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Cytogenetic diagnosis of patients with idiopathic mental retardation

Natalia Duarte Linhares’; Marta Svartman? Eugénia Ribeiro Valadares?

TR resumo

Retardo mental O retardo mental € uma condicéo presente em 2% a 3% da populacdo e mais da metade dos casos
ainda sdo considerados idiopaticos. Sua etiologia é heterogénea e as anomalias cromossomicas tém
importante contribuicéo. A aplicacdo de técnicas de citogenética classica e de citogenética molecular
tem permitido o diagndstico preciso em muitos casos, proporcionando melhor acompanhamento
SKY clinico e aconselhamento genético. Este trabalho tem como objetivo informar sobre os principais
exames atualmente disponiveis para a investigacdo de rearranjos cromossomicos em pacientes com
retardo mental idiopatico, incluindo cari6tipo com bandeamento G, hibridacéo in situ fluorescente
Array-CGH (FISH), cariotipagem espectral (SKY), amplificagdo de muiltiplas sondas dependente de ligagao (MLPA)
e hibridacdo gendémica comparativa em array (array-CGH).
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abstract IS

Mental retardation is a condition that affects 2%-3% of the population and more than half of the cases are | Mental retardation
still deemed idiopathic. Its etiology is heterogeneous and chromosome abnormalities play a significant role.
The application of classical cytogenetic and molecular cytogenetic techniques has enabled accurate diagnosis
in several cases, which allows better clinical monitoring and genetic counseling. This paper aims at informing
about the major tests currently available to investigate chromosome abnormalities in patients with idiopathic | sky
mental retardation, including GTG-banded karyotyping, fluorescence in situ hybridization (FISH), spectral
karyotyping (SKY), multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) and array-comparative genomic
hybridization (array-CGH). Array-CGH

Karyotype

FISH

MLPA

1. Mestra em Genética pela Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG); citogeneticista do Setor de Citogenética/Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da UFMG.

2. Doutora em Ciéncias Bioldgicas (Biologia/Genética) pela Universidade de Sao Paulo (USP); pds-doutora pela La Trobe University, Austrélia, pela USP e pelo National Institutes of Health (NIH);
professora adjunta do Departamento de Biologia Geral da UFMG.

3. Doutora em Medicina pela Johannes Gutemberg Universitaet Mainz; pds-doutora pela Universidade de Viena; especialista em Genética Médica e Genética Bioquimica Laboratorial pela Sociedade
Brasileira de Genética Médica (SBGM); professora associada 3 do Departamento de Propedéutica Complementar da UFMG.

33



34

LINHARES, N. D. et al. Diagndstico citogenético de pacientes com retardo mental idiopético ¢ | Bras Patol Med Lab ¢ v. 48 e n. 1 ¢ p. 33-39 o fevereiro 2012

Introducao

O retardo mental (RM), definido pela Organizacéo
Mundial da Satde (OMS) por um quociente de inteli-
géncia (Ql) menor que 70, é caracterizado por com-
prometimento de habilidades manifestadas durante o
periodo de desenvolvimento e que contribuem para
o nivel global de inteligéncia, ou seja, habilidades cog-
nitivas, de linguagem, motora e sociais (Classificacao
Internacional de Doencas, CID-10, versao 2007). O RM
manifesta-se antes dos 18 anos e nao pode ser diagnos-
ticado antes de a crianga completar 5 anos, quando as
medidas de inteligéncia sdo confiaveis para se aplicar o
teste de Ql. Para criancas com menos de 5 anos, o termo
atraso de desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM)
é usualmente utilizado®®.

O RM é uma condicdo presente em 2% a 3% da
populacdo geral®D. Anomalias cromossomicas sado
detectadas em 4% a 28% dos casos, dependendo da
selecdo dos pacientes e da sensibilidade das técnicas
empregadas® 759, A sindrome do cromossomo X fragil,
causada pela expansao da repeticdo CGG no gene FMRT,
é causa frequente de RM especialmente em homens,
com prevaléncia de 1/4.000 homens“®. O exame cito-
genético para deteccéo do sitio fragil em Xq27.3 nédo é
mais recomendado por apresentar baixa sensibilidade e
especificidade®. Nesse caso, o diagndstico é estabelecido
por exame molecular® 27,

Mais de 50% dos casos de RM ainda sdo considerados
idiopaticos®. Entretanto, o uso de metodologias mais
recentes evidenciaram que 10% a 25% dos casos de RM
envolvem rearranjos muito pequenos, subteloméricos ou
intersticiais®. Rearranjos cripticos envolvendo as regides
subteloméricas sdo provavelmente as causas mais frequen-
tes de RM idiopético, detectados em aproximadamente 5%
de um total de 2.672 individuos analisados® 2.

