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Resumo 

As microdeleções e as microduplicações têm geralmente 1 a 2 Mb de tamanho e 

estão normalmente relacionadas, associadas a síndromes genéticos. Estes síndromes estão 

frequentemente associados a défice intelectual, atrasos no desenvolvimento, múltiplas 

anomalias congénitas, perturbações do espetro autista, entre diversos achados fenotípicos. 

A técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA, MRC-Holland, 

Netherlands) é um método eficaz de rastreio de microdeleções/microduplicações. 

Recentemente ficou comercialmente disponível um novo painel de MLPA, com sondas para 

regiões que foram nos últimos anos associadas a síndromes de 

microdeleção/microduplicação, o painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion 

Syndromes-2 (painel P297). 

Neste estudo foram analisadas com o painel P297 99 amostras, das quais 96 eram 

de pacientes que já tinham efectuado cariótipo e sido rastreados pelo painel SALSA® MLPA® 

Probemix P245 (painel P245) e cujos resultados foram normais, permanecendo assim sem 

diagnóstico. Destas 96 amostras sem diagnóstico, 89 apresentaram um número de cópias 

normais para as regiões estudadas e sete amostras apresentaram alterações no número de 

cópias. Três amostras analisadas eram de pacientes já com diagnóstico efectuado, com o 

objectivo de o confirmar e/ou complementar. Dois casos (1 e 2) apresentaram uma alteração 

na banda 1q21.1 (duplicação e deleção, respetivamente); os Casos 3, 4 e 5 apresentaram 

uma alteração na banda 3q29 (deleção, duplicação e deleção, respetivamente); os Casos 6, 

7, 8 e 9 apresentaram uma alteração na banda 15q13.3 (deleção em todos) e o Caso 10 

apresentou uma alteração na banda 18q21.2. Para cinco casos (2, 3, 4, 6 e 7) foi possível 

estudar a origem da alteração, sendo que em quatro casos são herdados e num caso é de 

novo.  

Com este trabalho foi possível demonstrar a importância do uso conjunto do painel P245 

e do painel P297 para um rastreio mais completo dos síndromes de 

microdeleção/microduplicação nos doentes estudados, apresentando-se como um recurso 

útil e económico a disponibilizar no laboratório de Citogenética do Centro de Genética 

Médica Doutor Jacinto Magalhães – Centro Hospitalar do Porto, EPE. 

 

Palavras chave: Microdeleções; Microduplicações; Síndrome; Citogenética molecular; 

MLPA; P297.
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Abstract 

Chromosomal microdeletions and microduplications are typically 1 to 2 Mb long and 

are usually associated with genetic syndromes. They have been proven to cause 

multisystemic pathologies frequently associated with intellectual disability, developmental 

delay, multiple congenital anomalies, autistic spectrum disorders and diverse phenotypic 

findings. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA, MRC-Holland, The 

Netherlands) is a good screening method for chromosomal microdeletions and 

microduplications. A new MLPA microdeletion panel for laboratory use, aiming to test 

patients for several new microdeletion syndromes, SALSA® MLPA® probemix P297 

Microdeletion syndromes-2 (P297), is recently commertialy available.   

  In this study 99 samples were tested using the P297 panel, 96 of these samples had 

been previously analysed both for chromosomal studies and SALSA® MLPA® Probemix P245 

(P245) and all their respective results were normal. From these 96 samples, 89 were normal 

and seven revealed a copy number alteration. Three of the analyzed samples, that were 

already diagnosed, were performed to confirm and/or complement the diagnosis. Two cases 

(1 and 2) showed an alteration in copy number in the band 1q21.1 (duplication and deletion, 

respectively); Cases 3, 4 and 5 showed an alteration in copy number in band 3q29 (deletion, 

duplication and deletion, respectively); Cases 6, 7, 8 and 9 showed an alteration in copy 

number in band 15q13.3; Case 10 showed an alteration in copy number in band 18q21.2. 

For five cases (2, 3, 4, 6 and 7) it was possible to study the origin of the alteration; four cases 

have been inherited and one case was de novo. 

With this work we demonstrate the importance of the combined use of MLPA panels 

P245 and P297 for more complete investigation of microdeletion/microduplication syndrome 

associated regions, which is a very useful and economical resource to be available in the  

Cytogenetics Unit of the Centro de Genética Médica Doutor Jacinto Magalhães – Centro 

Hospitalar do Porto, EPE. 

 

Key words: Microdeletions; Microduplications; Syndrome; Molecular Cytogenetics; MLPA; 

P297. 
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Capítulo1 – Introdução Teórica 

1 

1. Introdução  

 

1.1. Cromossoma: morfologia, estrutura e função  

Os cromossomas têm uma aparência linear, quando em metafase, sendo 

constituídos por dois braços contínuos ao centrómero, sendo que o braço mais pequeno é 

designado p e o maior por q. Estes podem ser metacêntricos (o centrómero localiza-se no 

meio e os dois braços tem praticamente o mesmo tamanho), submetacêntricos (o 

centrómero localiza-se aproximadamente, um pouco deslocado da região mediana e um dos 

braços é um pouco maior que o outro) ou acrocêntricos (quase não existe braço curto). 

A espécie humana apresenta 46 cromossomas que se organizam em 23 pares, 22 

pares de autossomas (cromossomas 1 a 22) e um par de cromossomas sexuais ou 

heterocromossomas (X e Y). Nos autossomas cada homólogo tem igual morfologia em 

ambos os sexos; já a constituição cromossómica sexual difere, a mulher tem um par de 

cromossomas X e o homem tem um cromossoma X e um Y. Um cromossoma de cada par 

tem normalmente, origem materna e outro de origem paterna. O conjunto único de 

homólogos (um cromossoma de cada autossoma e o cromossoma sexual) é o conjunto 

haploide. O número haploide (n) é 23 e esta constituição apenas existe nos gâmetas (oócito 

e espermatozóide) (Gardner et al., 2011). Em condições normais, todas as outras células do 

corpo, células somáticas, têm um conjunto duplo, constituição diploide (2n) com 46 

cromossomas. 

Antes da evolução das técnicas de bandagem, os cromossomas eram corados e 

ordenados em 7 grupos (A-G) baseados no seu tamanho (do maior para o mais pequeno), 

na razão entre o tamanho dos braços e na localização do centrómero (Shaffer et al., 2013). 

Os grupos organizam-se como:  

 Grupo A (1-3): grandes e metacêntricos;  

 Grupo B (4-5): grandes e sub-metacêntricos; 

 Grupo C (6-12 e X): médios e metacêntricos/ sub-metacêntricos;  

 Grupo D (13-15): médios, acrocêntricos e com satélites; 

 Grupo E (16-18): relativamente pequenos e metacêntricos/ submetacêntricos;   

 Grupo F (19-20): pequenos e metacêntricos;  

 Grupo G (21-22, Y): pequenos, acrocêntricos e com satélites (Y não tem 

satélites). 
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Atualmente, com o desenvolvimento de técnicas de bandagem, os cromossomas são 

distinguidos com base no seu tamanho, posição do centrómero e padrão de bandas. Os 

cromossomas apresentam uma série contínua de bandas escuras e claras. Banda é definida 

como a parte do cromossoma que é claramente distinguível dos seus segmentos adjacentes 

por aparecer mais clara ou escura, com uma ou mais técnica de bandas e reflectem, de 

forma geral, a organização funcional do genoma que regula a replicação, reparação, 

transcrição e recombinação genética do DNA (Shaffer et al., 2013). Dependendo da técnica 

usada, as bandas aparentemente escuras numa técnica podem ser claras usando outros 

métodos de bandagem. As bandas G positivas (bandas G escuras, bandas R claras) são 

ricas em Adenina e Timina e pobres em genes, enquanto que as bandas G negativas 

(bandas G claras, bandas R escuras) são ricas em Guanina e Citosina e em genes (Shaffer 

et al., 2013).  

As bandas e regiões cromossómicas são numeradas a partir do centrómero para as 

extremidades. A base molecular das técnicas de bandas envolve a composição das bases 

nucleotídicas, proteínas associadas e organização funcional do genoma.   

Os dois componentes químicos da cromatina são DNA e proteínas. As proteínas 

mantêm a integridade dos cromossomas e dividem-se em histonas e não histonas. As 

histonas são proteínas associadas ao DNA e fortemente conservadas. A cromatina existe 

em diferentes estados de condensação: eucromatina e heterocromatina. A eucromatina é 

menos condensada e contém normalmente o DNA codificante (genes), enquanto que a 

heterocromatina é mais condensada e compreende o DNA não codificante (Gardner et al., 

2011). As estruturas terminais dos cromossomas são os telómeros, que são sequências de 

DNA com muitas repetições da sequência genómica TTAGGG, que previnem a fusão com a 

cromatina de outros cromossomas (Gardner et al., 2011). O centrómero é uma região 

importante nas divisões celulares, sendo o local pelo qual o cromossoma se liga ao fuso 

acromático permitindo a migração das cromátides para os pólos opostos da célula em 

divisão e responsável pela ligação entre cromossomas homólogos na meiose. 
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1.2. Alterações cromossómicas  

As alterações cromossómicas são alterações dos cromossomas a nível numérico 

e/ou estrutural. Podem ser herdadas dos pais ou ocorrerem pela primeira vez no indivíduo, 

denominando-se de novo. Estas alterações ocorrem quando há um erro nas divisões 

celulares (meiose ou mitose). Quando um oócito ou espermatozóide com uma alteraçãos se 

funde com um gâmeta normal durante a conceção, dá origem a um embrião com uma 

alteração cromossómica presente desde a conceção e que envolve todas as linhas 

celulares. No entanto, estas alterações podem ocorrer depois da conceção devido a uma 

divisão mitótica incorreta no zigoto, dando origem a uma linha celular com uma componente 

cromossómica diferente, resultando num mosaico (Gardner et al., 2011). Quando há um 

desequilíbrio no material genético ocorrem alterações no padrão normal de 

desenvolvimento, que podem levar a um abortamento espontâneo, ou, caso isto não 

aconteça e o feto sobreviva, a um vasto leque de alterações fenotípicas com vários graus de 

gravidade, tanto a nível mental como físico.  

 

1.2.1. Alterações cromossómicas numéricas 

Nas alterações numéricas ocorre uma variação no número normal de cromossomas. 

Podem ter diferentes consequências, dependendo se é um autossoma ou um 

heterocromossoma, do cromossoma envolvido e se há diminuição ou aumento no número. 

As alterações numéricas podem ser de dois tipos: aneuploidias e euploidias.  

Uma aneuploidia consiste na perda ou ganho de um ou mais cromossomas, não 

incluindo um conjunto completo de cromossomas, sendo as alterações citogenéticas mais 

comuns (Regateiro, 2007). Exemplos de aneuploidias são as trissomias (2n+1) e as 

monossomias (2n-1). Nas trissomias temos como exemplo mais comum a trissomia 21 ou 

síndrome de Down (Figura 1), as monossomias são consideradas letais, exceptuando os 

casos de monossomia X ou síndrome de Turner e os casos de algumas monossomias em 

mosaico (Schinzel, 2001; Teixeira e Carreira, 2005) 

Uma euploidia baseia-se na alteração no número de um conjunto completo haploide 

de cromossomas, sendo de referir como exemplos as poliploidias (3n;4n…). Geralmente, 

zigotos portadores de uma euploidia não sobrevivem, sendo abortados espontaneamente.  
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1.2.2. Alterações cromossómicas estruturais 

As alterações estruturais resultam de pelo menos uma quebra num dos braços do 

cromossoma e podem modificar a expressão de genes no segmento cromossómico 

alterado, resultando em consequências para o indivíduo. Existem várias alterações 

estruturais, como deleções, duplicações, inversões, cromossomas em anel, translocações e 

isocromossomas. Estas alterações, ao contrário das alterações numéricas que são sempre 

desequilibradas, podem ser equilibradas ou desequilibradas (Keagle, 2006). Nos rearranjos 

estruturais equilibrados toda a informação genética está normalmente presente, apenas se 

organiza de forma diferente no conjunto de cromossomas (por exemplo nas translocações e 

nas inversões). Já os rearranjos estruturais desequilibrados estão geralmente associados à 

presença de mais ou menos informação genética (por exemplo deleções, duplicações, 

isocromossomas e cromossomas em anel). 

 

 

 

 

Figura 1 – Cariograma com uma alteração cromossómica numérica, neste caso estando 
presente uma trissomia 21, onde estão presentes três cópias do cromossoma 21 (47,XY,+21) 
(imagem cedida pelo laboratório de Citogenética do CGMJM-CHP). 
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1.2.2.1. Deleções  

As deleções são alterações em que parte do cromossoma é perdida, podendo 

ocorrer depois de uma quebra numa das extremidades do cromossoma, denominando-se 

terminal (Figura 2a), ou depois de duas quebras no interior do cromossoma, denominando-

se intersticial (Figura 2b) (Regateiro, 2007). As consequências fenotípicas podem variar 

consoante tamanho do segmento perdido e do número e função das sequências envolvidas 

na perda (Teixeira e Carreira, 2005). Deleções inferiores a 3 Mb de tamanho são 

denominadas microdeleções. 

