacbes adquiridas ou conhecidas também como somaticas
desenvolvem-se em algum determinado momento da vida do individuo, resultando em

uma condicdo em que algumas células apresentam a anormalidade e outras néo.
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Esse tipo de alteracdo pode ocorrer por exposicao a fatores ambientais ou por erros
durante a divisao celular (ALEXANDROV et al., 2015).

Quando as alteragcdes sao adquiridas normalmente apresentam-se como
mosaico. No mosaicismo as muta¢cdes ocorrem em células somaticas durante o
desenvolvimento embrionario, essas alteracées nao sao herdadas dos pais, ocorrem
durante a divisdo celular na mitose no decorrer do crescimento do embrido resultando
no mosaicismo cromossomico, definido como a coexisténcia de linhagens celulares
cariotipicamente distintas derivadas de um unico zigoto (SANTOS, MARGARIDA AVO
et al., 2010). Os possiveis efeitos do mosaicismo podem variar levando em
consideracdo a natureza da alteracdo cromossémica, 0 momento da ndo-disjuncao,
os tecidos afetados e as conformidades dos diferentes complementos cromossomicos
(JACKSON; MEDEIROS; MIRANDA, 2010; BIESECKER; SPINNER, 2013).

1.2.1 ALTERACOES NUMERICAS

As alteracbes cromossdmicas sdo categorizadas em numeéricas e estruturais
podendo afetar tanto cromossomos autossdmicos quanto cromossomos sexuais. A
idade materna e certos fatores ambientais desempenham um papel importante na
ocorréncia dos erros genéticos. As anormalidades cromossdmicas podem ter
diferentes efeitos, dependendo da anormalidade especifica, podendo resultar em
aborto espontaneo, doencas ou problemas de crescimento ou desenvolvimento, entre
outras condi¢cdes (GENETIC ALLIANCE, 2009).

As anormalidades cromossdmicas numeéricas podem se apresentar de duas
formas, em aneuploidias e euploidas. A aneuploidia € uma das alteracGes
cromossOmicas mais comuns que resulta no aumento ou na reducédo de um ou mais
cromossomos, podendo levar a morte embrionéaria, perdas gestacionais e defeitos
congénitos (HASSOLD; HALL; HUNT, 2007). A aneuploidia pode ocorrer em cerca de
5% de todas as gestacfes conhecidas e grande parte dos pacientes aneuploides
apresentam trissomia, ou Seja, um Cromossomo a mais presente no par
cromossOmico, ou menos frequentemente uma monossomia, onde uma copia do
cromossomo especifico esta ausente, ao invés das duas copias habituais do
complemento diploide. Ambas alteracdes podem causar graves consequéncias ao

individuo. No caso de organismos eupléides as células sofrem alteracdes envolvendo
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conjuntos completos de cromossomos, nos quais 0 numero do genoma ocorre em
multiplos inteiros n, 3n, 4n, 5n etc. (MCINNES; WILLARD; NUSSBAUM, 2016 SEIXO,
2018).

Mecanismos que levam a aneuploidia ja foram completamente caracterizados.
A aneuploidia de cromossomos inteiros é causada por erros durante a segregacao
cromossOmica que resultam de ligacdes incorretas dos microtubulos do fuso ao
cinetécoro, um complexo proteico que se relne na regido centromérica de cada
cromossomo e que permite a formacdo de uma ligacao estavel aos microtubulos. A
falta de segregacdo cromossémica pode ocorrer devido a mutacdes ou defeitos
esporadicos que prejudicam a funcdo do fuso mitético, a estrutura do cinetdcoro, a
coesdo da cromatide irméa ou o ponto de verificacdo de montagem do fuso (SAC, do
inglés Spindle Assembly Checkpoint) (CHUNDURI; STORCHOVA, 2019).

