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Introducédo: Apesar do atraso mental afectar 3% da populagao, a sua patogénese continua a ser em muitas situagoes,
“idiopatica”. Recentemente foi reconhecida a importancia dos rearranjos cromossémicos submicroscépicos (nao
visiveis no cariétipo convencional) nas regides terminais (subteloméricas) dos cromossomas, na etiologia do atraso
mental “idiopatico”.

Métodos: Para evidenciar estes rearranjos varias técnicas podem ser utilizadas, sendo a mais comum a técnica de
Fluorescence in situ hybridization (FISH) com sondas subteloméricas. Esta técnica foi aplicada em 50 individuos com
atraso mental idiopatico, seleccionados por geneticistas para determinar o “peso” destes rearranjos na patogénese do
atraso mental, bem como tentar definir/confirmar os critérios clinicos de selecgéo para este tipo de teste.
Resultados: Neste estudo apenas 2 individuos (4%) apresentaram rearranjos subteloméricos considerados respon-
saveis pela patologia. Ambos tinham associados anomalias/dismorfias e histéria familiar de atraso mental.
Concluséo: A pequena percentagem de anomalias subteloméricas encontradas permite-nos sugerir que: 1- O cariétipo
convencional com bandas de alta resolugdo (BAR) permite excluir a grande maioria das anomalias cromossémicas,
inclusive algumas subtelomeéricas; 2- A maioria dos doentes com estes rearranjos tem associadas anomalias/
dismorfias; 3- Essas anomalias/dismorfias nao sédo especificas e nao permitem definir com confianga “bons indicadores
clinicos” para seleccao de doentes candidatos a estes estudos; 4- Até existirem novas tecnologias mais simples, mais
rapidas e mais baratas, para pesquisar anomalias cromossomicas submicroscopicas causadoras do desequilibrio de
dosagem gendmica e consequente atraso mental, atécnica de FISH utilizada neste estudo ndo devera ser considerada
uma analise protocolada para o estudo do atraso mental.

Palavras-chave: FISH (Fluorescence in situ hybridization); submicroscopicas; subtelomeéricas; atraso mental Idiopa-
tico; bandas de alta resolugao.
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INTRODUGAO

O atraso mental € uma doenca crénica de relevo
socio-econdmico e familiar indiscutiveis, uma vez que
afecta 2 a 3 % da populagéo geral (1).

As causas do atraso mental sdo mdltiplas e variadas
o que torna dificil e por vezes impossivel a sua
identificagdo, como o comprovam os 40-50% de atrasos
mentais classificados idiopaticos mesmo nos dias de
hoje.

Sendo a “inteligéncia” uma caracteristica multifacto-
rial com componente hereditaria e influenciada porfactores
ambienciais é de esperar que o atraso mental possa ser
causado por: 1 - alteragbes genéticas, monogénicas;
2 - anomalias cromossomicas; 3 - agentes externos
(traumatismos de parto, infec¢des; agentes quimicos,
etc); 5 - combinagao de varios dos factores anteriores (1).

Amaioria dos individuos com atraso mental apresenta
um QI entre os 50-70 (atraso mental leve/moderado)

enquanto que cerca de 10% tem um QI inferior a 50
(atraso mental grave). O “peso” das causas de atraso
mental esta relacionado com a gravidade do mesmo.
Assim, os atrasos graves (Ql < 50) sdo em cerca de 30-
40% dos casos causados por doengas monogénicas ou
cromossoémicas, 10-30% s&o causados por factores am-
bienciais e os restantes 30-40% continuam a ter etiologia
desconhecida.

Em contrapartida, nos casos de atraso mental leve/
moderado (Ql 50-70) apenas 15% sdo de causa genética,
15% de causa ambiencial e os restantes 70% continuam
a ter etiologia desconhecida (2,3).

Esse “peso” relativo das causas de atraso mental é
complementado com os dados epidemiolégicos que
mostram que o atraso mental grave é independente da
origem e distribuicdo geografica ou grupo socio-econémi-
co, e que esta frequentemente associado a anomalias
(1). Pelo contrario, o atraso mental leve/moderado é
mais comum nos grupos socio-econdmicos mais baixos
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€ muitas vezes € um achado unico (1).