As consequéncias clinicas de um rearranjo cromossdmico
estao geralmente relacionadas com a localizacdo desse re-
arranjo, seu tamanho e a quantidade de genes envolvidos
e sua funcdo. A alta incidéncia de dele¢des subteloméricas
reflete o fato de que, devido a riqueza de genes nessas
regides, uma microdelecéo subtelomérica tem maior pro-
babilidade de causar um efeito fenotipico, mais comumente
o RMB2, Além disso, sdo areas particularmente propensas
a instabilidade gendmica devido as sequéncias repetitivas
nelas encontradas®* 39,

Métodos de investigacao

de rearranjos cromossdmicos

O cariétipo com bandeamento G é o exame citoge-
nético inicial indicado para pacientes com suspeita de
rearranjos cromossomicos®®, Os cromossomos metafasicos
dos pacientes sdo analisados com resolucédo de 400 a 550
bandas. No entanto, alteragdes cromossdmicas que afetam
segmentos menores que 5 Mb, denominadas cripticas, nao
sdo detectadas nesse nivel de resolucdo. Além disso, alte-
racdes maiores podem passar despercebidas dependendo
do padrédo de bandas das regides afetadas. Para melhorar a
resolucdo das metafases analisadas, Yunis desenvolveu uma
técnica para o estudo dos cromossomos humanos em alta
resolucdo, com 650 a 850 bandas, aumentando a possibi-
lidade de deteccdo de anormalidades menores®?. Porém,
esse € um método demorado, que exige muita experiéncia
do citogeneticista e que, por isso, ndo é apropriado para
a analise de rotina.

O advento da técnica de hibridacéo in situ fluorescente
(FISH) aumentou a resolugdo da analise cromossdmica,
permitindo a deteccédo de regides especificas, e desse modo
complementou o exame de citogenética classica“®. Nas
andlises de FISH, sondas de DNA de sequéncias homdlo-
gas as sequéncias-alvo sdo marcadas com fluorocromos e
hibridadas em cromossomos metaféasicos ou em células
interfésicas do paciente para determinar presenca, locali-
zacao e nimero das sequéncias gendmicas analisadas“> 7.
Essa técnica tem sido amplamente utilizada para identificar
anomalias cromossomicas submicroscépicas, como nas
sindromes de microdelecdo; entre estas podem ser citadas
as sindromes de Prader-Willi, Angelman, velocardiofacial,
DiGeorge e Williams®). Nesses casos, o exame de FISH
requer precisdo na suspeita clinica, j& que sdo analisadas
somente as sequéncias de interesse.

Utilizando-se sondas de segmentos clonados, como,
por exemplo, em cromossomos artificiais de bactéria (BAC)
cobrindo a extensdo da regido cromossdmica alterada pela
técnica de FISH, pode-se obter uma delimitacdo muito
mais precisa da sequéncia alterada e de seus pontos de
quebra® 1% 22 A identificacdo exata da regiao cromosso-
mica duplicada ou deletada é importante para a correlacdo
gendtipo-fenétipo.

Com o objetivo de “pintar” simultaneamente cada cro-
mossomo de uma cor, foram desenvolvidas as técnicas de
cariotipagem espectral (SKY)®% e multiplex (M)-FISH“%. Essas
metodologias utilizam sondas de “pintura cromossémica”
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de cada um dos cromossomos humanos marcadas por
combinacdes de fluorocromos distintos. As 24 sondas sdo
reunidas em um coquetel, pré-hibridadas com um DNA rico
em sequéncias repetitivas (p. ex, Cot-1 DNA) para evitar
hibridacdes cruzadas, e entédo sdo hibridadas a metafases do
paciente. As imagens sdo capturadas em um microscopio de
fluorescéncia, passando por um interferémetro na técnica de
SKY ou utilizando uma série de filtros de excitacdo e emissao
na técnica de M-FISH. Os dados sdo processados com um
software especifico, que gera uma imagem em que cada
cromossomo é marcado com uma cor diferente. A limitagdo
dessas técnicas estd na incapacidade de detectar rearranjos
intracromossémicos, como delecdes e inversdes. Além disso,
a faixa de deteccéo é limitada pela resolucéo do cariétipo do
paciente sendo analisado e os centrdmeros e bragos curtos
dos cromossomos acrocéntricos nao sofrem hibridacao devido
a supressao de sequéncias repetitivas. Essas técnicas tém sido
utilizadas para esclarecer alteracdes citogenéticas detectadas
previamente no cariétipo com bandeamento G, incluindo
cromossomos marcadores, translocacdes e rearranjos com-
plexos®3).