1.2.2 ALTERACOES ESTRUTURAIS

As alteracdes cromossdmicas estruturais podem se apresentar de diversas
maneiras, através de trissomias, monossomias, microdelecbes, delecbes,
Isocromossomo, cromossomo em anel, transloca¢cdes em geral, envolvendo um
complexo de aberracbes cromossdmicas. As trissomias em geral ocorrem em
qualquer local do genoma, mas uma trissomia de um cromossomo inteiro raramente
€ compativel com a sobrevivéncia do individuo. O quadro mais comum de trissomias
compativeis com a vida é a trissomia do cromossomo 21, observada em 95% dos
pacientes com Sindrome de Down (MCINNES; WILLARD; NUSSBAUM, 2016).

Outras trissomias também séo reportadas como a trissomia do cromossomo 13
e 18, correspondendo a Sindrome de Patau e Sindrome de Edwards,
respectivamente. Isto ocorre porque esses trés cromossomos Sao 0S que possuem
menos genes localizados, pois a trissomia em autossomos que possuem grandes
nameros de genes na maioria das vezes letal para a espécie humana. Adicionalmente,
monossomias de cromossomo inteiro séo letais com exce¢do a monossomia do
cromossomo X, observado na Sindrome de Turner. As alteracdes no fendtipo
causadas por essas alteracdes cromossdmicas dependem inteiramente dos genes
especificos afetados e da sua probabilidade de transmissao para as geracoes futuras
(MARTINEZ-GLEZ et al., 2020).



Alteracfes cromossémicas estruturais resultam de uma quebra ou mais de uma
guebra cromossbmica que interrompem a continuidade da informacdo genética,
seguida da unido incorreta dos segmentos cromossémicos. Existem varios tipos de
anormalidades estruturais, incluindo delegéo, duplicacdo, isocromossomo, inversao,
cromossomo em anel e translocacao (YANG; WU; TSENG, 2013; GRIFFITHS et al.,
2013), apresentadas na Figura 3.
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Figura 3: Esquema representando diferentes alteragbes cromossOmicas estruturais
onde (A) representa uma translocacdo balanceada, (B) uma delecédo, (C) uma

duplicacédo, (D) uma inverséo, (E) um isocromossomo e (F) um cromossomo em anel.

Fonte: Adaptado de U.S National Librady of Medicine (2020).

Os rearranjos cromossomicos podem ser balanceados e nao balanceados. Os
rearranjos balanceados apresentam o conjunto cromossémico completo e podem
alterar a ordem dos genes no cromossomo, porém nao ha perda ou ganho do material
genético. Como o complemento total do DNA ainda estd presente neste tipo de
rearranjo, esse pode nao ser detectado porque podem néo resultar em alteracdes do
fendtipo ou em alguma doenca. Uma doenca pode surgir como resultado de um
rearranjo equilibrado se as quebras nos cromossomos ocorrerem em um gene,
resultando em uma proteina ausente ou nao funcional, ou se a fusdo de segmentos
cromossbémicos resultar em um hibrido de dois genes, produzindo um novo produto
proteico cuja fungéo é prejudicial a célula (GENETIC ALLIANCE, 2009).

Os rearranjos inversdo e a translocacdo sdo dois tipos comuns de rearranjos
balanceados. A inversao ocorre quando um cromossomo é quebrado em dois locais
diferentes e sofre um giro de 180° seguido pela unido do segmento invertido. A
translocacao reciproca € um rearranjo onde dois cromossomos ndo homélogos sofrem
uma quebra, criando partes acéntricas, que trocam de posicdo (MCINNES; WILLARD;
NUSSBAUM, 2016).
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Os rearranjos nao balanceados resultam na adicdo ou exclusdo do contetudo
de DNA de um segmento cromossdmico, podendo resultar em um balanco génico
anormal. Os rearranjos nao balanceados incluem as delec¢des, duplicagbes ou
insergdes. A delecéo envolve a perda de um segmento cromossOmico resultante de
uma unica quebra, com perda do fragmento distal, ou de duas quebras e perda do
segmento intersticial. Uma duplicacdo envolve a adicdo de um segmento
cromossomico (GRIFFITHS et al., 2013; MCINNES; WILLARD; NUSSBAUM, 2016).