Até haalgumtempo atrés, estimava-se que no maximo
as anomalias cromossomicas estavam associadas a
40% dos atrasos mentais graves e a 5-10% dos atrasos
mentais moderados (4). Contudo, todo o citogeneticista
tinha e tem consciéncia que muitas serdo pequenas
anomalias submicroscopicas que passam despercebidas
numa analise citogenética de rotina. Afinal ndo é possivel
detectar com as técnicas de citogenética convencional
alteragGes menores que 5 megabases (Mb) e mesmo
alteragbes maiores podem passar despercebidas quando
0 padrdo de bandas nao é suficientemente distinto (5).

O conhecimento destas limitagbes, as dificuldades
técnicas em rastrear todo o genoma a procura de
rearranjos submicroscopicos e o facto de grande parte
destes envolverem asregides terminais dos cromossomas
(telébmeros) levou a que em alternativa se desenvolvesse
uma nova tecnologia capaz de detectar rearranjos nos
telomeros dos mesmos usando sondas (porgdes de
ADN) especificas dessas regides - sondas subteloméricas
para os 24 cromossomas (22 autossomas mais o X e o
Y).

Assim, nos Uultimos anos, usando estas sondas
subtelomeéricas, tem sido possivel, identificar rearranjos
cromossoémicos subteloméricos e submicroscépicos -
rearranjos cripticos terminais, numa percentagem que
varia entre os 4% e o0s 16%, responsaveis por atraso
mental até entdo considerado idiopatico (2,4,6-9).

Com base nesta evidéncia efectuou-se o estudo das
regides subteloméricas de 50 doentes afectados de
atraso mental. Este estudo retrospectivo teve como finali-
dade determinar a importancia das anomalias cromos-
sémicas subteloméricas como causa de atraso mental
“idiopatico” nesta populagao seleccionada e tentar estabe-
lecer os critérios clinicos que devem presidir a selec¢ao
de doentes para este tipo de estudo.

METODOS

De entre os individuos que frequentam a consulta de
Genética do Instituto de Genética Médica (IGM) foram
seleccionados 50 individuos para este estudo. Todos
eles ja tinham sido observados por geneticista e
submetidos a todas as analises genéticas protocoladas
na investigacdo de um atraso mental (cariétipo, estudo
metabdlico, estudos moleculares, etc.) que se revelaram
normais.

Destes, 31 eram do sexo masculino e 19 do sexo
feminino. As idades variaram entre 1 e 61 anos de idade.
Todos eles apresentavam atraso mental, classificado
como ligeiro/moderado em 26 casos e grave em 14
casos. Em 10 deles néo foi possivel determinar o grau de
atraso mental.

Anomalias ou dismorfias estavam presentes em
apenas 14 (28%). Existia historia familiar positiva de
atraso mentalem 32 dos 50individuos (64%) e numdeles
essa informacao ndo estava disponivel.

Foi colhida uma amostra de 5-10ml de sangue
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periférico aos individuos seleccionados. Foram também
colhidas amostras de sangue aos pais/familiares dos
doentes em que se encontraram alteragdes cromosso-
micas.

A analise por citogenética molecular Fluorescence in
situ hybridization (FISH) foi realizada em metafases
obtidas a partir de culturas sincronizadas de linfocitos, de
acordo com as técnicas de rotina utilizadas no laboratério,
usando o sistema de sondas Chromoprobe Multiprobe-
T™ segundo o protocolo do fabricante (Cytocell). Esta
metodologia permite analisar, numa sé lamina com 41
sondas, as regides subteloméricas de todos os
cromossomas (excepto dos bragos curtos dos
acrocéntricos, uma vez que estes sao constituidos por
ADN ribosomal que, quer delectado, quer duplicado, ndo
tem qualquer expresséao fenotipica). Para cada par de
cromossomas homélogos foram examinadas no minimo
5metafases, sendo sé consideradas as que apresentavam
sinais inequivocos de hibridacao, perfazendo um total de
115 células por individuo.