A técnica de amplificacdo de mdltiplas sondas depen-
dente de ligacdo (MLPA) permite a deteccdo do nimero
de copias de até 40 sequéncias de DNA gendmico em uma
Unica reacdo baseada na reacao de polimerizacdo em cadeia
(PCR)®3. Cada sequéncia-alvo € identificada por meio de
um par de sondas que hibridam com o DNA do paciente
em regides adjacentes. Apds a adicao de ligase, que faz a
juncdo das duas sondas, e posterior desnaturacdo, estas sao
amplificadas por PCR utilizando um primer universal marca-
do com um fluorocromo. A separacdo e a quantificagdo dos
produtos de amplificacdo sdo feitas por eletroforese capilar.
A identificacdo dos produtos é realizada com base no fato
de que cada um deles tem tamanho distinto devido a uma
sequéncia stuffer de tamanho conhecido inserida em cada
par de sondas. A MLPA tem a vantagem de ser um método
de andlise facil e rdpida, podendo também detectar facil-
mente delecbes/duplicagbes presentes no genoma. Entre
suas limitacOes estdo a incapacidade de detectar rearranjos
balanceados, a dificuldade de detectar mosaicismos baixos
(menos de 40% das células alteradas) e a sensibilidade da
técnica em relagdo a qualidade do DNA utilizado®@V.

A hibridacdo genémica comparativa (CGH) foi desen-
volvida inicialmente como uma ferramenta molecular para
identificar perdas e ganhos de segmentos cromossomicos
em uma avaliagdo global do genoma de células tumorais('?.
Na CGH, o DNA gendmico total do paciente em estudo,
marcado com um fluorocromo verde, juntamente com o

DNA gendmico total de um individuo normal (controle),
marcado com um fluorocromo vermelho, sao hibridados em
metéfases de um individuo com cariétipo normal. A andlise
é realizada com um programa que gera perfis de razéo da
fluorescéncia verde:vermelha ao longo de cada cromosso-
mo, permitindo identificar os locais em que houve ganhos
ou perdas de material genético. Desse modo, a analise da
CGH em metéfase tem aproximadamente a mesma reso-
lugdo do exame de caridtipo, e rearranjos cromossomicos
desbalanceados com uma resolucéo de aproximadamente
3-10 Mb podem ser detectados™. Apesar disso, a CGH é
um método de diagndstico muito (til, solucionando 10%
de casos idiopaticos de anomalias congénitas/atraso no
desenvolvimento e também de casos de RM®© 9.

Na busca de maior resolucdo para andlise do ndmero
de cépias de segmentos do genoma, foram desenvolvidos
métodos de CGH que usam segmentos genémicos impressos
ordenadamente em muiltiplas éreas de uma lamina de vidro —
€ o chamado array-CGH® 43, A resolugdo genomica dos
diferentes arrays é determinada pelo espacamento e pelo
tamanho de suas sondas, as quais podem ser sequéncias
de DNA gendmico humano inseridas em BAC (tamanho de
80-200 Kb) ou pequenas sequéncias de DNA sintetizadas,
como os oligonucleotideos (25-85 bp). Por exemplo, em
um array de oligonucleotideo de 60K, s&o impressos na
lamina 60 mil oligonucleotideos, cobrindo toda a extensdo
do genoma. Como o genoma humano apresenta apro-
ximadamente 3,2 Gb, o espacamento médio entre cada
oligonucleotideo é de aproximadamente 50 Kb.

No array-CGH, quantidades equimolares de DNA
gendmico da amostra do paciente e do controle sdo co-
-hibridadas no array genémico, em vez de serem hibridadas
em metéfases. Dessa forma, € possivel detectar perdas e ga-
nhos de determinados segmentos cromossdmicos, mas nao
o tipo de rearranjo cromossémico que os originou. Por meio
de um tipo especial de array, o polimorfismo de nucleotideo
simples (SNP) array, € possivel a identificacdo de dissomias
uniparentais de regides gendmicas, além de alteracdes de
um (nico nucleotideo e de segmentos cromossémicos
maiores®: 2. Porém, essas técnicas ndo detectam rearranjos
balanceados, como inversdes e translocacdes, alteracoes
centroméricas e alteracdes de células esporadicas. Uma vez
detectado o desequilibrio cromossdémico, é preciso com-
plementar o exame com outros métodos, como analises
por FISH, MLPA ou PCR quantitativo, a fim de confirmar o
achado e definir sua origem®.