1.3 O CROMOSSOMO 13

Segundo o banco de dados Ensembl 101 o cromossomo 13 é composto por
aproximadamente 115 milhdes de pares de base e representa um total de 3,5% a 4%
do genoma da célula. O cromossomo 13 possui 979 genes, sendo 321 genes
codificantes de proteinas e 658 genes nado codificantes de proteina que
desempenham diferentes papéis no corpo (OTERO; TRAVIESO, 2018; ENSEMBL,
2020). Nos humanos o cromossomo 13 é o0 maior acrocéntrico comparado aos
cromossomos 14, 15, 21 e 22 e possui 0 braco curto heterocromético contendo
sequencias de DNA repetitivo, incluindo regides de genes codificantes de RNA
ribossomal, ja o braco longo é eucromatico e compreende a maior parte ou todos 0s

genes que codificam proteinas do cromossomo (DUNHAM, 2004) (Figura 4).
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Figura 4: Ideograma do cromossomo 13 indicando os padrdes de banda caracteristico

para este cromossomo e suas regides, bandas e sub-bandas.

Fonte: Adaptado de U.S National Librady of Medicine (2020).

Alteracdes cromossO6micas envolvendo o cromossomo 13 j& foram relacionadas
com diferentes condi¢cbes de saude como, Sindrome de Feingold (OMIM#614326),
Retinoblastoma, Trissomia do 13, Trissomia parcial do 13, Monossomia parcial do 13,
Sindrome mieloproliferativa 8p11 e outros tipos de cancer (NIH, 2020).



A trissomia do cromossomo 13 conhecida como Sindrome de Patau, é uma
doenca genética que resulta da presenca de um cromossomo 13 adicional e esta
relacionado geralmente a ndo disjuncdo durante as primeiras divisbes na meiose
materna. A incidéncia para esta sindrome é cerca de 1/12.000 nascidos vivos. A
Sindrome de Patau € uma sindrome clinicamente grave, cerca de metade dos
individuos afetados morrem no primeiro més de vida, o0s principais sinais clinicos sao
deficiéncia intelectual grave e déficit no crescimento, malformagfes do sistema
nervoso central, microcefalia, coloboma de iris ou auséncia de olhos, entre outros
(DIAZ-VELIZ JIMENEZ; VIDAL HERNANDEZ; GONZALEZ SANTANA, 2016).

O retinoblastoma (OMIM#180200), € um tumor maligno intraocular causado por
mutacdes na linhagem germinativa, afetando cerca de 1/20.000 nascidos vivos,
ocorrem especificamente na banda 13ql4, devido a uma inativagdo de um gene
dominante supressor de tumor RB1, geralmente pacientes afetados apresentam
deficiéncia intelectual e alteracdes morfolégicas. O diagndstico precoce aumenta as
chances de preservar a vida da crianca e a funcionalidade do olho acometido (BAUD
et al., 1999; KIVELA et al., 2003; SHIELDS; LALLY, 2019).

A Sindrome do cromossomo 13 em anel € uma aberracdo cromossémica
estrutural, compativel com a vida, possui incidéncia de 1/58.000 nascidos vivos. E
resultado de uma quebra do cromossomo 13 causando a perda do material genético,
seus sinais clinicos mais comuns sao microcefalia, deformidade no rosto e cranio e
comprometimento cognitivo, é importante o diagndstico precoce para fornecer
aconselhamento genético para os pacientes afetados e suas familias (OTERO,;
TRAVIESO, 2018).

Monossomia do cromossomo 13 € extremamente rara, com apenas descri¢cdes
de monossomia do cromossomo 13 parcial ou em anel sendo relatados com
descendentes vivos (CUADRADO et al.,, 2000). Os principais achados clinicos
envolvendo monossomia parcial do cromossomo 13, cromossomo 13 em anel,
delecdo do braco longo do cromossomo 13 esta associada a um amplo espectro de
anormalidades, incluindo retinoblastoma, deficiéncia mental e de crescimento,
malformacdes cerebrais, defeitos cardiacos, deformidades de membros distais e

digestivo, urogenital e outras anormalidades (KATAOKA et al., 2012).