 

 

 

 

 

 

1.2.2.2. Duplicações   

As duplicações (Figura 3) são alterações em que parte do cromossoma é duplicada, 

resultando em material genético extra. Estas podem ser diretas ou invertidas, consoante a 

orientação da região duplicada. Tal como nas deleções, as consequências fenotípicas 

dependem da extensão do material ganho, sendo geralmente menos graves que nas 

deleções (Regateiro, 2007). Consideram-se microduplicações quando o tamanho do 

fragmento duplicado é inferior a 3 Mb. 

 

  

 

 

 

Figura 2 – Imagem ilustrativa de uma deleção terminal e intersticial. a) A deleção terminal 
ocorre numa das extremidades e resulta de um ponto de quebra; b) uma deleção intersticial 
resulta de duas quebras no interior do cromossoma [adaptado de (Regateiro, 2007)]. 
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1.2.2.3. Inversões  

As inversões são alterações cromossómicas resultantes da interrupção génica do 

cromossoma por duas quebras, seguida da reintrodução nesse cromossoma, do segmento 

que se encontra entre elas, com rotação de 180º. Designam-se por paracêntricas (Figura 

4a), se envolverem um único braço do cromossoma e não envolverem o centrómero, ou 

pericêntricas (Figura 4b), se envolverem os dois braços do cromossoma e, 

consequentemente, o centrómero, sendo estas últimas mais frequentes (Regateiro, 2007).  

  

Figura 4 – Imagem ilustrativa de uma inversão paracêntrica e pericêntrica. a) Na inversão 
paracêntrica o centrómero não está envolvido no rearranjo; b) na inversão pericêntrica o 
centrómero está envolvido no rearranjo [adaptado de (Regateiro, 2007)]. 

Figura 3 - Imagem ilustrativa de uma duplicação. A região cromossómica envolvida na duplicação 
vai estar presente num número de cópias extra [adaptado de (Regateiro, 2007)]. 
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1.2.2.4. Cromossoma em anel  

  O cromossoma em anel (Figura 5) forma-se depois de duas quebras que ocorrem 

nas extremidades do cromossoma e consequente  fusão das extremidades, formando assim 

um anel e havendo perda de material genético. São acontecimentos raros, estando 

normalmente associados a alterações no fenótipo (Teixeira e Carreira, 2005). 

 

 

 

1.2.2.5. Translocações  

 Nas translocações uma parte do cromossoma é transferida para outro cromossoma. 

O cromossoma com este rearranjo é um derivativo, sendo classificado de acordo com o 

centrómero. As translocações podem ser recíprocas ou não recíprocas e robertsonianas. 

Numa translocação recíproca (Figura 6a) há uma troca de porções entre cromossomas não 

homólogos, não havendo alteração no número total de cromossomas e podendo esta 

ocorrer em qualquer cromossoma, já uma translocação recíproca ocorre entre cromossomas 

homólogos. Normalmente, translocações recíprocas não apresentam alterações fenotípicas 

no indivíduo portador, mas os portadores podem originar gâmetas com um desequilíbrio no 

conteúdo cromossómico, causando alterações fenotípicas nos descendentes (Regateiro, 

2007).  

Numa translocação robertsoniana (Figura 6b) há uma quebra no centrómero ou 

próximo deste seguido de uma fusão dos braços longos dos dois cromossomas no local da 

quebra, ocorrendo só entre cromossomas acrocêntricos (13, 14, 15, 21 e 22). Tal como 

numa translocação recíproca, o portador apresenta-se fenotipicamente normal, havendo o 

Figura 5 – Imagem ilustrativa de um cromossoma em anel. Este tipo de alteração surge depois 
de quebras nas extremidades do cromossoma e posterior fusão destas, formando um anel 
[adaptado de (Regateiro, 2007)]. 
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risco de produção de gâmetas desequilibrados. No caso de translocação robertsoniana 

entre cromossomas acrocêntricos homólogos (por exemplo 21;21), todos os gâmetas vão ter 

uma composição cromossómica anormal (Regateiro, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2.6. Isocromossoma  

 Os isocromossomas (Figura 7) possuem a deleção de um braço e duplicação do 

outro, tendo os dois braços uma constituição igual. A alteração surge devido à divisão 

transversal do centrómero separando o braço longo para um lado e o braço curto para outro 

(Regateiro, 2007). Os isocromossomas geralmente não são compatíveis com a vida devido 

à extensa deleção de material genético, exceptuando o isocromossoma do cromossoma X 

(Regateiro, 2007). 

 

Figura 6 – Imagem ilustrativa de uma translocação recíproca e de uma translocação 
robertsoniana. a) Na translocação recíproca à troca recíproca de segmentos entre dois 
cromossomas não homólogos; b) na translocação robertsoniana há uma quebra perto ou no 
centrómero e subsequente fusão dos braços longos no local de quebra [adaptado de (Regateiro, 
2007)]. 
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Figura 7 – Imagem ilustrativa de um isocromossoma. Num isocromossoma o material dos dois 
braços tem igual constituição a partir do centrómero [adaptado de (Regateiro, 2007)]. 
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1.3. Microdeleções e Microduplicações 

 As microdeleções e microduplicações cromossómicas são deleções/duplicações 

submicroscópicas, que envolvem geralmente entre 1 a 2 Mb de DNA. Algumas destas 

microdeleções/microduplicações estão já associadas a variados síndromes genéticos, 

alguns com fenótipos estabelecidos, que são denominados síndromes de 

microdeleção/microduplicação. Estes síndromes estão frequentemente associados a défice 

intelectual, atrasos no desenvolvimento, múltiplas anomalias congénitas, perturbações do 

espetro autista e diversos achados fenotípicos (Vissers et al., 2003; Lupski e Stankiewicz, 

2005; Shuib et al., 2006; Mefford et al., 2007; Klopocki et al., 2008; Nevado et al., 2014; 

Watson et al., 2014). 

 Os síndromes de microdeleção surgiram com a associação de determinados 

fenótipos sindrómicos com atraso mental a determinada microdeleção ou microduplicação 

(de Vries et al., 2005; Willat et al., 2005), entre elas a síndrome DiGeorge/Velocardiofacial 

(deleção na região 22q11), síndrome de Prader-Willi (deleção da região 15q11-q13 de 

origem paterna), síndrome de Angelman (deleção da região 15q11-q13 de origem materna), 

síndrome de Smith-Magenis (deleção da região 17p11) ou síndrome de Williams-Beuren 

(deleção da região 7q11), apresentando-se estes como os mais comuns (Willat et al., 2005; 

Shuib et al., 2006; Watson et al., 2014). 

As microdeleções/microduplicações incluem-se numa fração das Copy Number 

Variants (CNV) (Watson et al., 2014), que têm há muito sido associadas com distúrbios 

genómicos. As CNV são uma classe dos rearranjos genómicos, definidas como deleções e 

duplicações de segmentos de DNA, que têm menos de 1 kb de tamanho até milhões de 

pares de base, estando assim presentes num número variável de cópias quando 

comparados com o genoma representativo da população (Emanuel e Shaikh, 2001; Redon 

et al., 2006; Rodriguez-Revenga et al., 2007; Stranger et al., 2007; Watson et al., 2014). 

Estas CNV são usualmente flanqueadas por sequências low-copy repeats (LCR), que 

tornam as regiões entre estas sequências susceptíveis a rearranjos (Shaw e Lupski, 2004; 

Lupski e Stankiewicz, 2005; Sharp et al., 2005; Redon et al., 2006; Lupski, 2007; Rodriguez-

Revenga et al., 2007; Kumar, 2008). 

Um dos mecanismos que leva à formação de CNV é a recombinação homóloga não-

alélica (non-allelic homologous recombination – NAHR) (Figura 8), que resulta de crossing 

over desequilibrado entre LCR (Emanuel e Shaikh, 2001; Korf, 2002; Stankiewicz et al., 

2003; Lupski e Stankiewicz, 2005; Lee e Lupski, 2006; Reymond et al., 2007; Gu et al., 

2008; Klopocki et al., 2008; Hirschfeldova et al., 2011; Watson et al., 2014). Foram 
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implicados outros mecanismos como causa de diversos rearranjos genómicos (Emanuel e 

Shaikh, 2001; Gu et al., 2008; Weise et al., 2012; Watson et al., 2014), mas as 

microdeleções/microduplicações foram demonstradas surgir principalmente através de 

NAHR (Korf, 2002; Lupski e Stankiewicz, 2005; Lee et al., 2007; Lupski, 2007; Klopocki et 

al., 2008; Hirschfeldova et al., 2011). 

Os níveis de expressão génica podem ser afectados, como consequência de uma 

CNV, por diferentes mecanismos como alterações na dosagem génica, interrupção génica, 

efeitos de posição, entre outros (Lupski e Stankiewicz, 2005; Redon et al., 2006; Stranger et 

al., 2007; Kumar, 2008). A maioria das microdeleções causam haploinsuficiência do gene ou 

dos genes envolvidos sendo que a cópia do gene intacta não consegue produzir uma 

quantidade de proteína para assegurar a função normal, o que resulta em doenças 

genómicas (Freeman et al.,2006; Theisen e Shaffer, 2010; Nevado et al., 2014). 

A mesma microdeleção ou microduplicação pode apresentar uma variabilidade de 

expressão e de penetrância (Redon et al., 2006; Nevado et al., 2014; Shawky, 2014), isto 

deve-se não só à quantidade de material genético perdido ou ganho, respetivamente (Shuib 

et al., 2006; Rodriguez-Revenga et al., 2007; Boggula et al., 2014), mas também a fatores 

epigenéticos, entre outros fatores (Shawky, 2014). Contudo, as microduplicações parecem 

apresentar uma expressão fenotípica mais variável e uma penetrância incompleta, bem 

como originar fenótipos clínicos menos severos quando comparadas com as microdeleções, 

o que leva há existência de mais síndromes de microdeleção conhecidos do que síndromes 

microduplicações (Rodriguez-Revenga et al., 2007; Weise et al., 2012). 

Figura 8 – Representação esquemática do mecanismo recombinação homóloga não-
alélica (NAHR), indicado como um dos principais mecanismos de formação de 
microdeleções/microduplicações. As linhas representam as duas cadeias do DNA e os 
rectângulos representam low copy repeats (LCR). Estes LCR alinham-se de forma não-alélica e a 
subsequente recombinação leva a uma deleção ou duplicação [adaptado de (Gu et al., 2008)]. 
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1.4. Citogenética convencional 

A citogenética é o ramo da Biologia que se dedica ao estudo do material genético a 

nível celular. Esta pode analisar quer as consequências de uma meiose anómala que 

produz gâmetas com composição cromossómica anormal em número ou estrutura, o que 

causa as alterações pré-zigóticas (Gardner et al., 2011); quer alterações mitóticas que 

originam alterações pós-zigóticas (mosaicos).  

Em 1882 foram registadas imagens dos cromossomas humanos em mitoses de 

células tumorais por Walter Flemming (Regateiro, 2007), tendo em 1888 surgido o termo 

“cromossomas” (grego chromos que significa cor e soma que significa corpo), atribuído por 

Waldeyer, depois do desenvolvimento de técnicas que permitiam corar os cromossomas 

(Ponnuraj, 2011). A descrição do número correto de cromossomas do Homem foi feita em 

1956, por Tijo e Levan (Ponnuraj, 2011) e três anos mais tarde, Lejeune e os seus 

colaboradores fizeram a primeira associação entre patologia e cromossomas, com a 

observação de um cromossoma 21 extra em pacientes com Síndrome de Down, condição já 

descrita em 1866 por John Langdon Down (Regateiro, 2007).  

Como já referido, a distinção dos cromossomas começou por ser feita em 

cromossomas corados que se ordenavam em 7 grupos (de A a G) (Shaffer et al., 2013), mas 

a evolução das técnicas de bandagem permitiu uma melhor identificação de alterações 

cromossómicas, como deleções, duplicações e inversões. Estes avanços técnicos foram 

importantes na evolução da capacidade de diagnóstico da citogenética clínica e na evolução 

da nomenclatura cromossómica. A representação esquemática do padrão de bandas é o 

ideograma. A organização dos cromossomas com o par correspondente é designada como 

cariograma (Figura 9) (Gardner et al., 2011). O termo cariótipo é usado para designar a 

constituição cromossómica (46, XX ou 46, XY no caso normal). 

