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Citogenética molecular aplicada
ao diagnóstico clínico

Profa. Dra. Marilanda Ferreira Bellini
Laboratório de Citogenética e Biologia Molecular Humana

E-mail: marilanda.bellini@unesp.br
marilanda_bellini@yahoo.com 

Objetivos

A o térm ino desta au la o  aluno deverá ser capaz de:

– Identificar a  estru tura crom ossôm ica;

– C lassificar crom ossom os de acordo com  a razão 

q/p (m orfo log ia);

– O rdenar os crom ossom os hum anos de acordo com  

grupos de classificação m orfo lóg ica (carió tipo);

– E lencar os d iferentes tipos de m ateria is para 

obtenção de crom ossom os;

– D escrever as técn icas de co loração crom ossôm ica;

– Aplicar técn icas de citogenética no d iagnóstico e 

prognóstico de pato log ias hum anas.
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Cromossomos
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Cromossomos Humanos
46 cromossomos

Tijo & Levan, 1956

23 (origem paterna) 23 (origem materna)

22 Autossomos 22 Autossomos

1 Sexual (X ou Y) 1 Sexual (X)

Cromossomos homólogos: semelhantes em tamanho,

forma, com a mesma disposição de genes.

http://uriadriano.files.w ordpress.com /2008/07/esperm atozoide-e-ovulo.jpg
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Cromossomos Humanos
Classificação

3,0 < q/p <∞ p 30% < q

1,7 < q/p ≤ 3,0

1 ≤ q/p ≤ 1,7 

Acrocêntrico     Submetacêntrico       Metacêntrico
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Cromossomos Humanos

CARIÓTIPO x CAR IOGRAMA

Autossom os

Sexuais

8

C onstitu ição 
crom ossôm ica

O rganização 
crom ossôm ica
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Grupo B
Maiores submetacêntricos, 

após o 2
(Pares 4 e 5)

Grupo A
6 maiores cromossomos

(Pares 1 a 3)
1 e 3 àmetacêntricos
2 àsubmetacêntrico

Cariograma

Grupo C
Submetacêntricos
(Pares 6 a 12 + X)

Grupo E
(Pares16 a 18)

16àmetacêntrico
17 e 18 à

submetacêntricos

Grupo G
Menores Acrocêntricos

(Pares 21 e 22 +Y)
Região Satélite (exceto Y)

Grupo D
Acrocêntricos

(Pares 13 a 15)
Região satélite

Grupo F
Menores metacêntricos

(Pares 19 e 20)
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Aplicabilidade:

Anomalias 
Cromossômicas

Alterações Microscopicamente 
Visíveis

Estruturais Numéricas

Distúrbios Cromossômicos

Malformações congênitas
Incapacidade Intelectual

Abortos Espontâneos
Infertilidade

O que você 
está fazendo 

aqui?
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Amostras

12ª a 15ª semana

≥16ª semana
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Amostras

M eio de cu ltura R PM I 1640 (10m L);
Soro Feta l Bovino à 10% .

à Procedimentos 
Citogenética
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Amostras

Fragmentação 
Mecânica e Enzimática

Colagenase (0,125%), 
37o C , 5% de CO2 /1h

↓
Crescimento
(2 a 3 dias)

Meio de cultura Alfa-mem (10mL);
Soro Fetal Bovino à 10%.

Procedimentos
Citogenética ß

Biópsia
Material de Aborto
(Placenta ou feto)
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Amostras

5 mL de sangue 
periférico em 

seringa descartável 
+ anticoagulante

1h ou

Centrifugação

Sedimentação 
hemácias

Transferir plasma + 
linfócitos + 5,0 mL de 
Meio de cultura RPMI 

1640 + 10% de soro + 1% 
fitohemaglutinina

70h, 37oC

Intérfase:

G1 = 14 a 24 horas
S =  8 a 9 horas

G2 = 2 a 3 horas

Cultura de Linfócitos
(Moorhead et al., 1960)
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• Fitohemaglutin ina

– Phaseolus vu lgaris

– D esdiferenciação
– M itogênico

Fitohemaglutinina

https://a lunosanalisesclin icas.w ordpress.com /tag/hem atologia/

Acesso: 07/09/2018
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Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva
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Obtenção de Cromossomos
• Colchicina

– Colch ium autumnale

– A lca ló ide
– Im pede a form ação da fibra  do fuso
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Procedimentos de Citogenética
Colchicina