1.4 CITOGENETICA POR BANDEAMENTO GTG E HIBRIDIZACAO
FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

Para realizacao do carittipo as células sdo analisadas durante a metafase, por
ser um momento de grande condensacdo cromossdmica e melhor visualizacdo dos
cromossomos. A obtencdo de cromossomos metafasicos ocorre com o0 uso da
Colchicina que promove a interrupcéo do fuso na metafase, com posterior analise dos
cromossomos bandeados (SHABIR; WANI; NAWCHOO, 2017).

O bandeamento GTG envolve o tratamento dos cromossomos com a Tripsina
e coloracdo Giemsa, comumente utilizado para andlise de cromossomos humanos.
Os cromossomos em metafase sao tratados com tripsina e com o uso da Giemsa o
cromossomo adquire coloragéo e padrdes de bandas claras e escuras, este método
desnatura preferencialmente o DNA rico em AT que possuem menos genes ativos
(bandas G escuras) e consequentemente, cora regides ricas em GC que possuem

mais genes ativos (bandas G claras) ndo desnaturadas (BHAT; WANI, 2017).

O bandeamento GTG é a técnica mais amplamente usada para andlise de
cromossomos humanos. Este método oferece a vantagem de produzir laminas
permanentes que podem ser estudados sob uma luz padrdo no microscépio. A
cariotipagem é capaz de detectar poliploidia, aneuploidia, translocacdes, inversoées,
anéis e alteracbes no numero de coépias na faixa de tamanho de 4 a 6 Mb
(DARVHANKAR; NAWADE; KAMDAR, 2015).

A hibridizacao fluorescente in situ foi desenvolvida na década de 1980, é uma
abordagem que permite visualizacdo de segmentos especificos marcados de DNA
hibridizado e sequéncias de RNA complementares em cromossomos em células a
nivel molecular, possui grande variedade de aplicagbes sendo utilizadas em
pesquisas e diagnosticos (LIEHR, 2017).

A técnica de FISH forneceu outra dimenséo para o estudo de cromossomos e

o conhecimento com essa tecnologia possibilitou o desenvolvimento de outras
técnicas da citogenética molecular. O principio basico da técnica de FISH € um DNA
alvo de células, cortes de tecidos fixados, nucleos ou cromossomos metafasicos
fixados na lamina formaram um hibrido DNA:DNA. Ou seja, o DNA alvo e o DNA da
sonda marcada com fluorocromos sé&o desnaturados em fitas simples e renaturados
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ocorrendo a hibridizacdo especifica. A fluorescéncia € visualizada usando um

microscopio de fluorescéncia (RIEGEL, 2014) (Figura 5).

Figura 5: Hibridizac&o pela técnica de FISH em nucleo interfasico e em cromossomos
metafasicos. Representacdo da auséncia do sinal da sonda de espectro verde na
regido 13qter e a presenca de sinal de sonda de espectro vermelho para 139q14.3 em

cromossomo 13 em anel na metafase e na célula em interfase.

Fonte: Adaptado de Minasi et al., (2015).

Através da hibridizacao fluorescente in situ € possivel identificar variantes como
monossomias, trissomias, translocacdes em geral, microdelecdes e duplicacfes. A
técnica de FISH pode ser util no diagndstico clinico pré-natal e pés-natal, diagnoéstico
pré-implantacional e no diagnéstico e acompanhamento de diversos tipos de
canceres. A andlise de FISH também pode ser muito util na identificacdo do
mosaicismo, pois varias células podem ser analisadas de forma simultdnea o que
amplia a capacidade de identificacdo das situacdes de alteracdes em mosaico. A
técnica de FISH possui algumas limitacdes, uma delas é a necessidade de
predeterminar o alvo para analise, caso haja uma alteracdo no numero de copias fora
da regido de destino, ela ndo sera detectada, portanto para aplica¢des no diagnostico
€ necessario ter uma suspeita inicial do tipo de regido e alteracdo cromossémica para

a aplicacao desta tecnologia (GOMES, 2018).