O cariótipo é a análise de citogenética convencional e baseia-se na observação ao 

microscópio de células em metafase, para deteção de alterações numéricas e estruturais 

através da contagem de cromossomas e observação das bandas (Figura 9), 

respetivamente. Esta técnica permite detetar alterações estruturais com um tamanho 

mínimo de 5 Mb, podendo a resolução das bandas depender de vários outros fatores. Em 

1976 foi introduzida a alta resolução por Yunis (Regateiro, 2007), possibilitando o estudo de 

rearranjos cromossómicos mais subtis (Theisen e Shaffer, 2010). Isto foi possível através da 

sincronização de ciclos celulares de células em cultura, conseguindo assim cromossomas 

com uma resolução de aproximadamente 800 bandas (Shaffer et al., 2013). Com as 

técnicas de citogenética molecular foi possível ultrapassar a barreira da resolução das 
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técnicas de citogenética convencional (Korf, 2002; Rodriguez-Revenga et al., 2007; 

Pohovski et al., 2013; Boggula et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 –a) Metafase de células de sangue periférico humano com bandas G, observada ao 
microscópio. b) Cariograma com bandas G de uma amostra de sangue periférico de um 
indivíduo normal do sexo masculino, com o cariótipo 46,XY (imagens cedidas pelo laboratório de 
Citogenética do CGMJM-CHP). 
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1.5. Citogenética molecular 

A citogenética molecular iniciou-se nos anos 80 com o desenvolvimento da técnica 

Fluorescent in situ Hybridization (FISH) (Regateiro, 2007), que consiste na hibridação com 

sondas marcadas com fluorocromos para observação de regiões cromossómicas 

específicas com recurso ao microscópio de fluorescência. Nesta técnica pode ser usada 

uma sonda ou uma combinação de diversas sondas, marcadas por fluorocromos diferentes 

(Regateiro, 2007). 

Ao longo dos anos houve o desenvolvimento de novas técnicas e atualmente existem 

outras técnicas de citogenética molecular, entre elas o array Comparative Genomic 

Hybridization (aCGH), a Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), que, 

apesar de ser uma técnica de biologia molecular, é muito utilizada em laboratórios de 

citogenética, entre outrasvtécnicas. Estas duas técnicas permitem uma avaliação mais 

precisa das variações no número de cópias em diferentes regiões, tornando-se uma boa 

escolha nas análises de rotina de regiões subteloméricas e microdeleções (Pohovski et al., 

2013). 

Estas técnicas permitiram um aumento da deteção de alterações submicroscópicas 

(de Vries et al., 2005; Theisen e Shaffer, 2010; Jehee et al., 2011; Boggula et al., 2014), que 

por técnicas de citogenética convencional não seriam detetadas. O avanço da citogenética 

molecular foi uma mais-valia para os testes laboratoriais, avaliação clínica, diagnóstico e 

prognóstico dos doentes. 
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1.6. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification  

 A técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) foi descrita 

pela primeira vez por Schouten e colaboradores em 2002 (Schouten et al., 2002). 

Atualmente, já se encontram comercialmente disponíveis mais de 300 painéis para 

diferentes aplicações, disponibilizados pela MRC-Holland (Theophilus e Rapley, 2011; 

Stuppia et al., 2012). O MLPA é um método baseado na reação em cadeia da polimerase 

(Polymerase Chain Reaction – PCR) multiplex que utiliza cerca de 50 sondas, cada uma 

específica para uma sequência, o que permite detetar alterações no número de cópias de 

várias sequências de DNA ou RNA humano numa só reação (Schouten et al., 2002; 

Jankowski et al., 2008; Coffa e van den Berg, 2011; Gardner et al., 2011; Stuppia et al., 

2012; Khouzani et al., 2014). Esta técnica pode ser resumida e dividida em seis passos 

(Figura 10): 

1. Desnaturação do DNA; 

2. Hibridação das sondas com o DNA; 

3. Ligação das sondas hibridadas; 

4. Amplificação PCR das sondas ligadas; 

5. Separação por eletroforese capilar; 

6. Análise e interpretação dos resultados. 

No MLPA, o DNA previamente desnaturado hibrida com o conjunto de sondas. Cada 

sonda consiste em duas hemisondas de oligonucleótidos (5’ e 3’ hemisondas) separadas 

por uma única base, que são constituídas por uma sequência específica para o DNA alvo ou 

sequência de hibridação, uma sequência terminal universal onde se vai ligar o primer, e uma 

ou ambas as sondas possuem uma sequência stuffer (Sellner e Taylor, 2004; Jankowski et 

al., 2008). Esta sequência stuffer apresenta um tamanho variável permitindo a obtenção de 

fragmentos de diferentes tamanhos no final da reação, normalmente entre 130 a 500 pares 

de base (bp), necessários para permitir a separação eletroforética. Se cada hemisonda 

hibridar adjacentemente com o DNA alvo, vão depois ser ligadas pela enzima Ligase-65, 

formando assim um fragmento. No MLPA não é o DNA que é amplificado e quantificado, 

mas sim as sondas adicionadas, que só são amplificadas se as duas hemisondas estiverem 

ligadas, formando um fragmento, ou seja, se a sequência alvo estiver presente. O facto de 

ser necessária a ligação das duas hemisondas em locais adjacentes para que o fragmento 

seja amplificado torna a técnica mais específica (Schouten et al., 2002; Sellner e Taylor, 

2004; Theophilus e Rapley, 2011; Stuppia et al., 2012). Assim, o fragmento pode então ser 
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amplificado por PCR usando primers, em que um dos primers está marcado com 

fluorescência, permitindo a visualização dos fragmentos durante a separação eletroforética. 

Como todos os fragmentos têm sequências terminais iguais (sequência terminal universal) é 

possível uma amplificação simultânea com apenas um par de primers (Schouten et al., 

2002). O uso de apenas um par de primers torna a reação de amplificação bastante robusta 

(Hills et al., 2010) e elimina os problemas com a desigual eficiência de amplificação causada 

pelos múltiplos pares de primers (Theophilus e Rapley, 2011).  

Os produtos resultantes da reação de amplificação vão ser posteriormente 

separados, por tamanho, através da eletroforese capilar. Esta separação é realizada num 

sequenciador genético que vai dar origem a um eletroferograma específico. O 

eletroferograma obtido consiste num padrão de picos no qual o tamanho ou área dos picos 

derivam da medição da fluorescência dos fragmentos resultantes da PCR (Stuppia et al., 

2012). Os dados obtidos são posteriormente “normalizados” pela normalização intra-

amostra, que estabelece a comparação entre o sinal relativo de cada sonda na amostra e o 

sinal relativo das sondas de referência; e pela normalização inter-amostra que compara os 

sinais relativos de cada sonda na amostra com os sinais relativos de cada sonda nas 

amostras controlo (Schouten et al., 2002; Sellner e Taylor, 2004; Coffa e van den Berg, 

2011; Stuppia et al., 2012). Assim, a altura ou área relativa dos picos será proporcional ao 

número de cópias das sequências alvo presentes na amostra. Os controlos usados são de 

indivíduos normais, com descendência normal, onde se espera que exista o número de 

cópias normal das sequências de DNA alvo que estão a ser analisadas (Coffa e van den 

Berg, 2011). Estas amostras controlo de indivíduos saudáveis são muito importantes para 

originar resultados fiáveis, uma vez que pequenas diferenças entre diferentes experiências 

podem alterar o padrão de picos (Theophilus e Rapley, 2011). Desta forma, é possível 

avaliar que regiões apresentam o número de cópias alterado.  

Os painéis de MLPA têm também presentes fragmentos que permitem o controlo 

interno da qualidade da reação, dando-nos informação sobre a eficiência da reação e a 

quantidade de DNA usado (Stuppia et al., 2012). O fragmento de referência de 92 bp forma 

uma marca de referência para comparar com os outros fragmentos controlo. Os quatro 

fragmentos Q (64, 70, 76 e 82 bp de tamanho) são fragmentos de controlo de quantidade 

(Quantity Control-Fragments), sendo a altura dos picos inversamente proporcional à 

quantidade de DNA. Os dois fragmentos D (Denaturation Control Fragments), de 88 e 96 bp 

de tamanho, são compostos por sequências com “ilhas CpG”, sendo que estas ilhas são 

difíceis de desnaturar, o que vai indicar problemas na desnaturação da amostra de DNA 

quando os respetivos picos estiverem diminuídos. Por fim, existem os fragmentos de 100 e 
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105 bp, que corresponde à amplificação de regiões específicas nos cromossomas X e Y, 

respetivamente.  

 

 

Figura 10 - Principais passos da reação de MLPA. Na primeira etapa, o DNA da amostra é 
desnaturado (1) e é posteriormente adicionada a mistura de sondas. As sondas vão hibridar com 
as sequências alvo (2), que vão depois ser ligadas pela enzima ligase-65 durante a reação de 
ligação (3). De seguida ocorre a PCR com os primers universais (4), e apenas as sondas ligadas 
serão amplificadas. Por último os produtos de amplificação são separados por eletroforese capilar 
(5) e os resultados analisados (6) (adaptado de Schouten et al., 2002). 
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Na análise dos resultados espera-se que o sinal da sonda esteja reduzido numa 

proporção de aproximadamente 0,5 em relação ao controlo se houver uma deleção 

heterozigótica da sequência alvo e um aumento de aproximadamente 1,5 na proporção se 

houver uma duplicação heterozigótica. No caso de uma deleção homozigótica ou 

hemizigótica haverá uma ausência do pico específico para a sequência alvo, quando 

comparada com uma amplificação normal do controlo. Se estiverem presentes duas cópias 

da sequência alvo, sendo normal, espera-se uma intensidade do sinal relativo igual ao 

controlo. Os índices das sondas abaixo de 0,75 e acima de 1,25 são indicadores 

“estimados” de uma deleção ou duplicação, respetivamente.  

Uma das principais aplicações do MLPA é a detecção de alterações do número de 

cópias, existindo painéis para diversas regiões e direcionados para diferentes patologias, 

como os painéis para microdeleções (por exemplo, P245 e P297) e regiões subteloméricas 

(por exemplo, P036 e P070). Para além da quantificação do número de cópias, o MLPA está 

também disponível para outras aplicações: 

 Genotipagem de mutações pontuais e SNPs; 

 Deteção do estado de metilação (MS-MLPA); 

 Quantificação relativa de mRNA (RT-MLPA). 

 O MLPA apresenta algumas limitações, entre elas: 

 Como as sondas usadas são limitadas em tamanho podem não detetar rearranjos 

mais complexos, que se encontrem total ou parcialmente fora da sequência alvo e 

não serem assim suficientes para entender toda a causa subjacente da doença 

(Khouzani et al., 2014); 

 Não deteta alterações estruturais equilibradas, uma vez que se baseia na 

comparação de quantidade de DNA e os rearranjos equilibrados produzem alteração 

nas sequências e não no número de cópias (Hirschfeldova et al., 2011; Stuppia et al., 

2012); 

 Não é sensível à presença de mosaicismo, uma vez que a presença de células 

normais pode “disfarçar” a presença de alterações (Stuppia et al., 2012); 

 Maior sensibilidade a impurezas e à degradação do DNA que um PCR convencional 

(Stuppia et al., 2012).  
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Apesar das limitações, o MLPA provou ser uma técnica bem estabelecida para a 

detecção de alterações no número de cópias nos genes (Schouten et al., 2002; Hills et al., 

2010), apresentando diversas vantagens, nomeadamente: 

 Permite a análise simultânea e quantificação relativa de mais de 50 sequências em 

várias amostras de DNA numa só reação (Theophilus e Rapley, 2011; Khouzani et 

al., 2014), o que a torna uma técnica bastante reprodutível (Schouten et al., 2002); 

 Tem elevado rendimento (Sellner e Taylor, 2004; Theophilus e Rapley, 2011; Stuppia 

et al., 2012); 

 Apresenta resultados fiáveis (Jehee et al., 2011); 

 É fácil e rápida de realizar, sendo o seu protocolo idêntico para diferentes aplicações 

(Theophilus e Rapley, 2011) e estando os resultados disponíveis em 24 horas (Hills 

et al., 2010; Coffa e van den Berg, 2011; Gardner et al., 2011; Jehee et al., 2011; 

Theophilus e Rapley, 2011; Stuppia et al., 2012; Pohovski et al., 2013; Khouzani et 

al., 2014); 

 É sensível, uma vez que é necessária uma pequena quantidade de DNA (Schouten 

et al., 2002; Khouzani et al., 2014);  

 É específica e com um baixo custo quando comparada com outras técnicas, como a 

FISH e o aCGH (Schouten et al., 2002; Ahn et al., 2007; Pohovski et al., 2013).  