Os estudos dos familiares daqueles doentes em que
se encontraram alteracdes foram efectuados usando-se
sondas especificas para as regides subteloméricas dos
cromossomas envolvidos, hnomeadamente o brago longo
do cromossoma 2 - Aquarius Probe (Cytocell), e os
bragos curtos e longos dos cromossomas 1, 4, 6, e 17 -
Chromoprobe Choices (Cytocell)

As anomalias nas regides subteloméricas de 2q foram
interpretadas como polimorfismos de acordo com a
literatura (5).

RESULTADOS

Dos 50 casos analisados, 7 apresentavam alteragdes.
As alteracdes citogenéticas encontradas, a sua origem e
interpretacao, estdo descritas na tabela 1.

Dos sete casos anormais encontrados, cinco apre-
sentavam apenas uma delecgéo da regido subtelomérica
de 2q (casos n° 29, 36, 41, 42 e 49), o caso n° 3 apre-
sentava, para além da delec¢do em 2gq, uma anomalia
que envolvia as regides subteloméricas dos cromossomas
1 e 4, e o caso n° 45 uma anomalia que envolvia os cro-
mossomas 6 e 17 (Figuras 1 e 2).

A descri¢ao clinica dos casos n° 3 e 45 encontra-se
resumida na tabela 2.

DISCUSSAO

Neste grupo altamente seleccionado de doentes, foi
apenas de 4% a percentagem de anomalias
subteloméricas encontradas apds a excluséo dos cinco
casos que apresentavam unicamente o polimorfismo de
2q.

Este percentagem de 4% coincide com os valores
minimos encontrados na literatura, se excluirmos os
estudos de Joyce et al e de Van Karnebeek et al que
apresentavam percentagens inferiores (3,10).
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Tabela 1 - Descrigao das alteragdes encontradas, resultados dos estudos familiares e interpretagao.

Identificagdodos doentes  Resultados com alteracées Origem Conclusao
N° 3 Del 2qtel Familiar ? * Polimorfismo
Der (4) t(1;4) (p36.3;q35) "Trissomia parcial" de 1p e
"Monossomia parcial" de 4q
N° 29 Del 2qtel Paterna Polimorfismo
N° 36 Del 2qtel ?t ?
N° 41 Del 2qtel Materna (c/AM) ?
N° 42 Del 2qtel Paterna Polimorfismo
N° 45 Der (6) 1(6;17) (p25;925) de novo "Monossomia parcial" de 6p

e "Trissomia parcial" de 17q

N° 49 Del 2qtel Materna Polimorfismo

Del - delecgao
*irm&o com atraso mental que recusa colaboragéo e pais falecidos
tpai ainda nao colheu sangue

Remranjcs swlie|gemericos encontrades no caso n® 3 Rearmanjos mutriel e caan " 45

Fig. 2- Imagem de FISH no caso n° 45, em que as setas
indicam: A) Auséncia de sinal da regi&o subtelomérica do
braco longo do cromossoma 6 ("monossomia parcial” do
6p); B) Presenca de um sinal extra da regido subtelo-
meérica do brago curto do cromossoma 17 ("trissomia par-
cial" do 17q).

Fig. 1 - Imagem de FISH no caso n° 3, em que as setas
indicam: A) presenca de um sinal extra da regido
subtelomérica do brago curto do cromossoma 1
("trissomia parcial" do 1p); B) Auséncia de sinal da regido
subtelomérica do brago longo do cromossoma 4
("monossomia parcial” do 4q).
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas dos doentes afectados com alteragées subteloméricas consideradas

patologicas.
Clinica Cason°3 Cason®45
» Sexo » Masculino » Masculino
* [dade 12 consulta no IGM * 23 anos * 22 meses
ldade do diagnostico * 26 anos * 6 anos
* Historia familiar de Atraso Mental * sim * sim
* Atraso crescimento Intra-uterino (ACIU) | *? * ndo

* Alteragdes do crescimento pds-natal

* Dismorfias faciais

 Dismorfias nao faciais

» Exame neuroldgico

 Atraso mental e SNC

* Outros sistemas, sinais e sintomas

« Cari6tipo (BAR)