1,5 - 2h  
37oC

800 a 1000 rpm
5 min

Solução Hipotônica 
37oC  - 10 min

KCl (0,075%)

Fixador
Metanol: Ácido 

acético (3:1)

800 a 1000 rpm
5 min

3x
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Classificação por bandas
• C aracterização realizada por técnicas especiais de 

tratam ento  e co loração à bandas

• Padrão defin ido de segm entos corados ao longo 
do crom ossom o

B a n d a  

E s c u r a

B a n d a  

C la r a
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Métodos de Coloração
• Métodos de Citogenética

– Convencional (Giemsa)
– Banda G = descrimina segmentos cromossômicos
– Banda R = reversa de G

– Banda Q = Quinacrina, Bandas brilhantes
correspondem a bandas G escuras

– Banda C = evidencia região centromérica e 
pericentromérica

– Banda NOR ( RON) = evidencia Região Organizadora 
de Nucléolos.

– Banda T = evidencia telômeros

• Métodos de Citogenética Molecular
– FISH
– SKY
– CGH
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• Cromossomos corados homogeneamente;
– C ontagem  dos crom ossom os 
– C lassificação em  7 grupos

– A lterações G rosseiras
• Alterações Numéricas
• Alterações Estruturais

•Paream ento crom ossôm ico de 1, 2 , 3 , 16,17, 18 e Y .

Núcleo 
interfásico

Núcleo 
Metafásico

Cultura de linfócitos Femininos, 44+XX, 
Aumento final: 1000x

Coloração Convencional (Giemsa)
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• A lterações Estruturais

Bellin i, M antovani 2003,  http://gentox.b io.br/?page_id=92

Cromossomo em  AnelCromossomo Dicêntrico

Rearranjos ComplexosQuebras e Gaps Cromatídicos

Cultura de Células CHO-k1

Aumento final: 1000x

Coloração Convencional (Giemsa)
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– Enzim a: T ripsina – desnaturação de proteínas.

– C orante: G iem sa

Ou
– D esnaturação por C alor (tam pão fosfato 0,06M )

– C orante W right

– D iscrim ina segm entos crom ossôm icos.

• Bandas escuras  (G+)à DNA rico em AT, genes 
pouco ativos, heterocromatina

• Bandas claras (G-) à DNA rico em CG, genes muito 
ativos, eucromatina

Banda G, GTG (Seabright, 1971)
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Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva 
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Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva – http://w w w .ucm .es/.../AVG /practicas/ cariotipo/carioP .htm

http://w w w .scie losp.org/scie lo.php?pid=S1413-81232002000300013&script=sci_arttext, 

400-500 bandas

R esolução:

~6m ilhões pb

~50genes/banda

5-10 M b
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Bellin i, Peruquetti, O rcin i2012,

http://w w w .poligene.com .br/laboratorios_florianopolis_areas_atuacao_hum ana_citogenetica.asp

Cultura de linfócitos Femininos, 44+XX, 
Aumento final: 1000x

Cultura de linfócitos Masculinos, 45+XY,
Trissomia do 21 – Síndrome de Down

Aumento final: 1000x

Banda G, GTG
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– Leucem ia M ie ló ide C rônica (LM C )

– C rom ossom o Philadélfia .

http://w w w .unesp.br/prope/projtecn/Saude/saude48a.htm ,

http://ligadepatologiaufc.b logspot.com .br/2011/10/leucem ia-m ielo ide-cronica.htm l
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Interpretação de Bandas e sub-bandas

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva - w w w .pediatriazulia.com / C asos% 20C lin icos.htm

Cromossomo ® braço ® região ® banda ® sub-banda ® sub-sub-banda

8     q q2 q21 q21.1 q21.13

8q21.13
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Banda Q
• C orante: Q uinacrina (fluorescente);

• B andas brilhantes e opacas;

• B andas brilhantes correspondem a bandas G  
escuras (G +);

http://w w w .slideboom .com /presentations/2200
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Banda R
• D esnaturação com  solução salina e calor;

• C orante: G iem sa

• B andam ento inverso ao de B anda G  e B anda Q
– Banda R  escura à Banda G  clara, Banda Q  opaca

– Banda R  clara à Banda G  escura, Banda Q  
brilhante

http://w w w .slideboom .com /presentations/2200
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Banda C (Summer, 1972)

• Solução de H idróxido de B ário e H C l + C orante
G iem sa.