Desde que foi descrita em 2002 (Schouten et al., 2002) já foi usada em diversos 

estudos e é recomendada por vários autores como um método de rastreio citogenético 

eficaz de diversas doenças (Ahn et al., 2007; Stuppia et al., 2012; Pohovski et al., 2013; 

Khouzani et al., 2014). 
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1.6.1. SALSA® MLPA® P245 Microdeletion syndromes-1 probemix 

Existem diversos painéis de sondas de MLPA que se destinam à deteção de 

microdeleções/microduplicações. Um dos painéis mais utilizados para a análise dos 

síndromes de microdeleção mais conhecidos é o P245, sendo o utilizado como método de 

rastreio de rotina em doentes com suspeita de síndrome de microdeleção no laboratório de 

Citogenética do Centro de Genética Médica Doutor Jacinto de Magalhães – Centro 

Hospitalar do Porto, EPE (CGMJM-CHP). 

O painel P245 foi desenvolvido para a detecção de vários síndromes de 

microdeleção em pacientes com atraso no desenvolvimento e/ou atraso mental de origem 

desconhecida. Este painel contém 50 sondas para 23 regiões cromossómicas diferentes. A 

sua versão mais recente é a SALSA® MLPA® PROBEMIX P245-B1 Microdeletion 

syndromes-1 e foi disponibilizada em 2014.  

Os síndromes de microdeleção que são possíveis rastrear com este painel são: 

síndrome de deleção de 1p36; síndrome de microdeleção de 2p16.1; síndrome de 

microdeleção de 2q23; síndrome de microdeleção de 2q33; síndrome de microdeleção de 

3q29; síndrome de microdeleção de 9q22.3; síndrome de deleção de 15q24; síndrome de 

microdeleção de 17q21; síndrome de “Phelan-McDermid” (22q13); síndrome de “Cri du 

Chat” (5p15); síndrome “DiGeorge” (22q11); região distal de 22q11; região 2 de “DiGeorge” 

(10p14); síndrome de “Langer-Giedion” (8q); síndrome de “Miller-Dieker” (17p); síndrome de 

microdeleção de NF1 (17q11.2); síndrome de “Prader-Willi / Angelman” (15q11.2); síndrome 

de RETT, síndrome de duplicação MECP2 (Xq28); síndrome de “Rubinstein-Taybi” 

(16p13.3); síndrome de “Smith-Magenis” (17p11.2); síndrome de “Sotos” (5q35.3); síndrome 

de “Williams” (7q11.23); síndrome de “Wolf-Hirschhorn” (4p16.3). 
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1.6.2. SALSA® MLPA® P297 Microdeletion Syndromes-2 probemix 

O painel P297 foi criado para o rastreio de microdeleções/microduplicações em 

diversos genes, em diferentes regiões cromossómicas. Nos últimos anos foram descobertas 

novas regiões que estão relacionadas com síndromes de microdeleção e este painel pode 

ser usado para a análise de algumas dessas regiões. A última versão do painel, 

disponibilizada em 2016, é a SALSA® MLPA® PROBEMIX P297-C1 Microdeletion 

Syndromes-2. As sondas presentes no painel P297 têm produtos de amplificação entre 115 

e 492 bp e contém ainda nove fragmentos de controlo interno. As 51 sondas presentes têm 

como alvo dez regiões cromossómicas. As regiões cromossómicas, os genes alvo e o 

número de sondas presente encontram-se descritos na Figura 11. 

Figura 11 - Sondas presentes no painel P297 ordenadas de acordo com a localização 
cromossómica. Na figura está descrita a banda cromossómica onde se encontra a sequência 
alvo, o gene alvo e o número de sondas presentes [adaptado de: 
https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=_tz2fAPIAupKyMjaDF-E-
t9bmuxqlhe_Lgqfk8Hkjuss.&ProductOID=_MTs_fFJ6fWI]. 

https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=_tz2fAPIAupKyMjaDF-E-t9bmuxqlhe_Lgqfk8Hkjuss.&ProductOID=_MTs_fFJ6fWI
https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=_tz2fAPIAupKyMjaDF-E-t9bmuxqlhe_Lgqfk8Hkjuss.&ProductOID=_MTs_fFJ6fWI
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Os síndromes de microdeleção que são rastreadas por este painel incluem: síndrome 

de TAR (1q21.1); síndrome de microdeleção 1q21.1; síndrome de microdeleção 3q29; 

síndrome de microdeleção 15q13.3; síndrome de microdeleção 16p11.2-p12.2; síndrome de 

microdeleção 17q12; síndrome de Pitt-Hopkins. 

Algumas das regiões alvo do painel P245 estão também presentes no painel P297 e 

encontram-se representados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Regiões alvo comuns do painel P297 e do painel P245. Nesta tabela apresentam-se as 
regiões alvo, respetivos genes alvo dessas regiões e o número de sondas para cada gene, existente 
em cada um dos painéis. 

Região alvo Gene alvo P297 (nº sondas) P245 (nº sondas) 

3q29 
DLG1 1 2 

PAK2 1 0 

15q24 

PML 2 0 

SEMA7A 0 1 

CYPIA 0 1 
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1.6.2.1. Banda 1q21.1 

Esta banda localiza-se no braço longo do cromossoma 1 e divide-se em duas 

regiões: a região proximal 1q21.1 (Figura 12), que contém 16 genes, estando as deleções 

nesta região associadas ao síndrome de Trombocitopenia e Ausência de Rádio (TAR) 

(OMIM #274000); e a região distal 1q21.1 (Figura 13), que compreende cerca de 13 genes, 

estando as deleções ou duplicações associadas aos síndromes de microdeleção e 

microduplicação 1q21.1 (OMIM #612474; OMIM #612475). O painel P297 tem presentes 11 

sondas para esta banda cromossómica, sendo que cinco destas sondas rastreiam a região 

proximal associada ao síndrome de TAR. As restantes seis sondas estão associadas aos 

síndromes de microdeleção e microduplicação 1q21.1 e os genes alvos localizam-se na 

região distal da banda 1q21.1. 

A deleção associada ao síndrome de TAR envolve normalmente 11 genes e uma 

extensão variável (Watson et al., 2014). No entanto, deleções e duplicações nesta região da 

banda 1q21.1 já foram associadas a outros fenótipos que não o síndrome de TAR 

(Rosenfeld et al., 2012). As sondas contidas no painel P297 para o síndrome de TAR têm 

quatro genes alvo: PDE4DIP; HFE2; PEX11B e CD160 (Figura 12). Para o gene PEX11B 

estão presentes duas sondas.  

Os síndromes de microdeleção e microduplicação 1q21.1 compreendem, 

normalmente, uma deleção que se inicia a 500 kb distalmente do gene CD160 (Rosenfeld et 

al., 2012), tendo a deleção entre 1,35 e 1,65 Mb de tamanho (Mefford et al., 2008; Nevado 

et al., 2014). O painel P297 contém sondas para seis genes diferentes envolvidos na 

microdeleção/microduplicação: PRKAB2; FMO5; BCL9; ACP6; GJA5 e GJA8 (Figura 13). 
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Figura 12 – Representação esquemática da localização cromossómica da banda 1q21.1, 
relativa à região proximal associada ao síndrome de TAR, e indicação dos genes alvo do painel 
P297 para esta região. O ideograma do cromossoma 1 (em cima), com a indicação do braço curto 
(p) e braço longo (q), onde está assinalada a banda 1q21.1. Os genes alvo das sondas neste painel 
(em baixo) são quatro (adaptado de http://blog.kokocinski.net/media/blogs/a/chromosome1.gif e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Outubro 2017). 

Figura 13 - Representação esquemática da localização cromossómica da banda 1q21.1, 
relativa à região distal associada ao síndrome de microdeleção/microduplicação 1q21.1, e 
indicação dos genes alvo do painel P297 para esta região. O ideograma do cromossoma 1 (em 
cima), com a indicação do braço curto (p) e braço longo (q), onde está assinalada a banda 1q21.1. Os 
genes alvo das sondas neste painel (em baixo) são seis (adaptado de 
http://blog.kokocinski.net/media/blogs/a/chromosome1.gif e de https://www.ensembl.org/index.html, 
acedido em  Outubro 2017). 

http://blog.kokocinski.net/media/blogs/a/chromosome1.gif
https://www.ensembl.org/index.html
http://blog.kokocinski.net/media/blogs/a/chromosome1.gif
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.2. Banda 3q29 

Para a banda 3q29 estão presentes duas sondas para dois genes diferentes: PAK2 e 

DLG1 (Figura 14). Esta banda localiza-se na região terminal do braço longo do cromossoma 

3 (Figura 14) e está associada aos síndromes de microdeleção e microduplicação 3q29 

(OMIM #609425; OMIM #611936), que envolvem normalmente 22 genes e tem, geralmente, 

um tamanho entre 1,5 a 1,6 Mb (Willat et al., 2005; Ballif et al., 2008; Weise et al., 2012; 

Nevado et al., 2014; Mulle et al., 2016). 

 

 

 

 

Figura 14 - Representação esquemática da localização cromossómica da banda 3q29, 
associada ao síndrome de microdeleção/microduplicação 3q29, e indicação dos genes 
alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 3 (em cima), com a 
indicação do braço curto (p) e braço longo (q), onde está assinalada a banda 3q29. Os genes 
alvo das sondas neste painel (em baixo) são dois (adaptado de 
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom3ISCN09.html e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom3ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.3. Banda 7q36.1 

A banda 7q36.1 contém um gene longo que se encontra localizado também na 

banda 7q35, o gene CNTNAP2 (Figura 15), sendo esse o gene alvo das duas sondas 

presentes no painel P297. Alterações nesta banda, localizada no braço longo do 

cromossoma 7 (Figura 15), não estão ainda associadas a um síndrome de 

microdeleção/microduplicação, mas as alterações no número de cópias deste gene foram já 

detetadas em indivíduos com esquizofrenia e autismo (Friedman et al., 2008; International 

Schizophrenia Consortium, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Representação esquemática da localização cromossómica da banda 7q36.1 e 
indicação dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 7 
(em cima), com a indicação do braço curto (p) e braço longo (q), onde está assinalada a banda 
7q36.1. O gene alvo das sondas neste painel (em baixo) é um (adaptado de 
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom7ISCN09.html e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom7ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.4. Banda 12p11.23 

Esta banda cromossómica localiza-se no braço curto do cromossoma 12 (Figura 16) 

e tal como a banda 7q36.1, não está ainda associada a um síndrome de 

microdeleção/microduplicação. As alterações do número de cópias em genes desta banda 

estão recorrentemente associados a fenótipos de esquizofrenia (International Schizophrenia 

Consortium, 2008). O painel P297 contém duas sondas para dois genes alvo nesta região: 

ASUN e PPFIBP1 (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Representação esquemática da localização cromossómica da banda 12p11.23 e 
indicação dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 12 
(em cima), com a indicação do braço longo (q) e braço curto (p), onde está assinalada a banda 
12p11.23. Os genes alvos das sondas neste painel (em baixo) são dois (adaptado de 
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom12ISCN09.html  e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom12ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.5. Região 15q13 

A região 15q13 localiza-se no braço longo do cromossoma 15 (Figura 17) e o painel 

P297 tem 11 sondas para genes localizados em diferentes bandas na região 15q13. Para a 

banda 15q13.1 tem duas sondas para o gene TJP1 (Figura 17); e para a banda 15q13.3 tem 

nove sondas para os genes FAN1, TRPM1, KLF13, CHRNA7 e SCG5 (Figura 17). A região 

está já associada a um síndrome de microdeleção 15q13.3 (OMIM #612001), não se 

esperando que o gene TJP1 esteja envolvido. A região crítica deste síndrome envolve cerca 

de sete genes e a deleção tem, geralmente, cerca de 1,5 Mb de tamanho (Sharp et al., 

2008; Helbig et al.,2009; Shinawi et al., 2009; Nevado et al., 2014).   