O presente estudo tem como objetivo relatar um caso de uma crianga com
malformacgdes congénitas encaminhada ao Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR) da

11



PUC Goias/ LaGene - Laboratorio de Citogenética Humana e Genética Molecular da
Secretaria de Saude do Estado de Goias (LaGene/Lacen/SES-GO) para avaliacéo

cromossdmica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Relatar um caso de um recém-nascido encaminhado ao NPR/PUC Goias/
LaGene/Lacen/SES-GO com malformacfes congénitas que recebeu o diagndstico

genético de monossomia do cromossomo 13 em mosaico.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Coletar e analisar as informacdes do prontuario do paciente disponiveis no
NPR/PUC Goias/ LaGene/Lacen/SES-GO;

e Apresentar a utilidade da técnica de FISH para identificar aneuploidias;

e Confrontar os resultados clinicos e genéticos reportados por este estudo com

os dados disponiveis na literatura cientifica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo é descritivo do tipo relato de caso, realizado no Nucleo de
Pesquisas Replicon da PUC Goias (NPR/PUCGO) em conjunto com o Laboratério de
Citogenética Humana e Genética Molecular (LaGene/LACEN/SES/GO). As
informacdes do Caso descrito foram obtidas do prontuario da paciente no
NPR/PUCGO/LaGene/LACEN/SES/GO.

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

ApoOs a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
pelos pais da paciente, foi coletado uma amostra de sangue periférico da paciente por
profissionais da saude do Hospital Estadual Materno Infantil Dr. Jurandir do
Nascimento (HMI). 0] material coletado foi encaminhado ao
NPR/PUCGO/LaGene/LACEN/SES/GO no prazo maximo de uma hora apoés a coleta,
armazenado em tubos a vacuo heparinizado, identificado e refrigerado. No laboratério
a amostra heparinizada foi cultivada para obtengédo cromossomica para realizacéo do

caribtipo e posteriormente a realizacdo da técnica de FISH.
3.3 CARIOTIPO COM BANDAS GTG

Foi realizada cultura de Linfécitos T em curto prazo, para obtencdo de
metafases de acordo com protocolo adaptado (VERMA & BABU, 1995). Apés a
cultura, a suspensdao de células foi gotejada sobre vapor de banho-maria a 60°C, em
laminas limpas e desengorduradas. Em seguida foi feita a coloracéo utilizando o
corante Giemsa e apds a preparacdo das laminas foi realizada a analise pelo

microscépio de inversdo para avaliar a obtencéo de metafase.
3.4 HIBRIDIZA(;AO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

Para a realizagdo do método de FISH, as laminas com os nucleos interfasicos

foram desidratadas em solugcbes de 70, 85 e 100% de Etanol para aderéncia e
absorcdo das sondas de DNA. Posteriormente, as laminas foram colocadas em
aparelho de hibridizacdo por um periodo de 22 horas, para hibridizacdo da sonda de
DNA (13g14.2) no DNA alvo. Apos a hibridizacdo, as sondas de DNA néo ligadas
14



foram removidas usando solucao tampédo SSC e Tween 20. Todo o procedimento foi

realizado de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A sonda usada para marcacgédo do cromossomo 13 foi a Prenatal 13, 18 and 21
Enumeration Probe kit (Cytocell, Reino Unido). O kit € composto por um conjunto de
sondas destinado a deteccdo e quantificacdo dos cromossomos 13, 18 e 21 em
ndcleos interfasicos. A sonda para marcacéo do cromossomo 13 é de sequéncia Unica
para a regido 13q.14.2 (fluorescéncia vermelha) (Figura 6). Para contracoloragao foi
usado o DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole). Os nucleos interfasicos foram capturados
usando um microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e o software
ISIS® (Metasystems Corporation, Alemanha) foi usado para andlise dos nucleos. Os
resultados foram reportados de acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura

para Citogenética Humana (ISCN, 2016).
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Figura 6: Representacdo esquematica das regides que a sonda do cromossomo 13
tem cobertura. Estdo apresentadas os loci para o gene RB1 e marcadores D13S1195,
D13S1155 e D13S915.