• Evidenciam  região que contenham  
heterocrom atina constitu tiva:

– centrom érica,

– pericentrom éricas,

– Yq.

http://dc127.4shared.com  

C r o m o s s o m o  d ic ê n t r ic o
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Banda RON (NOR)
• C orante: N itrato de Prata

• A s bandas N O R  evidenciam  região  organizadora de 
nucléolo .

Am abis &  M artho, Analisando cariótipos hum anos, 1997, Bellin i, Peruquetti, 2012

Impregnação pela prata nos
cistrons ribossômicos ativos
na intérfase anterior
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Banda T
• A s bandas T  correspondem  a reg iões te lom éricas;

http://www .teliga.net/2011/08/tecnicas-para-estudo-dos-cromossomos.htm l
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Banda T
• Tamanho x Envelhecimento
• Células Somáticas

• Telomerase

< Telômero à > idade célula

Progérias

Síndrome Hutchinson-Gilford

Síndrome Werner

Síndrome Hutchinson-Gilford

Envelhecimento 

precoce
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http://www.teliga.net/2011/08/tecnicas-para-estudo-dos-cromossomos.html
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Citogenética Molecular

• Perdas e ganhos cromossômicos;
• Amplificações e deleções gênicas;
• Identificação cromossômica;
• Mapeamento;
• Rearranjos.

http://w w w .avensonline.org/b log/cytogenetics-analysis-of-chrom osom es.htm l/

Acesso em  07/09/2018
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FISH 

• Técnica de m apeam ento  fís ico  de D N A   em  que 
um a sonda de D N A  m arcada com  fluorocrom o é 
h ibrid izada ao crom ossom o ou núcleo in terfásico  e 
visualizado em  m icroscópio  de fluorescência

• R esolução: 100 – 200 K b
– 50x m aior que bandam ento de a lta  reso lução

https://w w w .cytocell-us.com /

Acesso: 07/09/2018
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https://w w w .cytocell-us.com /support/w hat-is-fish

Acesso: 07/09/2018

Sonda: Segm ento de D N A específico (100-200Kb)

D N A A lvo: crom ossom o ou reg ião crom ossôm ica

38
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FISH 
(Fluorescence In Situ Hybridisation)
• Tipos de Sondas:

https://w w w .researchgate.net/figure/Exam ples-of-d ifferent-types-of-fluorescence-in-s itu-hybrid isation-F ISH -

probes-a_fig1_9035148 - Acesso em  07/09/2018

C rom ossom o 
in te iro
(W C P)A lfa-saté lite

C ópia
Ú nica

sonda beta-saté lite  (saté lite  dos acrocêntricos D e G )
sonda saté lite  c lássica (heterocrom atina 1, 9 , 16 e Y )
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G enetics and M olecular B io logy , 37, 1 (suppl), 194-209 (2014)

WCP 21 9q

c) lócus-especifica 4p16.3 centromérica 4p11-q11

TeloméricaSubtelomérica
1p 1q

f) Interphase-FISH locus-especifica gene  SRY (sex determining 
region Y) em Yp11.31, centrômero X  e heterocromatina Yq12 
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• Sondas Alfa-
satélites 
(Centroméricas)
– Enum eração de 

C rom ossom os
– Identificação de 

aneuplo id ias e 
rearran jos

• Sondas 
Teloméricas
– D eleções term inais

– Perdas te lom éricas
– Fusão crom ossôm ica

http://w w w .nirs.qst.go.jp/EN G /core/rm d/05.htm l – Acesso: 07/09/2018

C entrom érica

Telom érica
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• Whole Chromosome Probe (WCP)

– Identificação de aneuplo id ias e rearran jos

https://w w w .hum angenetics.uni-bonn.de/de/diagnostik/m olekulare-zytogenetik Acesso: 07/09/2018
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• Whole Chromosome Probe (WCP)

– Identificação de aneuplo id ias e rearran jos

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

A- Criança com anomalias congênitas: sonda do 

cromossomo 4; material extra, braço longo de um dos 

cromossomos 4  (seta), 

B- Metáfase da mesma criança: sonda do cromossomo 9. 
Dois cromossomos 9 normais; a parte extra do cromossomo 

4 identificada como tendo origem no cromossomo 9 (seta). 
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Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