 

 

 

 

 

Figura 17 - Representação esquemática da localização cromossómica da região 15q13 e 
indicação dos genes alvo do painel P297 para esta região. O ideograma do cromossoma 15 (em 
cima), com a indicação do braço longo (q), onde estão assinaladas as bandas 15q13.1 e 15q13.3. O 
gene alvo das sondas neste painel (a meio, à esquerda) para a banda 15q13.1 é um. Os genes alvo 
das sondas neste painel (em baixo) para a banda 15q13.3, associada ao síndrome de microdeleção 
15q13.3, são cinco (adaptado de http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom15ISCN09.html e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom15ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.6. Região 15q24 

A região 15q24 já está associada aos síndromes de microdeleção e microduplicação 

(OMIM #613406, inclui os dois), também denominado de Síndrome de Witteveen-Kolk. A 

alteração apresenta, geralmente, entre 1,7 a 3,9 Mb de tamanho (Sharp et al., 2007) e pode 

envolver 32 genes. No entanto, o gene alvo das sondas do painel P297, encontra-se fora da 

área comum do síndrome de microdeleção/microduplicação 15q24. O gene alvo das duas 

sondas presentes no painel P297 é o gene PML, localizado no braço longo do cromossoma 

15, banda 15q24.1 (Figura 18) e a deleção deste gene está associada a défice intelectual 

(Ravnan et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Representação esquemática da localização cromossómica da banda 15q24.1  
e indicação dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 
15 (em cima), com a indicação do braço longo (q), onde está assinalada a banda 15q24.1. O 
gene alvo das sondas neste painel (em baixo) é um (adaptado de 
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom15ISCN09.html e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom15ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.7. Região 16p11.2/16p12.2 

Estas regiões estão associadas ao síndrome de microdeleção 16p11.2-p12.2 (OMIM 

#613604), que compreende uma deleção com um tamanho variável, entre 7,1 Mb e 8,7 Mb 

(Ballif et al., 2007; Battaglia et al., 2009; Hempel et al., 2009). Associados a esta região 

estão também os síndromes de microdeleção e microduplicação 16p11.2 (OMIM #611913), 

associados ao autismo (Weiss et al., 2008), à obesidade (Walters et al., 2010) e 

perturbações no neurodesenvolvimento (Shinawi et al., 2010; Golzio et al., 2012). Há várias 

alterações no número de cópias envolvendo esta região, com tamanhos variáveis e 

envolvendo diferentes genes, que são responsáveis por diferentes fenótipos (OMIM 

#136570; OMIM #613444).  

O painel P297 tem presentes no total dez sondas para esta região, sendo que tem 

cinco sondas para a banda 16p11.2 para cinco genes alvo: MAZ, MVP, HIRIP3, DOC2A e 

MAPK3 (Figura 19); três sondas para a banda 16p12.1 para o gene PALB2 (Figura 19) e 

duas sondas para a banda 16p12.2 para o gene IL21R (Figura 19). 

 

Figura 19 - Representação esquemática da localização cromossómica das regiões 16p11.2, 
16p12.1 e 16p12.2, associadas a diversos síndromes,  e indicação dos genes alvo do painel 
P297 para estas regiões. O ideograma do cromossoma 16 (em cima), com a indicação do braço 
longo (q) e do braço curto (p), onde estão assinaladas as bandas 16p11.2, 16p12.1 e 16p12.2. O 
gene alvo das sondas neste painel (no meio, à esquerda) para a banda 16p11.2 é um. O gene alvo 
das sondas neste painel (em baixo, à esquerda) para a banda 16p12.1 é um. Os genes alvo das 
sondas neste painel (em baixo, à direita) para a banda 16p12.2 são cinco. (adaptado de 
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom16ISCN09.html e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom16ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.8. Banda 17q12 

O painel P297 contém sete sondas para a banda 17q12, localizada no braço longo 

do cromossoma 17 (Figura 20) e já está associada aos síndromes de microdeleção e 

microduplicação 17q12 (OMIM #614527; OMIM #614526). A deleção/duplicação 

compreende, normalmente, 17 genes e cerca de 1.5 Mb de tamanho (Mefford et al., 2007; 

Nevado et al., 2014). Desses 17 genes, o painel P297 permite analisar três genes: LHX1, 

AATF e HNF1B (Figura 20). Para o gene AATF estão presentes duas sondas e para o gene 

HNF1B estão presentes quatro sondas.   

 

 

Figura 20 - Representação esquemática da localização cromossómica da banda 17q12  e 
indicação dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 17 (em 
cima), com a indicação do braço curto (p) e braço longo (q), onde está assinalada a banda 17q12. Os 
genes alvo das sondas neste painel (em baixo) são três (adaptado de 
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom17ISCN09.htmln e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

 

 

 

 

 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom17ISCN09.htmln
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.9. Banda 18q21.2 

O gene alvo das duas sondas do painel P297 nesta banda é o TCF4, que está 

localizado no braço longo do cromossoma 18 (Figura 21). Alterações neste gene estão 

associadas a portadores de um síndrome já descrito, o síndrome de Pitt-Hopkins (SPH) 

(OMIM #610954) (Giurgea et al., 2008). A deleção na banda 18q21.2, que causa este 

síndrome, pode envolver outros genes, mas o gene TCF4 é o responsável pelo fenótipo de 

SPH (Giurgea et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21- Representação esquemática da localização cromossómica da banda 18q21.2  
e indicação dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do 
cromossoma 18 (em cima), com a indicação do braço curto (p) e braço longo (q), onde está 
assinalada a banda 18q21.2. O gene alvo das sondas neste painel (em baixo) é um 
(adaptado de http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom18ISCN09.html e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom18ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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1.6.2.10. Banda 20p12.2 

Duplicações recorrentes no gene PAK7 foram reportadas por estarem ligadas a 

fenótipos de epilepsia (International Schizophrenia Consortium, 2008). Este gene localiza-se 

na banda 20p12.2, no braço curto do cromossoma 20 (Figura 22), não estando esta banda 

associada a um síndrome de microdeleção/microduplicação. O painel P297 contém duas 

sondas para análise do gene PAK7. Atualmente o PAK7, denomina-se PAK5, sendo a 

designação PAK7 a ainda proposta pela MRC-Holland. 

 

 

Figura 22 - Representação esquemática da localização cromossómica da banda 20p12.2 e 
indicação dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 20 
(em cima), com a indicação do braço longo (q) e braço curto (p), onde está assinalada a banda 
20p12.2. O gene alvo das sondas neste painel (em baixo) é um, o PAK5, sendo que PAK5 e 
PAK7 são sinónimos (adaptado de 
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom20ISCN09.html e de 
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em  Setembro 2017). 

http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom20ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html
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2. Objetivos 

 

O objectivo deste trabalho é avaliar a vantagem de aumentar a oferta de rastreios 

citogenéticos de novos síndromes e regiões cromossómicas, em doentes ainda sem 

diagnóstico ou em doentes com diagnóstico que possa ser complementado, com a 

introdução do painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion Syndromes-2, nas 

análises de rotina do laboratório de Citogenética do Centro de Genética Médica Doutor 

Jacinto de Magalhães – Centro Hospitalar do Porto, EPE (CGMJM-CHP). Para atingir o 

objetivo, o trabalho está dividido em quatro partes principais: 

 Aplicação do painel P297 em pacientes com suspeita de síndrome de 

microdeleção/microduplicação, que já efectuaram cariótipo e jforam estudados com o 

painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P245 Microdeletion Syndromes-1, que 

permaneçam sem diagnóstico; 

 Aplicação do painel P297 em pacientes já com diagnóstico, de forma a 

complementar ou confirmar o diagnóstico; 

 Analisar as alterações encontradas com o painel P297, estudar os progenitores para 

determinar a origem da alteração e tentar estabelecer uma correlação genótipo-

fenótipo; 

 Avaliar a importância do uso do painel P297 combinado com o painel P245 para a 

pesquisa de microdeleções, como uma forma mais abrangente de rastreio de 

síndromes de microdeleção/microduplição. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Amostras Biológicas 

De Janeiro de 2016 a Maio de 2017 deram entrada 96 amostras de sangue periférico 

com indicação de suspeita de síndrome microdeleção/microduplicação no laboratório de 

Citogenética do CGMJM-CHP, todas elas com um resultado normal no cariótipo e no estudo 

com o painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P245 Microdeletion Syndromes-1. Deram ainda 

entrada três amostras de sangue periférico, já com diagnóstico, nas quais foi utilizado o 

painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion Syndromes-2 para confirmação ou 

para complementar o anterior diagnóstico. Assim, foram incluídos 99 casos neste estudo, de 

aplicação da técnica de MLPA, com o painel P297. O workflow da selecção das amostras 

analisadas e da metodologia utilizada encontra-se na Figura 23. 

Foram pedidas amostras de sangue periférico dos progenitores de todos os casos que 

revelaram uma alteração no estudo com o painel P297. Até ao final do estudo foram 

recebidas oito amostras de sangue periférico dos progenitores de quatro doentes nos quais 

se tinha detetado uma alteração. No total, foram analisadas no decorrer deste estudo 107 

amostras de sangue periférico. 

Figura 23 – Workflow de selecção das amostras e da metodologia utilizada no 
trabalho. 
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3.2. Extração de DNA  

A extração de DNA a partir das amostras 

de sangue periférico foi realizada no biorobot 

Qiagen EZ1® Advanced, utilizando o Qiagen 

EZ1® DNA Blood 350 µL Kit, de acordo com 

as instruções do fornecedor (Qiagen).  

Inicialmente preparou-se, por cada 

amostra, dois microtubos de 2 ml (um para a 

amostra, devidamente identificado com nome 

e número, e outro para a solução de etanol 

80%), uma ponta com filtro e tubo de suporte 

(eluição da amostra), um microtubo de 1,5 ml 

(amostra de DNA extraído) e o um cartucho 

de reagentes (contém tampão de lise, tampão 

de lavagem, tampão de eluição e partículas 

magnéticas). Para os microtubos de 2 ml de 

amostra pipetou-se 350 µL de sangue 

periférico. De seguida, pipetou-se 1800 µL da 

solução de etanol 80% para os microtubos de 

2 ml. Colocou-se o cartão EZ1® Advanced 

DNA Blood Card no biorobot Qiagen EZ1® 

Advanced, o qual está pré-programado para 

purificação de DNA. Selecionou-se o 

programa para extração a partir de 350 µL de 

sangue periférico, com volume de eluição de 

100 µL e com lavagem em etanol a 80% e colocou-se o material necessário nos locais 

indicados, iniciando-se o processo de extração de DNA. 

O processo de extração automático realizado pelo biorot (Figura 24) baseia-se na lise 

celular do sangue total, posterior adição das partículas magnéticas às quais se liga o DNA, 

havendo uma separação magnética. De seguida há a lavagem (neste estudo a lavagem foi 

feita com o etanol a 80%) e uma nova separação magnética, seguindo-se o processo de 

eluição e por fim obtém-se o DNA puro. 

 

Figura 24 – Principais etapas do processo de 
extração de DNA com o biorobot Qiagen EZ1

®
 

Advanced  (adaptado de www.qiagen.com ) 

http://www.qiagen.com/
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3.3. Quantificação e análise da qualidade de DNA 

A quantificação de DNA foi efetuada utilizando um espetrofotómetro NanoDrop ND-1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA), tendo sido determinada a 

concentração e grau de pureza do DNA extraído. O volume de amostra utilizada para a 

quantificação foi de 2 µL de DNA. 

Os ácidos nucleicos e proteínas apresentam uma absorvância máxima aos 260 e aos 

280 nm, respetivamente, tendo sido usada a razão das absorvâncias nesses comprimentos 

de onda como medida do grau de pureza do DNA. Foi também usada a razão das 

absorvâncias aos 260 e 230 nm, uma vez que a absorvância a 230 nm é indicativa da 

presença de contaminantes (por exemplo sais de guanidina e fenóis).  

 

3.4. Aplicação da técnica de MLPA 

Neste estudo foi usado o painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion 

Syndromes-2 para o rastreio de síndromes de microdeleção/microduplicação. A técnica de 

MLPA foi realizada de acordo com as instruções do fabricante (MRC-Holland, Amsterdam, 

Netherlands), tendo sido utilizados em cada aplicação da técnica quatro controlos normais, 

(dois femininos e dois masculinos) juntamente com as amostras em estudo.  

 Num microtubo de 200 µL, identificados com o número de amostra e o painel 

utilizado, diluiu-se o DNA em H2O a partir dos valores de concentração obtidos na 

quantificação, de forma a que a quantidade final de DNA fosse de 150 ng (valor definido 

como ótimo no laboratório) num volume final de 5 µL. As amostras de DNA foram depois 

colocadas no termociclador a desnaturar a 98ºC durante 5 minutos. Entretanto, preparou-se 

a mistura de hibridação, sendo composta por 1,5 µL de solução de tampão SALSA MLPA e 

1,5 µL de solução de sonda por amostra. Durante a pausa a 25ºC, adicionou-se 3 µL da 

primeira mistura por amostra, que ficou depois 1 min a incubar a 95ºC, de modo a 

desnaturar as sondas (reação de desnaturação). No fim deste tempo, a temperatura passou 

para os 60ºC durante 18 horas para ocorrer a hibridação das sondas com o DNA alvo 

(reação de hibridação). No dia seguinte, preparou-se a solução da Ligase, composta por 25 

μL de dH2O, 3 μL de solução de tampão A da Ligase-65, 3 μL de solução de tampão B da 

Ligase-65 e 1 μL de solução de Ligase-65 por amostra. Depois da reação de hibridação 

terminar, adicionou-se 32 µL da mistura por amostra a 54ºC. De seguida, as amostras foram 

incubadas 15 minutos a 54ºC, para ocorrer a ligação das sondas. Em seguida, inativou-se a 

enzima ligase-65, incubando-se 5 minutos a 98ºC. Estas duas incubações subsequentes 
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constituem a reação de ligação das hemisondas que hibridam adjacentemente com a 

sequência de DNA alvo. Para se realizar a reação em cadeia da polimerase (PCR), 

preparou-se a terceira mistura composta por 7,5 μL de dH2O, 2 μL de PCR primer mix e 0,5 

μL de solução de enzima Polimerase por amostra, adicionando-se 10 µL desta mistura a 

cada amostra, a 20ºC no termociclador. Posteriormente iniciou-se o PCR com 35 repetições 

do seguinte ciclo de temperaturas: 

 30’’ a 95ºC (Desnaturação) 

 30’’ a 60ºC (Hibridação) 

 60’’ a 72ºC (Extensão) 

Findos os 35 ciclos, as amostras ficam incubadas a 72ºC durante 20 minutos e o 

termociclador parou depois a 15ºC. Retiraram-se as amostras do termociclador e 

reservaram-se a 4ºC no frigorífico até à posterior separação dos fragmentos. 