* Qutros exames

« estatura normal; microcefalia

* hipertelorismo, ptose palpebral
(esquerda) epicanto, pavilhdes auricu-
lares displasicos, face larga, nariz gros-
seiro, dentes pequenos e conicos

* sindactilia membranosa 3°-4° dedos
(maos)

* normal

* leve [Ql: 63]

TAC: dilatagéo ligeira do sistema ven-

tricular com assimetria

* susceptibilidade infecgéo respiratoria
* Linfopenia T e B

* normal

» normais: X-fragil; ATRX; metabdlico;
Eco renopélvica; oftalmolégico e ORL

« estatura normal; microcefalia

« face grosseira, estreitamento bitempo-
ral; pavilhdes auriculares baixos e
pequenos; sinofrio; base nariz achatada;
fenda do palato; micrognatia

« afastamento mamilar; hiperlaxidez ar-
ticular; desproporgéo tronco-membros;
clinodactilia 5° dedos; fetal "pads"

* hipotonia, ataxia

* ADPM grave, quase sem linguagem;
ndo controla esfincteres aos 6 anos;

tragos autistas;

« atraso de idade 6ssea; pequeno pdlipo
gastrico

* normal (sangue e pele)

» normais: X-fragil; ATRX; metabdlico;
oftalmolégico e ORL;EMG; Eco reno-

pélvica;

Esta variagcdo de percentagem de anomalias
encontradas nos estudos publicados pode ser atribuida
a diferengas em um ou mais dos seguintes factores:

1 - Qualidade das preparagbes cromossomicas e
“nivel” de bandagem onde se realizou o cariétipo
convencional;

2 - Diferentes técnicas de estudo utilizadas para a
detecgcdo dos microarranjos subteloméricos [FISH,
microsatellite markers, high resolution comparative ge-
nomic hybridization (CGH), etc];

3 - Critérios clinicos de selecgéo dos doentes para o
estudo.

No que diz respeito a qualidade dos cromossomas e
nivel de bandas (bandas de altaresolugao) quanto melhor
€ a qualidade dos cromossomas, menor a probabilidade
de nao serdetectada umaanomalia cromossémica subtil,
obviamente dentro dos limites da resolu¢ao do microsco-
pio e do olho humano. Neste contexto, e apesar de ter-
mos consciéncia do estudo ter sido realizado num grupo
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deindividuos altamente seleccionado, a baixa frequéncia
de anomalias subteloméricas encontrada, diz-nos indirec-
tamente que um carioétipo com bandas de alta resolugéo
detecta a grande maioria das anomalias subteloméricas
cripticas, tal como nos afirma Joyce etal e Van Karnebeek
et al (3,10). Se bem que a qualidade dum cariétipo
influencia a taxa de deteccdo destes rearranjos
seleccionando apenas para posterior estudo os individuos
com cariétipo convencional normal, os critérios clinicos e
familiares utilizados na selecgao dos doentes sao também
fundamentais.

Assim, se forem seleccionados preferencialmente os
casos de maior gravidade no que diz respeito ao atraso
mental, se existirem anomalias congénitas associadas e
uma histéria familiar de atraso mental positiva, prevé-se
detectar uma maior taxa de casos.

Nos nossos 2 casos positivos (casos n°® 3 e 45) ograu
de atraso mental era grave num deles (caso n° 3) e
moderado no outro (caso n®45). As anomalias ou dismor-
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fias associadas estavam contudo presentes em ambos
os casos. Tendo em conta o facto de que no grupo dos 50
seleccionados, apenas 14 tinham anomalias/dismorfias
associadas, pensamos que este € um bom critério de
selecgao. No que diz respeito a historia familiar de atraso
mental, no caso n® 3 existiam trés outros familiares
afectados, enquanto que no caso n° 45, havia referéncia
apenas a um irmao com dificuldade de aprendizagem
(Tabela 2).

Desde que se identificaram os rearranjos subtelo-
méricos submicroscopicos como causa de atraso men-
tal, estetipo de testes tem sido proposto como “ferramenta”
de diagndstico em individuos com esta patologia.