IM: +7 MN:           
17c verde
TP53 
vermelho

CG: del TP53

UG: +8

CG: +7
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Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

MEGAESÔFAGO: 

60% aneuploidias: –
7,+7, +17

54,5% deleção  TP53

CARCINOMAS:

100% aneuploidias
tri e tetra simultâneas; 

100% deleção TP53  
70% amplificação
CCND1 

C ito g e n é tic a

C ro m o s s o m o s  H u m a n o s

C la s s if ic a ç ã o

C a rió tip o

C a r io g ra m a

A p lic a b il id a d e

A m o s tra s

P ro c e d im e n to s

C lá s s ic a

C o n v e n c io n a l

G

Q

R

C

N O R

T

M o le c u la r

F IS H

M ic ro d is s e ç ã o

T C

S K Y

B a n d a m e n to C o lo r id o

C G H

m C G H

a C G H

C M A

C o n c lu in d o

B ib lio g ra fia  S u g e r id a
45

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

A- perda CDKN2A/ CEP9

B- perda EGFR/CEP7

C- perda FHIT/CEN3

D- ganho TP63/ perda 
PIK3CA
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• Aplicações

– M apeam ento de genes e sequências gênicas;

– Identificação de rearran jos crom ossôm icos/ 
pequenas de leções;

– M onitoram ento de ind ivíduos/populações expostas 
à m utagênicos;

– Estru tura e organização dos crom ossom os
– Identificação de a lterações crom ossôm icas em  

esperm a

– D iagnóstico P ré-N ata l e  P ré-Im plantação

– D iagnóstico de neoplasias
– M onitoram ento de pacientes 

leucêm icos/transplante de m edula óssea (doador 
de sexo oposto)

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva
47
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Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

• C itogenética convencional: d iagnóstico em  8-15 d ias

• F ISH : resu ltado ráp ido (24-48 h) cé lu las líqu ido 
am niótico não cu ltivadas
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Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

Trissom ia
do 21 

Trip lo  X

N orm al

Trip ló ide Tetrap ló ide
49
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• D iagnóstico  Pré-im plantação

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

3  s ina is verde:  
b lastôm ero com  trissom ia do 21
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• Em  esperm atozoides

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva
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• D iagnóstico  de N eoplasias

– Translocação (câncer de pu lm ão) – gene ALK

J Path: C lin R es April 2017; 3: 73–99

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

2013: FDA 
aprovou a droga 
crizotinib (Pfizer) 
para portadores 
de fusão do gene 
ALK  - t(2;5)
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(A-B) Amplificação CCND1
(E-F) Polissomia 11 / CCND1

(C-D) AmplificaçãoHer-2

(G-H) Polissomia 17 /Her-2

Mama à Terapia molecular: Herceptin (Trastuzumab)
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Microdisseção

http://w w w .accessexcellence.org/R C /VL/G G /m icroD issection.php

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva
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Territórios Cromossômicos

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

-posicionamento relativo dos TC 
em posições preferenciais em 
relação ao outros: 

-cr grandes → periferia do

-cr pequenos → interior do 
Genes ativos: encontrados no 
interior e periferia do TC

Regiões transcricionalmente
ativas: encontradas em alças 
estendidas para fora do TC

Regiões não codificadoras e  
genes inativos (vermelho): 
podem ser encontradas na 
periferia ou interior do       TC 

a)Cr 12; 14; 15: linfócitos de 
camundongo
b-c) Intérfase: TC em 
fibroblastos de camundongo
d)    Genes ativos x inativos 
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SKY 
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http://w hat-w hen-how .com /genetics/advances-in-cytogenetic-d iagnosis-genetics/

Acesso: 07/09/2018

5 fluorocrom os
e suas 

com binações
(400-800nm )

SKY 
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SKY

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

C arió tipo norm al

C rom ossom os m arcadores

Lim itação: 

• C ultivo ce lu lar – m etáfases

• N ão detecta 

de leções/duplicações e 
inversão
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SKY

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

Evo lução cario típ ica: 
cé lu las de g ibão h ibrid izadas com  sondas hum anas 
® várias hom olog ias crom ossôm icas
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Bandamento Colorido
• Permite a coloração 

sub-regional dos 
cromossomos para 
análise do cariótipo 
humano

• Identificação de 
rearranjos 
cromossômicos: inversões, deleções, 
duplicações, 
inserções, 
translocações

https://w w w .m icro-shop.zeiss.com /?l=en&p=uk&f=r& i=5007&h=25&n=0&sd=000000-0528-915-uk