 

 

3.5.  Separação de fragmentos por Eletroforese Capilar 

 A separação dos fragmentos resultantes do PCR multiplex é realizada por 

eletroforese capilar. Para este procedimento, preparou-se uma solução com 1 ml de 

formamida desionizada (Applied Biosystems, Foster City, USA) (estabilização de cadeias 

simples de DNA) e 30 µL de Genescan™ 500 Rox™ size standard (Applied Biosystems, 

Foster City, USA) (marcador de peso molecular). Numa placa de 96 poços, pipetou-se para 

cada poço 15 µL da solução de Formamida + Rox 500 e 1 µL de amostra. No sequenciador 

genético ABI PRISM™ 3130 (Applied Biosystems, Foster City, USA) realizou-se a 

eletroforese capilar para a separação dos fragmentos de amplificação. Os resultados da 

eletroforese capilar apresentam-se na forma de um eletroferograma (Figura 25).  
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3.6.  Análise de resultados  

Os eletroferogramas obtidos da electroforese capilar foram tratados com recurso a 

um software de análise de dados, o software GeneMarker® AFLP/Genotyping Software 

(Softgenetics, State College, USA). Neste software efetua-se a normalização dos dados 

obtidos da eletroforese capilar, para a obtenção de dados úteis. A normalização dos dados 

inclui duas etapas: a normalização intra-amostra, que estabelece a comparação entre o sinal 

relativo de cada sonda na amostra e o sinal relativo das sondas de referência; e a 

normalização inter-amostra que, compara os sinais relativos de cada sonda na amostra com 

os sinais relativos de cada sonda nas amostras de DNA controlo. Após normalização e 

através do quociente de dosagem da sonda (proporção final de uma sonda na amostra em 

estudo em comparação com a proporção da mesma sonda nas amostras de DNA controlo), 

é possível saber se houve uma alteração do número de cópias no DNA alvo. Para calcular o 

valor dos sinais das sondas utiliza-se a altura dos picos, considerando-se os rácios 

inferiores a 0,75 e superiores a 1,25 como possíveis indicadores de deleção e duplicação, 

respetivamente, sendo que o valor de 1,0 é considerado normal. 

 

Figura 25 – Eletroferograma de uma amostra analisada com o painel P297. Os picos de 
fluorescência iniciais dizem respeito aos fragmentos de controlo (fragmentos Q e D e do 
cromossoma X e Y). Os restantes picos de fluorescência dizem respeito às 51 sondas presentes 
no painel. 
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4. Resultados 

No total de 96 amostras de pacientes sem diagnóstico, 89 apresentaram um número 

de cópias normal nas regiões analisadas pelo painel P297 e sete amostras apresentaram 

alterações no número de cópias em algumas regiões analisadas. Analisamos ainda três 

amostras de pacientes já com diagnóstico e em todos confirmamos as alterações, e em dois 

dos casos foi possível complementar o diagnóstico anterior. 

Nos dez casos que apresentaram alterações, quatro são do sexo feminino e seis do 

sexo masculino, com idades que variam entre os 2 e os 13 anos. As informações clínicas 

são variadas, sendo as mais comuns défice cognitivo, atrasos no desenvolvimento e 

dismorfias. As informações referentes a todos os casos com alterações no número de 

cópias encontram-se descritas na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Informações dos dez casos que apresentaram uma alteração no número de cópias 
no estudo pela técnica de MLPA, usando o painel SALSA

®
 MLPA

®
 PROBEMIX P297.  

Caso Género 
Idade 

(anos) 
Informações clínicas Alteração Região Genes Origem 

1 F 7 Sem informação Dup 1q21.1 

CD160, 

HFE2, 

PEX11B 

Desconhecida 

2 M 13 DC; Obesidade Del 1q21.1 

PRKAB2, 

FMO5, 

BCL9, ACP6, 

GJA5, GJA8 

Mat 

3 M 7 

DA; AC; Macrossomia; 

Ligeiras dismorfias 

inesp. 

Del 3q29 PAK2 Mat 

4 F 6 Irmã c/ dup 3q29 Dup 3q29 DLG1, PAK2 Fam 

5 M 12 
DC sindrómico; 

Microcefalia; Dismorfias 
Del 3q29 DLG1, PAK2 Desconhecida 

6 F 7 
ADPM, Hipotonia, 

Convulsões 
Del 15q13.3 

FAN1, 

CHRNA7, 

KLF13, 

TRPM1 

Mat 

7 F 4 

Atraso motor ligeiro c/ 

hiperlaxidez; atraso 

ligeiro na linguagem; 

Ligeiras dismorfias 

faciais inesp. 

Del 15q13.3 

FAN1, 

CHRNA7, 

KLF13, 

TRPM1 

De novo 

8 M 12 
ADPM ligeiro; Ligeiras 

dismorfias inesp. 
Del 15q13.3 

FAN1, 

CHRNA7, 

KLF13, 

TRPM1 

Desconhecida 

9 M 2 PDI; AC Del 15q13.3 

FAN1, 

CHRNA7, 

KLF13, 

TRPM1 

Desconhecida 

10 M 2 
Microcefalia, fácies 

peculiar não sindrómica 
Del 18q21.2 TCF4 Desconhecida 

  Abreviaturas: DC – Défice cognitivo; DA – Dificuldades de aprendizagem; AC – Alterações 
comportamentais; Inesp. – inespecíficas; ADPM – Atrasos no desenvolvimento psicomotor; PDI – 
Perturbações do desenvolvimento intelectual; Mat – materno; Fam – familiar. 
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4.1. Banda 1q21.1 

 Os Casos 1 e 2 apresentaram alterações no número de cópias na banda 1q21.1.

 No Caso 1 a alteração envolve os genes associados ao síndrome de TAR, tendo 

sido detetada uma duplicação em quatro sondas das cinco sondas presentes no painel 

P297, sendo estas quatro sondas relativas a três genes (Tabela 3). Os três genes 

envolvidos na duplicação são o CD160, o HFE2 e o PEX11B. A proporção dos picos 

correspondente às sondas dos genes CD160, HFE2 e PEX11B apresentaram-se 

aumentados em aproximadamente 1,4, indicando a presença de três cópias destes genes 

(Figura 26).  

 

Tabela 3 – Tabela esquemática dos resultados obtidos no Caso 1, indicando o painel, a região 
envolvida, os genes alvo das sondas e o número de sondas para cada gene, e o número de 
cópias presentes para cada gene. Em três dos quatro genes rastreados pelo painel P297 para esta 
região, foi detetada uma alteração no número de cópias, indicando presença de uma duplicação na 
banda 1q21.1. 

 

 

 

Painel Região alvo Gene alvo Nº sondas Nº cópias  

P297 
1q21.1 

(Região TAR) 

CD160 1 
3 

(Duplicação) 

HFE2 1 
3 

(Duplicação) 

PEX11B 2 
3 

(Duplicação) 

PDE4DIP 1 
2 

(Normal) 
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No Caso 2 a alteração envolve os genes associados ao síndrome de 

microdeleção/microduplicação 1q21.1 (Tabela 4). Para este síndrome estão presentes seis 

sondas para seis genes no painel P297 e todas elas apresentaram uma diminuição da 

proporção do sinal de cerca de 0,5, o que indica a deleção heterozigótica dos genes 

envolvidos (Figura 27). Os genes envolvidos na deleção são: PRKAB2, FMO5, BCL9, ACP6, 

GJA5 e GJA8. 

 

Tabela 4 - Tabela esquemática dos resultados obtidos no Caso 2, indicando o painel, a região 
envolvida, os genes alvo das sondas e o número de sondas para cada gene, e o número de 
cópias presentes para cada gene. Em todos os seis genes rastreados pelo painel P297 para esta 
região, foi detetada uma diminuição no número de cópias, indicando presença de uma deleção na 
banda 1q21.1. 

Painel Região alvo Gene alvo Nº sondas Nº cópias (Caso 2) 

P297 
1q21.1 

(Região distal) 

PRKAB2 1 
1 

(Deleção) 

FMO5 1 
1 

(Deleção) 

BCL9 1 
1 

(Deleção) 

ACP6 1 
1 

(Deleção) 

GJA5 1 
1 

(Deleção) 

GJA8 1 
1 

(Deleção) 

Figura 26 - Resultado do Caso 1 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker
®
. a) No 

gráfico, do lado esquerdo está indicado a proporção do sinal da sonda e em baixo o tamanho do 
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram um aumento na proporção do 
sinal, indicando uma duplicação, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na 
tabela estão indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporção do sinal da sonda. 
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Figura 27 - Resultado do Caso 2 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker
®
. a) No 

gráfico, do lado esquerdo está indicado a proporção do sinal da sonda e em baixo o tamanho do 
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminuição na proporção do 
sinal, indicando uma deleção, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela 
estão indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporção do sinal da sonda. 
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4.2. Banda 3q29 

Neste estudo foram encontrados três casos com alterações nesta banda, os Casos 3, 4 

e 5.  

No Caso 3 foi detetada uma deleção na banda 3q29 envolvendo o gene PAK2 (Tabela 

5). A proporção do pico correspondente à sonda do gene PAK2 apresentou-se diminuída em 

aproximadamente 0,5 (Figura 28).  

 

Tabela 5 - Tabela esquemática dos resultados obtidos no Caso 3, indicando o painel, a região 
envolvida, os genes alvo das sondas e o número de sondas para cada gene, e o número de 
cópias presentes para cada gene. Dos dois genes rastreados pelo painel P297 para esta região, 
apenas um apresentou uma alteração no número de cópias, indicando presença de uma deleção na 
banda 3q29. 

Painel Região alvo Gene alvo Nº sondas Nº cópias 

P297 3q29 

DLG1 1 
2 

(Normal) 

PAK2 1 
1 

(Deleção) 

 

 

 

 

Figura 28 - Resultado do Caso 3 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker
®
. a) No 

gráfico, do lado esquerdo está indicado a proporção do sinal da sonda e em baixo o tamanho do 
fragmento em pares de bases (bps). A sonda que apresentou uma diminuição na proporção do sinal, 
indicando uma deleção, encontra-se assinalada e o gene alvo identificado. b) Na tabela estão 
indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporção do sinal da sonda. 
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No Caso 4 foi detetada uma duplicação na banda 3q29, que envolve os dois genes 

estudados no painel P297, o gene DLG1 e o gene PAK2. Este caso já tinha sido estudado 

anteriormente com o painel P245, tendo sido detetada uma alteração no gene DLG1, 

estando presentes três cópias deste gene (Tabela 6). Para complementar o diagnóstico foi 

aplicado o painel P297, uma vez que este contém duas sondas para dois genes presentes 

nesta região, sendo que o painel P245 só apresenta sondas para um gene (DLG1). A 

proporção dos sinais das sondas correspondentes aos genes DLG1 e PAK2 apresentaram-

se aumentadas em aproximadamente 1,4, indicando a presença de uma microduplicação 

nesta banda (Figura 29). O resultado obtido com o painel P297 foi concordante e 

complementou o resultado obtido através do estudo com o painel P245, permitindo verificar 

que para além do DLG1, também o PAK2 estava envolvido nesta alteração.  

 

Tabela 6 - Tabela esquemática dos resultados obtidos no Caso 4, indicando os painéis, a 
região envolvida, os genes alvo das sondas e o número de sondas para cada gene, e o número 
de cópias presentes para cada gene. No estudo com o painel P245 foi detetada uma alteração 
nesta banda. Para complementar o caso foi utilizado o painel P297, tendo sido detetada em ambos os 
genes uma duplicação, concordante com o estudo anterior. 