Apesar deste tipo de teste idealmente poder ou dever
ser aplicado a todos os doentes com atraso mental, o seu
custo em tempo e dinheiro é demasiado alto para permitir
um uso indiscriminado. Isto é corroborado com o facto de
que quando nao existe enviezamento dos critérios de
selecgéao clinica e os estudos citogenéticos sdo de boa
qualidade, a percentagem de casos positivos € muito
baixa (10). Por isso todos os autores s&o unénimes na
importancia duma pré-selecg¢ao clinica rigorosa.
Recentemente de Vries etal (11) publicaram um trabalho
em que tentaram estabelecer a lista-guia dos critérios
clinicos e familiares importantes na selec¢cao dos doentes
a serem estudados por esta técnica. Assim, uma histéria
familiar positiva de atraso mental, um atraso mental
grave e um atraso de crescimento global ao nascer
parecem ser, segundo esses autores, bons indicadores
de anomalias subteloméricas. Quando se tenta avaliar as
dismorfias como possiveis bons indicadores de anomalias
subteloméricas, o estudo acima mencionado refere o
hipertelorismo, as anomalias do nariz e orelhas e as
anomalias das méos, entre outras. Contudo, estas
dismorfias ndo eram estatisticamente diferentes das do
grupo controle (doentes com atraso mental e sem
anomalias subteloméricas).

Tentando comparar as anomalias/dismorfias
encontradas nos nossos 2 casos com as publicadas,
verificamos que: 1 - contrariamente ao descrito, ambos
tém crescimento normal; 2 - existem dismorfias faciais, e
outras para além destas, em ambos, se bem que nada de
especifico ou caracteristico. Afinal ndo nos devemos
esquecer que, sob o rétulo “anomalias subteloméricas”
estamos aincluirdelecgbes e/ou duplicagbes de diferentes
tamanhos e diferentes localizagbes, com a eventual
presenca de genes recessivos anormais no cromossoma
homologo normal.

A tudo isto junta-se o facto de, nos poucos estudos
existentes até agora, ja se terem detectado alguns
rearranjos subteloméricos, nomeadamente delecgdes,
em individuos perfeitamente normais - os polimorfismos
do 2q, Xp e Yp (5).

Assim, dos estudos mais recentes parece poder-se
concluir que a frequéncia dos rearranjos subteloméricos
(excluindo os polimorfismos) ndo parece ser tao alta
como alguns estudos iniciais faziam crer. Isto é
provavelmente devido a: 1 - qualidade das bandas de
alta resolugdo dos estudos citogenéticos efectuados

antes da selecgao dos doentes; 2 - critérios de selecgao
clinicos e familiares mais exigentes.

E nossa convicgdo que, neste momento, o teste para
rearranjos subteloméricos n&o deve ser utilizado como
uma analise de rotina na investigagdo de um atraso
mental, mas que a sua execugao devera ser precedidade
um cariétipo com bandas de alta resolugéo de qualidade
e uma seleccdo clinica criteriosa, idealmente apods
observagao por um geneticista clinico.

Num futuro que esperamos préximo, 0sS novos
desenvolvimentos técnicos que comegam a surgir tais
como a utilizagdo de “array based comparative genomic
hybridization (array CGH)” (12), de “multiplex amplifiable
probe hybridization (MAPH)” (13), e de “multiplex ligation
dependent probe amplification (MLPA)” (14) poderéao ser
mais eficientes, mais rapidos e eventualmente mais
baratos, permitindo a pesquisa de rearranjos submicros-
copicos (subteloméricos e outros), a um nimero mais
alargado de doentes com atraso mental. Estudos compa-
rativos e de custo/efectividade destas diferentes tecnolo-
gias sao ainda necessarios.

Este trabalho foi efectuado no ambito do projecto de
investigacdo aplicada da Comissdo de Fomento da In-
vestigagdo em Cuidados de Saude (Projecto n® 20/29 -
Aplicagdo de uma técnica inovadora de FISH na
investigagdo do Atraso Mental Idiopatico).
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