Portanto, o array-CGH é um método que possibilita
uma andlise refinada de todo o genoma, sem necessitar
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de cultura de células. Por esse motivo, tem facilitado o
diagnéstico e a identificagdo das bases moleculares de vérias
alteracdes genéticas 3 4149, Entretanto, a interpretacdo
dos resultados é dificil, ja que muitas das alteracdes detec-
tadas sdo copy number variations (CNVs) sem significado
patogénico ou de significado clinico desconhecido. As
CNVs séo variacdes de nimero de cdpias de segmentos de
DNA com tamanho maior que 1 Kb, que ocorrem em cerca
de 6% do genoma humano®. Para confirmar se a CNV
encontrada esté relacionada com o fenétipo do paciente
&0 necessarias varias analises: verificar se os pais nao apre-
sentam CNV; se a CNV é encontrada em individuos com
o mesmo fenétipo e ndo em individuos saudaveis; se os
genes presentes na regido alterada estéo relacionados com
o fenétipo do paciente®. Para isso, varios bancos de dados
estdo disponiveis na internet, como http://www.ensembl.org;
http://projects.tcag.ca/variation; http://genome.ucsc.edu;
http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher®.

Com o objetivo de facilitar o diagndstico de criancas com
suspeita de rearranjo cromossomico subtelomérico, é possivel
a avaliacdo simulténea de todas as sequéncias subteloméri-
cas por meio do FISH multiprobe subtelomérico® 7). Nessa
técnica, sondas especificas das regides subteloméricas dos
bracos curtos e longos de todos os cromossomos humanos,
exceto dos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos,
sao multi-hibridadas em células do paciente em metéfase ou
intérfase. Com o intuito de realizar uma triagem de todas as
regides subteloméricas em uma Gnica reacdo/experimento,
outras técnicas similares surgiram, como o MLPA subte-
lomérico e o array-CGH subtelomérico. Essas técnicas sdo
amplamente utilizadas no diagndstico de pacientes de RM
idiopatico(> 1920 40),

Knight et al. utilizaram a técnica de FISH com sondas
subteloméricas para examinar a integridade dessas regides
em 284 criancas com RM idiopético moderado a grave, com
QI menor que 50, e em 182 criancas com RM idiopatico
leve, com QI entre 50 e 70U®. Rearranjos cromossémicos
subteloméricos foram observados em 7,4% das criancas
com RM moderado a grave e em 0,5% das criancas com
RM leve. As alteragbes eram herdadas em quase 50% dos
casos. Desse modo, foi demonstrado que as causas do RM

variam com sua gravidade: pacientes com RM moderado
a grave sao geralmente relacionados com uma Unica causa
patolégica, como rearranjo subtelomérico; ja pacientes com
RM leve geralmente tém etiologia multifatorial.

Conclusao

Exames com base em array (incluindo o array-CGH e
SNP array) possibilitam o diagnédstico de 15% a 20% dos
individuos com RM/ADNPM, distdrbios do espectro do au-
tismo e anomalias congénitas mdltiplas®. Ja o caritipo
com bandeamento G detecta alteracdes em cerca de 3%
dos casos ndo associados a sindromes cromossomicas

reconheciveis clinicamente, como a sindrome de Down.
Dessa forma, atualmente, exames com base em array tém
sido propostos como exames primarios para pacientes com
RM/ADNPM idiopatico' 2,

A utilizacdo de técnicas baseadas no array na pesqui-
sa e no diagnodstico tem levado a identificacdo de vérias
sindromes novas, expandido o espectro fenotipico de
sindromes ja conhecidas, elucidado as bases gendmicas
de condigdes clinicas bem estabelecidas e esclarecido os
mecanismos moleculares de algumas alteracdes cromos-
somicas®. Entretanto, deve-se ter cautela na interpretacdo
dos resultados de exames por ser frequente a identificacao
de alteracdes de significado clinico desconhecido ou sem
importancia clinica.

Todas as técnicas previamente descritas, embora de
dificil acesso, sdo realizadas em laboratérios de referéncia e
de pesquisa no Brasil, mas necessitam ser mais bem incor-
poradas pelo Sistema Unico de Sadde (SUS). As principais
vantagens e desvantagens de cada uma delas estdo listadas
na Tabela. Cabe ao médico, especialmente ao geneticista
clinico, conhecé-las o suficiente para requisitar os exames
mais adequados para seu paciente e saber interpretar seus
resultados. Também é fundamental que o laboratério
ofereca apoio ao médico para a interpretacdo certa dos
resultados. O diagndstico correto permite que o paciente
e seus familiares recebam acompanhamento e aconselha-
mento genético adequados.
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