Painel Região alvo Gene alvo Nº sondas Nº cópias  

P297 

3q29 

DLG1 1 
3 

(Duplicação) 

PAK2 1 
3 

(Duplicação) 

P245 DLG1 2 
3 

(Duplicação) 
 

 

Figura 29 - Resultado do Caso 4 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker
®
. a) No 

gráfico, do lado esquerdo está indicado a proporção do sinal da sonda e em baixo o tamanho do 
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram um aumento na proporção do 
sinal, indicando uma duplicação, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na 
tabela estão indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporção do sinal da 
sonda. 
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O Caso 5 também já tinha sido anteriormente estudado com o painel P245, tendo sido 

detetada uma alteração do número de cópias na banda 3q29. A alteração detetada foi uma 

deleção no gene DLG1, tendo este caso sido analisado com o painel P297 para 

complementar o diagnóstico (Tabela 7). Com o painel P297 foram detetadas diminuições na 

proporção dos sinais em aproximadamente 0,5 das duas sondas para a banda 3q29, 

indicando a deleção dos genes DLG1 e PAK2 (Figura 30).  

 

Tabela 7 - Tabela esquemática dos resultados obtidos no Caso 5, indicando os painéis, a 
região envolvida, os genes alvo das sondas e o número de sondas para cada gene, e o número 
de cópias presentes para cada gene. No estudo com o painel P245 foi detetada uma alteração 
nesta banda. Para complementar o caso foi utilizado o painel P297, tendo sido detetada em ambos os 
genes uma deleção, concordante com o estudo anterior. 

Painel Região alvo Gene alvo Nº sondas Nºcópias 

P297 

3q29 

DLG1 1 
1 

(Deleção) 

PAK2 1 
1 

(Deleção) 

P245 DLG1 2 
1 

(Deleção) 

  

Figura 30 - Resultado do Caso 5 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker
®
. a) No 

gráfico, do lado esquerdo está indicado a proporção do sinal da sonda e em baixo o tamanho do 
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminuição na proporção do 
sinal, indicando uma deleção, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela 
estão indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporção do sinal da sonda. 
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4.3. Região 15q13 

Neste estudo foram detetadas alterações no número de cópias na região 15q13 nos 

Casos 6, 7, 8 e 9. 

Nos quatro casos que apresentaram alteração no número de cópias nesta região, foi 

detetada a mesma alteração, uma deleção envolvendo a banda 15q13.3 (Tabela 8). Sete 

sondas do painel P297, referentes a quatro genes (FAN1, TRPM1, KLF13 e CHRNA7), 

apresentaram uma diminuição na proporção do sinal de aproximadamente 0,5, indicando 

uma microdeleção (Figura 31).  

 

Tabela 8 - Tabela esquemática dos resultados obtidos nos Casos 6, 7, 8 e 9, indicando o painel, 
a região envolvida, os genes alvo das sondas e o número de sondas para cada gene, e o 
número de cópias presentes para cada gene. Em todos os casos, quatro dos seis genes 
rastreados pelo painel P297 para esta região, foi detetada uma alteração no número de cópias, 
indicando presença de uma deleção na banda 15q13.3. 

Painel Região alvo Gene alvo Nº sondas Nº cópias 

P297 15q13 

TJP1 2 
2 

(Normal) 

FAN1 2 
1 

(Deleção) 

TRPM1 2 
1 

(Deleção) 

KLF13 1 
1 

(Deleção) 

CHRNA7 2 
1 

(Deleção) 

SCG5 2 
2 

(Normal) 
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Figura 31 - Resultado do Caso 7 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker
®
, 

exemplificando o resultado obtido também para os Casos 6, 8 e 9. a) No gráfico, do lado 
esquerdo está indicado a proporção do sinal da sonda e em baixo o tamanho do fragmento em 
pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminuição na proporção do sinal, 
indicando uma deleção, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela estão 
indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporção do sinal da sonda. 
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4.4. Banda 18q21.2 

Em apenas um caso (Caso 10) foi detetada uma alteração na banda 18q21.2, que se 

localiza no braço longo do cromossoma 18, envolvendo o gene TCF4 (Tabela 9). As 2 

sondas presentes no painel P297 para o gene TCF4 apresentaram uma diminuição na 

proporção do sinal de aproximadamente 0,5, indicando uma deleção nesta região (Figura 

32).  

O Caso 10 já tinha sido estudado, tendo sido detetada uma deleção nesta banda por 

array e por cariótipo. Foi feita a análise por MLPA para confirmar o diagnóstico e foi usado o 

painel P297, por ser o único que tinha sondas para o gene TCF4. Os resultados obtidos 

foram concordantes com o diagnóstico anterior. 

 

Tabela 9 - Tabela esquemática dos resultados obtidos no Caso 10, indicando o painel, a região 
envolvida, os genes alvo das sondas e o número de sondas para cada gene, e o número de 
cópias presentes para cada gene. O painel P297 rastreia um gene nesta região, o qual apresentou 

uma alteração no número de cópias, indicando presença de uma deleção na banda 18q21.2. 

Painel Região alvo Gene alvo Nº sondas Nº cópias 

P297 18q21.2 TCF4 2 
1 

(Deleção) 

 

  

Figura 32 - Resultado do Caso 10 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker
®
. a) No 

gráfico, do lado esquerdo está indicado a proporção do sinal da sonda e em baixo o tamanho do 
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminuição na proporção do 
sinal, indicando uma deleção, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela 
estão indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporção do sinal da sonda. 
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4.5. Estudos dos progenitores 

Foram requisitadas as amostras dos progenitores de todos os casos com alterações, 

mas apenas chegaram em tempo útil as amostras dos progenitores dos Casos 2, 3, 6 e 7, 

que foram analisadas com o painel P297, para determinar a origem da alteração. Para os 

restantes casos a origem das alterações permanece desconhecida até ao momento. 

 Nos progenitores do Caso 2 concluiu-se que a microdeleção era de origem materna, 

tendo a mãe apresentado a mesma alteração nos seis genes (PRKAB2, FMO5, BCL9, 

ACP6, GJA5 e GJA8) da banda 1q21.1 (Figura 33.a) mas não apresentando alterações 

fenotípicas. O pai do Caso 2 apresentou um número de cópias normal para todas as regiões 

analisadas pelo painel P297 (Figura 33.b). 

No Caso 3, concluiu-se que a microdeleção presente na banda 3q29, envolvendo o gene 

PAK2, era de origem materna. A mãe apresentava uma redução na proporção do sinal da 

sonda do gene PAK2 de aproximadamente 0,5, indicando a presença de apenas uma cópia 

deste gene, concordante com a alteração encontrada no filho (Figura 34.a). A mãe 

nãoapresentou alterações fenotípicas. O pai não apresentou qualquer alteração nos genes 

estudados com este painel (Figura 34.b). 

Nos progenitores do Caso 6, foi detetada uma deleção na banda 15q13.3 na mãe, 

envolvendo os mesmo quatro genes (FAN1, TRPM1, KLF13 e CHRNA7) que a filha, sendo 

a alteração de origem materna (Figura 35.a), não apresentando alterações no fenótipo. O 

pai do Caso 6 apresentou resultados normais para todas as regiões estudadas pelo painel 

P297 (Figura 35.b).  

Os progenitores do Caso 7 apresentaram ambos resultados normais, concluindo-se que 

a microdeleção na banda 15q13.3 encontrada na filha será de novo (Figura 36).  

Nos restantes casos não foi possível o estudo dos progenitores, continuando a origem 

da alteração desconhecida. Contudo, a alteração detetada no Caso 4 é familiar, uma vez a 

informação clínica presente na requisição de estudo desta doente referia que ela tem uma 

irmã com duplicação na banda 3q29, tendo sido essa a razão para a análise ser efectuada. 

No entanto, não foi possível determinar se é de origem materna ou paterna uma vez que as 

amostras de sangue periférico dos pais ainda não foram disponibilizadas. 
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Figura 33 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 2 com o painel P297 gerado pelo 
software GeneMarker

®
. a) A mãe do Caso 2 apresentou a alteração do número de cópias na mesma 

banda (1q21.1) e nos mesmos genes que o filho, determinando-se que a alteração tem origem 
materna. b) O pai do Caso 2 apresentou um número normal de cópias para todas as regiões 
rastreadas pelo painel.  

Figura 34 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 3 com o painel P297 gerado pelo 
software GeneMarker

®
. a) A mãe do Caso 3 apresentou a alteração do número de cópias na mesma 

banda (3q29) e no mesmo gene que o filho, determinando-se que a alteração tem origem materna.  
b) O pai do Caso 3 apresentou um número normal de cópias para todas as regiões rastreadas pelo 
painel. 
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Figura 35 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 6 com o painel P297 gerado pelo 
software GeneMarker

®
. a) A mãe do Caso 6 apresentou a alteração do número de cópias na mesma 

banda (15q13.3) e nos mesmos genes que a filha, determinando-se que a alteração tem origem 
materna. b) O pai do Caso 6 apresentou um número normal de cópias para todas as regiões 
rastreadas pelo painel. 

Figura 36 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 7 com o painel P297 gerado pelo 
software GeneMarker

®
. Tanto a mãe (a)) como o pai (b)) do Caso 7 apresentaram um número de 

cópias normal para as regiões rastreadas por este painel, determinando-se que a alteração é de 
novo. 
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4.6. Avaliação do uso do SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion 

Syndromes-2 

No total de 96 amostras de pacientes sem diagnóstico, 89 apresentaram um número de 

cópias normal nas regiões analisadas pelo painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 

Microdeletion Syndromes-2, e sete amostras apresentaram alterações no número de cópias 

em algumas das regiões analisadas (7/96). A percentagem de casos sem diagnóstico em 

que foi possível estabelecer um diagnóstico com o uso do painel P297, foi de 7,3% (Figura 

37).  

 Foram analisadas também três amostras de pacientes já com diagnóstico, para 

confirmar e complementar o diagnóstico anteriormente feito. Assim, no total de 99 casos 

analisados com o painel P297, foi possível o rastreio e/ou confirmação do diagnóstico em 

dez dos 99 casos. Assim, o estudo com o P297 foi útil em 10,10% dos casos (10/99). 

 

 

Figura 37 – Gráfico representativo da percentagem de amostras sem diagnóstico que 
obtiveram resultados com o painel P297 e a percentagem de amostras que permaneceram sem 
diagnóstico. 

 

7,3% 

92,7% 

Amostras com diagnóstico usando o
painel P297 (7/96)

Amostras que permaneceram sem
diagnóstico (89/96)
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5. Discussão de Resultados 

 

5.1. Banda 1q21.1 

A deleção na região proximal da banda 1q21.1 está associada ao síndrome de TAR 

(OMIM #274000) (Klopocki et al., 2007; Theisen e Shaffer, 2010) sendo esta também 

denominada de região TAR. No entanto, deleções ou duplicações nesta região podem estar 

associadas a outras consequências fenotípicas que não envolvam o síndrome de TAR 

(Rosenfeld et al., 2012). Já existem alguns casos descritos de duplicações nesta região, 

estando associadas a diversas caraterísticas fenotípicas, entre elas: défice intelectual, 

dismorfias, anomalias cerebrais e da visão, alterações comportamentais e hipotonia 

(Rosenfeld et al., 2012). Contudo, a associação de alterações nesta região a fenótipos que 

não o síndrome de TAR continua pouco esclarecida. A informação clínica do Caso 1 é 

desconhecido, apenas se sabe que a primeira indicação para estudo foi suspeita de 

síndrome de Sotos, não sendo possível comparar com as caraterísticas fenotípicas que 

foram associadas a casos descritos com duplicação nesta região. 

As deleções na região distal da banda 1q21.1 já estão associadas a um síndrome, o 

síndrome de microdeleção 1q21.1 (OMIM #612474). Em 2008 foram reportados os primeiros 

casos associados a este síndrome por Mefford e colaboradores (Mefford et al., 2008), 

resultantes de uma deleção de cerca de 1,35 Mb tamanho (Mefford et al., 2008; Stefansson 

et al., 2008) e com um padrão de hereditariedade autossómica dominante (Hamosh, 2008). 

O fenótipo associado é variável, sendo as caraterísticas fenotípicas mais comuns o défice 

intelectual e dismorfias (Brunetti-Pierri et al., 2008; Mefford et al., 2008; Theisen e Shaffer, 

2010; Rosenfeld et al., 2012; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014). Outras alterações 

fenotípicas associadas incluem microcefalia, anomalias cardíacas congénitas, 

epilepsia/convulsões, hipotonia, anomalias de visão, perturbações do espetro autista, 

alterações comportamentais e doenças psiquiátricas (esquizofrenia) (Brunetti-Pierri et al., 

2008; Mefford et al., 2008; Stefansson et al., 2008; Theisen e Shaffer, 2010; Rosenfeld et al., 

2012; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014). O Caso 2 apresenta uma das caraterísticas 

fenotípicas mais comuns, o défice cognitivo. O fenótipo de obesidade apresentado neste 

caso não está ainda associado a esta alteração, mas o síndrome apresenta um espetro 

fenotípico bastante alargado. 
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5.2. Banda 3q29 

Esta banda já está associada a um síndrome de microdeleção/microduplicação, o 

síndrome de microdeleção/microduplicação 3q29 (OMIM #609425; OMIM #611936). Nos 

Casos 3 e 5 foi diagnosticado o síndrome de microdeleção 3q29 e no Caso 4 o síndrome de 

microduplicação 3q29. 