Fonte: Adaptado de Cytocell (2020).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

No presente estudo, relatamos um caso de uma paciente recém-nascida com
indicacdo médica de Sindrome de Patau e os achados obtidos ap0s a realizagdo dos
testes citogenéticos.

Paciente do sexo feminino, recém-nascida, com 1 dia de vida, peso 1.595 Kg e
comprimento coroa-calcanhar de 4l1cm. Segundo relato da médica assistente,
disponivel no prontuario da paciente, a crianca apresentava malformacdes ao
nascimento como, holoprosencefalia, narina Unica ndo pérvia, faceis sindrémicas,
baixa implantacdo de orelhas, microcefalia e cardiopatia. A suspeita médica inicial era
Sindrome de Patau. O material biolégico da paciente foi encaminhado ao
NPR/PUCGO/LaGene/LACEN/SES/GO para analise citogenética. Apos realizacdo do
procedimento para obtencdo cromossdmica ndo houve expansao clonal e ndo foram
observadas na lamina metafases para serem analisadas por bandeamento GTG.
Portanto, ndo foi possivel realizar o Cariétipo. Com isso, foi realizado o teste de FISH
em ndcleos interfasicos e foi obtido o resultado nuc ish
(13x2)[123/145]/(13x1)[22/145].

Durante as analises do caso relatado, para a obtencéo do cariétipo ndo houve
expansao clonal e ndo foram observadas na lamina metafases para serem analisadas,
devido a isso a andlise por bandeamento GTG néao foi realizada. A auséncia de
metafases na cultura pode ter sido influenciada pelo transporte da amostra pois a
coleta foi realizada pelo hospital e encaminhada ao Nucleo de Pesquisas Replicon da
PUC Goias (NPR/PUCGO). Culturas para obtencdo de metafase com mais de 24
horas apés a coleta de sangue podem resultar em uma possivel reducdo na qualidade
do exame ou mesmo sua inviabilidade. O tempo decorrido, a fase pré-analitica e o
tempo de cultura do sangue periférico apdés a coleta sdo fundamentais para a
gualidade do teste de caridtipo (BULLA et al., 2014).

Ao analisar as imagens capturadas, foram visualizados nucleos interfasicos
com dois sinais fluorescentes vermelhos o que indica a presenca de dois
cromossomos 13 em 84,8% (123/145) das células analisadas e a visualizacédo de

ndcleos interfasicos com apenas um sinal indicou monossomia do cromossomo 13 em
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15,2% (22/145) dos nucleos analisados conforme apresentado na Figura 7. Dessa

forma, os resultados revelaram monossomia do cromossomo 13 em mosaico.

Figura 7: Analise da hibridizag&o fluorescente in situ em nucleos interfasicos. No
nucleo (A) é observado a auséncia de um sinal vermelho fluorescente indicando
monossomia do cromossomo 13 e no ndcleo (B) a célula apresenta dois sinais
fluorescentes vermelhos indicando a presenca do par cromossdmico 13. O sinal

fluorescente vermelho indica a marcacéao para a regido 13q14.2.
Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goias (NPR/PUCGO).

Segundo Kataoka et al., (2012), monossomia para autossomos, quando nao
em mosaico, € quase sempre letal. A grande maioria das gesta¢des provavelmente
sofre aborto espontaneo antes que a gravidez seja reconhecida. A sobrevida pds-natal
para monossomia do cromossomo 21 foi relatado por Wisniewski et al., (1983) no
entanto, nenhum nascido-vivo com monossomia do 13 foi relatado na literatura. No
presente estudo, a paciente nasceu com vida, apesar das malformacdes
apresentadas, possivelmente devido ao mosaicismo presente nas células, aonde

15,2% das células apresentavam a monossomia.