Acesso: 07/09/2018
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Bandeamento Colorido

http://w w w .m iszalok.de/Lectures/L16_F ish/F ish_d.htm 28-915-uk

Acesso: 07/09/2018
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Bandamento Colorido

http://w w w .m iszalok.de/Lectures/L16_F ish/F ish_d.htm 28-915-uk

Acesso: 07/09/2018

• mBAND do cromossomo 15:
– 25 bandas coloridas: correspondem a 

uma resolução de 550 bandas 
(complemento haplóide)
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Bandeamento Colorido

W an, T . S ,; M a, T . S . M olecular cytogenetics: an indispensable tool for cancer diagnosis. C hang G ung

M ed; 35(2):96-110, 2012. https://w w w .ncbi.n lm .nih.gov/pubm ed/22537925.

Inv (6) (p23q23)
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CGH
(Comparative Genome Hybridisation)

http://icg i.no/D iagnostics/kariotyping-and-C G H

Acesso: 07/09/2018
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CGH
(Comparative Genome Hybridisation) 
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mCGH

http://uvm gg.w ikia.com /w iki/C G H

Acesso: 07/09/2018

Desvantagem: não detecta aberrações balanceadas 

(translocações, inversão, inserção)

Resolução: >3Mb
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mCGH

https://conganat.uninet.edu/IIIC VH AP/com unicaciones/003/index.htm

Acesso: 07/09/2018

G anho

Perda
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mCGH

http://w w w .lucia.cz/cs/front-page/lucia-cgh/

Acesso: 07/09/2018

G anho

Perda

C ito g e n é tic a

C ro m o s s o m o s  H u m a n o s

C la s s if ic a ç ã o

C a rió tip o

C a r io g ra m a

A p lic a b il id a d e

A m o s tra s

P ro c e d im e n to s

C lá s s ic a

C o n v e n c io n a l

G

Q

R

C

N O R

T

M o le c u la r

F IS H

M ic ro d is s e ç ã o

T C

S K Y

B a n d a m e n to C o lo r id o

C G H

m C G H

a C G H

C M A

C o n c lu in d o

B ib lio g ra fia  S u g e r id a
68



Citogenética

35

aCGH

https://fr.w ik ipedia.org/w ik i/F ichier:A rray_com parative_genom ic_hybrid ization.svg

Acesso:07/09/2018

Cromossomos metafásicos substituídos por sondas de DNA ou 
oligonucleotídeos ® chips DNA
Resolução: 5- 10 Kb (0,5 Mb)
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aCGH

http://w w w .enzolifesciences.com /platform s/genom ics/m icroarray/enable-proven-consistent-

acgh/Acesso:07/09/2018

G anho N orm al Perda
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aCGH

G enetics and M olecular B io logy , 37, 1 (suppl), 194-209 (2014)

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

Cr 4

Perda 
4p16.3-p15.33 

Genes
4p16.3-p15.33
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Chromosomal Microarray (CMA)

Journal of Pediatric G enetics Vol. 6 N o. 1/2017

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

• U sada para identificar variações no núm ero de cópias

do D N A (C opy N um ber Varia tions- C N Vs) em  reg iões 
associadas a doenças

• D escoberta  de novas síndrom es C N Vs e novos genes 
que causam  um  espectro  de fenótipos: autism o, 

esquizofren ia  e  d im orfism os
• S índrom es de m icrodeleção (22q11.2 S . D iG eorge) –

m icroduplicação (17q21.31)
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Chromosomal Microarray (CMA)

Journal of Pediatric G enetics Vol. 6 N o. 1/2017

Profa. D ra. Ana E lizabete S ilva

• Identificação de sobreposição de C N Vs em indiv iduos

com  um a síndrom e com patilhada é usada identificar
um a região crítica para um a sindrom e de 

m icrodeleção. 
• A m enor reg ião de sobreposição da de leção ind ica a 

reg ião deletada necessária para a m anifestação da 
síndrom e
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Chromosomal Microarray (CMA)

http://w w w .em piregenom ics.com /site/technology_overview .php
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aC G H continua transform ando a C itogenética:

-fornecendo a lta-reso lução

-tecnolog ia  avançada para m apeam ento preciso e  

detecção de  aberrações crom ossôm icas.
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Concluindo
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