 O síndrome de microdeleção 3q29 foi descrito pela primeira vez em 2005 por Willat e 

colaboradores (Willat et al., 2005), e resulta de uma deleção intersticial que envolve, 

normalmente, 22 genes, entre eles o DLG1 e o PAK2 (Willat et al., 2005; Li et al., 2009; 

Tyshchenko et al., 2009; Cobb et al., 2010). Estes dois genes são indicados como genes 

críticos responsáveis pelo fenótipo, sendo homólogos de dois genes do cromossoma X 

ligados ao défice intelectual (DLG3 e PAK3) (Willat et al., 2005; Tyshchenko et al., 2009; 

Cobb et al., 2010; Mulle et al., 2010). O padrão de hereditariedade associdado a esta 

microdeleção/microduplicação é autossómico dominante (Mulle et al., 2016). O síndrome 

apresenta um fenótipo muito variável, sendo as caraterísticas mais comuns o défice 

intelectual, microcefalia e dismorfias (Ballif et al., 2008; Li et al., 2009; Watson et al., 2014; 

Mulle et al., 2016). Outras caraterísticas, observadas em vários pacientes incluem doenças 

psiquiátricas (esquizofrenia, bipolaridade, depressão, ansiedade), perturbações do espetro 

autista e múltiplas anomalias congénitas (Willat et al., 2005; Mulle et al., 2010; Nevado et al., 

2014; Mulle et al., 2016).  

Os fenótipos clínicos apresentados pelos pacientes dos Caso 3 e 5 apresentam 

caraterísticas já descritas em casos anteriores de síndrome de microdeleção 3q29: no Caso 

3 temos as dificuldades de aprendizagem (associadas a défice intelectual), alterações de 

comportamento e dismorfias ligeiras; no Caso 5 temos défice cognitivo, microcefalia e 

dismorfias. As caraterísticas fenotípicas mais comuns, descritas na literatura, coincidem com 

as caraterísticas encontradas neste estudo para o síndrome de microdeleção 3q29. No 

entanto, macrossomia, presente no Caso 3, não se encontra descrita em nenhum dos casos 

com síndrome de microdeleção 3q29 reportados na literatura, o que pode acontecer nos 

síndromes de microdeleção/microduplicação por apresentarem fenótipos muito variáveis. 

 As caraterísticas clínicas do síndrome de microduplicação 3q29 (OMIM #611936) são 

variáveis, tendo algumas caraterísticas comuns com a microdeleção, sendo que as mais 

comuns são défice intelectual ligeiro, dismorfias e microcefalia (Ballif et al., 2008; Lisi et al., 

2008; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014). O Caso 4 apresenta este síndrome, tendo 

sido detectadas alterações no número de cópias (duplicação) nos dois genes considerados 

críticos, DLG1 e PAK2, que os painéis P245 e P297 rastreiam. No entanto, não temos 
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conhecimento das caraterísticas fenotípicas do doente para comparar com as caraterísticas 

já reportadas. As caraterísticas fenotípicas dos síndromes de microduplicação tendem, no 

entanto, a ser mais ligeiras que as associadas a síndromes de microdeleção (Ballif et al., 

2008). 
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5.3. Região 15q13  

 O síndrome de microdeleção 15q13.3 foi descrito em 2008 por Sharp e 

colaboradores (Sharp et al., 2008), e resulta de uma deleção, com um padrão de 

hereditariedade autossómico dominante (van Bon et al., 2010). A região crítica da deleção 

envolve normalmente 7 genes, entre eles os genes TRPM1, KLF13 e CHRNA7, e tem um 

tamanho de aproximadamente 1,5 Mb (Sharp et al., 2008; Helbig et al., 2009; Shinawi et al., 

2009; Theisen e Shaffer, 2010). O gene CHRNA7 é indicado como o gene crítico 

responsável pelo fenótipo de epilepsia/convulsões e esquizofrenia (International 

Schizophrenia Consortium, 2008; Sharp et al., 2008; Helbig et al., 2009; Shinawi et al., 2009; 

Nevado et al., 2014), sendo que o painel P297 tem duas sondas para este gene. O 

síndrome apresenta um fenótipo variável, sendo as caraterísticas mais comuns o défice 

intelectual, epilepsia/convulsões e dismorfias várias (Sharp et al., 2008; Helbig et al., 2009; 

Shinawi et al., 2009; Theisen e Shaffer, 2010). Outras caraterísticas fenotípicas associadas 

a este síndrome incluem perturbações do espetro autista, doenças psiquiátricas 

(bipolaridade, esquizofrenia, alterações comportamentais) e hipotonia (Stefansson et al., 

2008; Helbig et al., 2009; Shinawi et al., 2009; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014).  

 O fenótipo do Caso 6 apresenta uma das caraterísticas mais comuns, associadas a 

este síndrome, as convulsões e apresenta ainda hipotonia, uma das caraterísticas já 

reportadas noutros casos. Os Casos 7 e 8 apresentam ligeiras dismorfias, sendo esta uma 

das caraterísticas mais comuns no síndrome de microdeleção 15q13.3. As caraterísticas 

clínicas do Caso 9, perturbação do desenvolvimento intelectual (PDI) e alterações 

comportamentais, já estão associadas a este síndrome, sendo o défice intelectual uma das 

mais comuns. Uma das caraterísticas fenotípicas, o atraso no desenvolvimento psicomotor 

(ADPM), foi a mais comum neste estudo para as alterações nesta região, sendo comum nos 

Casos 6, 7 e 8. Esta caraterística engloba atrasos no desenvolvimento motor, no 

desenvolvimento intelectual, na linguagem, entre outros, que estão presentes em casos já 

descritos. 
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5.4. Banda 18q21.2 

A deleção neste gene, localizado no braço longo do cromossoma 18, está associada ao 

síndrome de Pitt-Hopkins (SPH) (OMIM #610954). 

O SPH foi descrito pela primeira vez em 1978 por Pitt e Hopkins (Pitt e Hopkins, 1978). 

Este síndrome resulta de alterações no gene TCF4 (Giurgea et al., 2008) e tem um padrão 

de hereditariedade autossómico dominante (McKusick, 2007). As caraterísticas fenotípicas 

mais comuns associadas a este síndrome são o défice intelectual, episódios de 

hiperventilação e dismorfias (Giurgea et al., 2008). Outras caraterísticas associadas a este 

síndrome incluem baixa estatura, microcefalia, epilepsia e anomalias cerebrais menores 

(Giurgea et al., 2008). O Caso 10 apresenta microcefalia, sendo esta uma caraterística 

fenotípica já associada a este síndrome. 
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5.5. Estudo dos progenitores 

Neste estudo foi possível determinar a origem da alteração em cinco casos, sendo 

que 80% (4/5) alterações são herdadas dos progenitores e 20% (1/5) são de novo.  

Segundo a literatura, espera-se que este tipo de alterações seja de novo (Weise et 

al., 2012; Watson et al., 2014), devendo-se isto ao facto destas alterações encontradas 

apresentarem um padrão de hereditariedade autossómico dominante e de se esperar que os 

portadores da alteração manifestem caraterísticas clínicas. No entanto, todos os 

progenitores portadores de alteração neste estudo são saudáveis, não tendo sido fornecida 

qualquer informação clínica contrária pelo médico.  

O facto de os filhos expressarem alterações fenotípicas apesar de herdarem a 

alteração de progenitores que não expressam fenótipo pode ser explicado pela variabilidade 

expressão e baixa penetrância associadas à mesma microdeleção/microduplicação, bem 

como a outros fatores, como fatores epigenéticos (Redon et al., 2006; Nevado et al., 2014; 

Shawky, 2014).  
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5.6. Avaliação do uso do SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion 

Syndromes-2 

A percentagem de casos que permaneciam sem diagnóstico, nos quais foi possível 

estabelecer um diagnóstico com o uso do painel P297 foi de 7,3% (7/96). Esta percentagem 

é bastante valorizada, uma vez que estes casos poderiam ter de recorrer a métodos de 

rastreio mais caros para descobrir a alteração causadora do fenótipo. Assim, foi possível 

com o uso deste painel descobrir a etiologia das manifestações clínicas destes doentes, 

possibilitando um estudo e aconselhamento genético mais direcionado. Apesar de não ser 

possível, pela técnica de MLPA, aferir o tamanho da deleção/duplicação, esta apresenta-se 

como um método eficaz para o rastreio primário de síndromes de 

microdeleção/microduplicação, de modo a desvendar a alteração causadora do fenótipo. 
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6. Conclusão 

Os síndromes de microdeleção/microduplicação têm associados fenótipos variáveis e 

com caraterísticas sobreponíveis a outros síndromes, isto deve-se à variabilidade de 

expressão e penetrância que estas alterações apresentam (Redon et al., 2006; Nevado et 

al., 2014, Shawky, 2014), bem como outros fatores. Estes fatores dificultam a associação de 

caraterísticas fenotípicas a um síndrome específico, dificultando a orientação do clínico para 

determinada patologia ou síndrome.  

Todos os casos estudados neste trabalho apresentaram indicações clínicas sugestivas 

de presença de síndrome de microdeleção/microduplicação e a maioria não apresentou 

alterações, tanto no painel P245 como no painel P297. Estes casos poderão apresentar 

estas caraterísticas devido à presença de alterações noutras regiões cromossómicas que 

estes painéis não rastreiam ou a rearranjos não detetáveis pela técnica de MLPA.  

Os casos analisados neste estudo que apresentaram alterações no número de cópias 

nas regiões estudadas pelo painel P297 apresentam caraterísticas associadas à alteração 

rastreada, tendo sido possível a correlação entre o fenótipo apresentado e a alteração 

detetada. No entanto, a correlação genótipo-fenótipo neste tipo de alterações, como referido 

anteriormente, é ainda difícil e as indicações clínicas podem ser associadas a variados 

síndromes. Este facto corrobora a importância de aumentar o número de síndromes e 

regiões cromossómicas rastreadas, pela técnica de MLPA, para obter uma maior 

capacidade de diagnosticar doentes com suspeita de síndrome de 

microdeleção/microduplicação,de modo a que se possa associar genes/sequências 

particulares com um determinado quadro clínico.  

Os síndromes de microdeleção/microduplicação são esperados surgir de novo (Weise et 

al., 2012; Watson et al., 2014), podendo estas surgir de rearranjos em sequências 

flanqueadas por LCR pelo mecanismo de NAHR, que resulta do crossing over 

desequilibrado entre LCR (Emanuel e Shaikh, 2001; Korf, 2002; Stankiewicz et al., 2003; 

Lupski e Stankiewicz, 2005; Lee e Lupski, 2006; Reymond et al., 2007; Gu et al., 2008; 

Klopocki et al., 2008; Hirschfeldova et al., 2011; Watson et al., 2014). Contudo, há alguns 

casos de síndromes herdados de progenitores com alteração do número de cópias que não 

apresentam alterações no fenótipo. Neste estudo a maioria dos casos onde foi possível 

estudar os progenitores ou ter acesso à informação de familiares, revelou que as alterações 

foram herdadas. Os progenitores portadores não apresentam caraterísticas fenotípicas 

alteradas o que se deve à variabilidade de expressão e baixa penetrância destas alterações, 

podendo estar associados também a outros factores, como factores epigenéticos (Redon et 
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al., 2006; Nevado et al., 2014, Shawky, 2014). O estudo dos progenitores permitiu detetar a 

origem das alterações e, deste modo, é possível um melhor acompanhamento e 

aconselhamento genético a estas famílias. 

O uso deste novo painel (P297) para o rastreio de síndromes de 

microdeleção/microduplicação, permitiu aumentar o número de casos com diagnóstico. 

Assim, o uso conjunto do painel P245 e do painel P297 é uma mais-valia na pesquisa 

destes síndromes de microdeleção/microduplicação, pois aumenta as regiões associadas a 

microdeleções/microduplicações que são rastreadas, apresentando-se como um método de 

rastreio bastante útil e com menos custos quando comparado com o aCGH. Para além de 

um método de rastreio, o uso do painel P297 para confirmar um diagnóstico realizado por 

outra técnica ou complementar o diagnóstico realizado pelo painel P245, mostrou ser 

bastante útil.  

Conclui-se que o uso dos painéis P245 e P297 no laboratório de Citogenética do 

CGMJM-CHP é um método vantajoso a adotar para o estudo de síndromes de 

microdeleção/microduplicação, pois mostrou ser um recurso económico, de fácil realização e 

uma ferramenta importante no rastreio mais completo destes síndromes. 
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