O mosaicismo cromossdmico € o resultado de um evento pds-zigoético e podem

envolver linhagens celulares distintas. Se as mudancas cariotipicas levarem a uma
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forma estavel de mosaicismo logo apds a concepcdo, consequéncias clinicamente
significativas podem ocorrer no desenvolvimento do feto. Portanto, é importante
documentar formas especificas de mosaicismo juntamente com seus achados
clinicos, particularmente para formas raras de mosaicismo, como o apresentado no
presente relato de caso, pois o relato desses acontecimentos permitira uma melhor
caracterizacdo de uma forma ndo comum de rearranjo cromossémico e das suas
manifestacbes clinicas (GENTILE et al.,, 1999). Mais de 160 casos de delecéo
envolvendo o cromossomo 13 j& foram relatados. Eles incluem delecao do braco longo
e braco curto do cromossomo 13 e cromossomo 13 em anel. No entanto, poucos

casos tém sido relatados de mosaicismo de monossomia 13 (KATAOKA et al., 2012).

A paciente descrita no estudo foi encaminhada para avaliagéo citogenética com
indicagdo médica para Sindrome de Patau. As caracteristicas clinicas da sindrome da
trissomia do cromossomo 13 também conhecida como Sindrome de Patau ja foram
bem estabelecidas (HAMERTON, 1971; WARKANY; PASSARGE; SMITH, 1966).
Elas incluem microcefalia, holoprosencefalia (HPE), hipertelorismo, microftalmia,
coloboma, fenda labial e palatina, micrognatia, baixa implantacdo das orelhas e
orelhas malformadas, doenca cardiaca congénita, polidactilia, arrinencefalia, surdez e
deficiéncia intelectual (OKA et al., 1977; ROSA, 2013; SPOLADORI et al., 2018).
Diante deste cenario clinico, a paciente apresentou algumas das caracteristicas
clinicas descritas para a Sindrome de Patau, mas a avaliacdo pela técnica de FISH
mostrou ser um caso de monossomia do 13 e nao trissomia do 13, como suspeitado

inicialmente pela equipe médica assistente.

A auséncia de material cromossdmico em 13g ou o cromossomo 13 em anel
pode resultar na Sindrome da Dele¢éo 13q. Dependendo do segmento deletado, uma
combinacdao diferente de anormalidades pode ser observada (NIEBUHR; OTTOSEN,
1973; NOEL; QUACK; RETHORE, 1976; KIM et al.,, 2009). De acordo com
Widschwendter et al., (2002) o fendtipo de uma dele¢cdo do bragco longo do
cromossomo 13 inclui retinoblastoma, deficiéncia intelectual, déficit de crescimento,
malformacéo cerebral, malformacdes renais, malformagdes cardiacas, atrésia anal,
varias anomalias menores da face e varios membros e malformacbes digitais,
algumas destas caracteristicas fenotipicas e malformacdes corroboram com o que foi

descrito para a paciente deste estudo.
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Adicionalmente, a paciente apresentou malformacdes graves como
holoprosencefalia. A HPE é uma malformacédo cerebral complexa que afeta o
prosencéfalo e a face. A etiologia da HPE é complexa, incluindo fatores genéticos e
ambientais, sendo que as anomalias cromossOmicas representam aproximadamente
45% dos casos de HPE (SAVASTANO et al., 2014). Segundo Noronha et al., (2001)
a incidéncia da HPE é variavel, estima-se entre 1/16.000 e 1/53.000 nascidos vivos.
E geralmente esporadica, entretanto, esta frequentemente associada as aberracdes
dos cromossomos 13 e 18 e triploidias.

A HPE é etiologicamente heterogénea e ja foi relacionada com alteracdes
envolvendo os genes SHH, ZIC2, SIX3, TGIF, PTCH, TDGF1, GLI2, DHCR7, FAST1/
FOXH1, DISP1, FGF8 e CDON (SAVASTANO et al., 2014). Marcorelles et al., (2002)
reportaram que ja foi demonstrado casos de HPE que envolvem rearranjos no
cromossomo 13, que estao relacionados a dele¢des parciais da regiao 32, devido a
haploinsuficiéncia do gene ZIC2. Considerando que o caso apresenta monossomia do
13, isso também iré& refletir na haploinsuficiéncia do gene ZIC2 para algumas células,
contribuindo para a HPE observada no caso.

As doencas cardiacas congénitas (DCCs) sao frequentemente encontradas em
associacdo com sindromes genéticas conhecidas, embora os padrdes classicos de
heranca Mendeliana ndo sejam geralmente observados. As aneuploidias sdo as
primeiras causas genéticas identificadas de DCC e a contribuicdo das anormalidades
citogenéticas varia de 9% a 18%. DCC é observada em até 50% dos nascidos vivos
com trissomia do cromossomo 21, 60-80% dos nascidos vivos com trissomia do
cromossomo 13 e 33% daqueles com monossomia do cromossomo X e cada
anormalidade cromossdmica esta preferencialmente associada a tipos especificos de
DCC (SALIBA et al., 2020).

O mecanismo de formagao envolvido na monossomia do cromossomo 13 em
mosaico, apresentado neste relato, provavelmente esta relacionado a um evento pos-
zigodtico, podendo ser uma ndo disjuncdo cromossomica ou atraso da anafase
(CONLIN et al., 2010). Se ocorrer quando o embrido estiver no inicio da diviséo celular,

0 mosaicismo é mais uniformemente encontrado por todo o corpo e pode ser

detectavel na maioria das linhagens celulares e tecidos resultantes. Por outro lado,
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guando ocorre em uma célula apos a diferenciacdo dos tecidos, 0 mosaicismo pode

ser confinado a apenas um ou poucos tecidos (MACIEL-GUERRA et al., 2012).

Considerando o fato de o cari6tipo nao ter sido realizado, foi realizada a técnica
de hibridizacéo in situ utilizando nucleos interfasicos para identificacdo da alteracéo
cromossOmica. O FISH é a técnica mais usada para localizacéo in situ, apresenta
vantagem quando comparada as técnicas de citogenética por bandeamento GTG,
podendo utilizar preparagbes de células em interfase e metafase. A inclusdo de
células em interfase para o estudo permite a avaliagdo de um maior numero de
amostras, o estudo de populacdes de células nao divididas e elimina um maior tempo

necessario para preparacées mitéticas (MOORE; BEST, 2001).

Por este motivo, a utilizacdo dos procedimentos de citogenética molecular sao
cada vez mais usados por diferentes laboratérios para a identificacdo de
anormalidades cromoss6micas (HOWE; UMRIGAR; TSIEN, 2014). Nos casos em que
nao ha a obtencdo de metafases apoés a cultura de células e a indicacdo médica é de
uma aneuploidia, € recomendavel o uso do método de hibridizac¢&o fluorescente in situ
(FISH) como teste de diagnostico permitindo um aumento na taxa de detec¢do de

anormalidades cromossdmicas numeéricas.

O presente caso relatado de monossomia em mosaico do cromossomo 13, é
um caso raro que possui achados clinicos e fenotipicos semelhantes a Sindrome de
Patau e a outras alteracdes envolvendo o cromossomo 13 como microcefalia,
holoprosencefalia, narina Unica ndo pérvia, baixa implantacdo de orelhas, faceis
sindrdmicas e cardiopatia. Neste sentido, o relato deste caso contribuiu para ampliar
a quantidade de casos descritos na literatura cientifica envolvendo o cromossomo 13
permitindo uma melhor caracterizacdo de fenotipos complexos relacionados aos

rearranjos cromossoémicos que envolvem o cromossomo 13.
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5. CONCLUSAO

o Apébs a obtencao das informacdes do prontuario foi observado que a paciente
apresentava um fenétipo complexo com mdltiplas malformacgdes ao nascimento.

o A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) é util na identificacdo, em nucleos
interfdsicos, de aneuploidias em mosaicismo, permitindo a identificacdo da
monossomia do cromossomo 13 em 15,2% das células analisadas e
consequentemente permitiu a realizacdo do diagndstico da paciente.

o Ao confrontar as informagdes do presente estudo com dados da literatura
cientifica identificamos que monossomia do cromossomo 13 é uma condicgdo rara e
gue a paciente apresentava algumas manifestacdes clinicas ja reportadas como
microcefalia, holoprosencefalia, baixa implantacdo de orelhas, cardiopatia e faceis
sindrémicas para a trissomia do cromossoma 13, cromossomo 13 em anel e delecéo
de 13q.
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