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RESUMO

A sindrome de Down (SD) é a cromossomopatia mais predominante em recém-
nascidos, afetando 1:800 nascidos vivos. E a causa genética mais comum de
deficiéncia intelectual e de neurodesenvolvimento. As manifestacdes citogenéticas da
SD incluem trissomia livre (~95%), translocacdes Robertsonianas (~4%) e mosaicismo
cromossémico (~1%). Individuos do sexo masculino com SD frequentemente
apresentam infertilidade, esse mecanismo ainda néo foi elucidado, mas sabe-se que
0 cromossomo Y possui alguns genes importantes na fertilidade. Este trabalho buscou
definir o cariétipo e investigar a presenca de sequéncias dos genes SRY, TSPY, DAZ
e AMGY em individuos com SD da regido metropolitana do Recife, Pernambuco. As
preparacdes cromossémicas foram obtidas de cultura de linfocitos de 68 individuos, e
cerca de 20 metafases foram analisadas por bandeamento G por paciente. Para a
investigacdo molecular, o DNA gendmico foi isolado a partir dos leucdcitos do sangue
periférico e submetido a técnica de PCR convencional. A analise citogenética
confirmou o cariétipo dos 68 individuos com SD, sendo 88,2% casos de trissomia livre,
8,8% mosaicismo e 2,9% translocacdo Robertsoniana. A proporgédo por sexo foi de
55,9% para o sexo masculino e 44,1% para o sexo feminino, com idade variando de
1-33 anos e uma média de ~8 anos. As sequéncias génicas de 22 individuos do sexo
masculino, com média de idade de 10 anos (1-15 anos), foram analisadas, dos quais
20 apresentaram trissomia livre, um apresentou mosaicismo e um apresentou
translocacdo Robertsoniana. A investigacdo molecular revelou todas as sequéncias
testadas intactas, ndo sendo possivel uma associacdo com infertilidade nesses
individuos. Sendo assim, evidenciamos a relevancia da definicdo e caracterizacao
citogenética dos individuos, bem como da investigacdo dos genes do Y, as quais
podem ser importantes para construir medidas terapéuticas e preventivas na

abordagem da sindrome de Down.

Palavras-chave: Bandeamento G; Caridtipo; Citogenética; Cromossomo Y,

Infertilidade; Trissomia 21.



ABSTRACT

Down syndrome (DS) is the most prevalent chromosomal disorder in newborns,
affecting 1 in 800 live births. It is the most common genetic cause of intellectual and
neurodevelopmental disability. The cytogenetic manifestations of DS include free
trisomy (~95%), Robertsonian translocations (~4%), and chromosomal mosaicism
(~1%). Male individuals with DS often exhibit infertility; this mechanism has not yet
been elucidated, but it is known that the Y chromosome contains some genes
important for fertility. This study aimed to define the karyotype and investigate the
presence of sequences of the genes SRY, TSPY, DAZ, and AMGY in individuals with
DS from the metropolitan region of Recife, Pernambuco. Chromosomal preparations
were obtained from lymphocyte cultures of 68 subjects, and about 20 metaphases
were analyzed by G-banding per patient. For molecular investigation, genomic DNA
was isolated from peripheral blood leukocytes and subjected to conventional PCR.
Cytogenetic analysis confirmed the karyotype of the 68 individuals with DS, with 88.2%
being free trisomy cases, 8.8% mosaicism, and 2.9% Robertsonian translocation. The
sex ratio was 55.9% male and 44.1% female, with ages ranging from 1 to 33 years,
and an average of ~8 years. The gene sequences of 22 male individuals, with an
average age of 10 years (ranging from 1 to 15 years), were analyzed, of which 20 had
free trisomy, one had mosaicism, and one had Robertsonian translocation. Molecular
investigation revealed that all tested sequences were intact, and no association with
infertility was found in these individuals. Thus, we highlight the importance of defining
and characterizing the cytogenetics of individuals, as well as investigating Y
chromosome genes, which may be crucial in developing therapeutic and preventive

measures for Down syndrome.

Keywords: Karyotype; Cytogenetics; Y chromosome; Infertility; G Banding; Trisomy
21.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome de Down (SD) € a causa genética mais comum de deficiéncia
intelectual e é a cromossomopatia mais prevalente no mundo, com frequéncia de
1:800 nascidos vivos (Huang et al., 2024). A SD é caracterizada por uma copia extra
do cromossomo 21 no cariotipo humano e pode ocorrer em trés formas principais:
trissomia livre, responsavel por aproximadamente 95% dos casos, na qual ha uma
copia completa do cromossomo 21; translocacdo Robertsoniana, que corresponde a
cerca de 4% dos casos e € caracterizada pela fusdo entre cromossomos
acrocéntricos, mais frequentemente entre os cromossomos 14 e 21; e mosaicismo
cromossoémico (~1% dos casos), no qual o individuo apresenta duas linhagens
celulares, uma com o cariotipo normal (46,XX ou 46,XY) e outra com trissomia do 21
(Antonarakis et al., 2020).

As pessoas com SD apresentam um fenétipo bem especifico, incluindo olhos
amendoados, boca pequena e lingua protusa, baixa estatura, ponte nasal achatada,
orelhas pequenas e com baixa implantacdo, prega palmar transversa Unica, hipotonia
muscular, entre outros tracos (Agarwal Gupta; Kabra, 2014). Contudo, o quadro clinico
da sindrome abrange diversas caracteristicas fisiol6gicas que se apresentam de
maneira heterogénea entre os individuos, como atraso cognitivo, problemas
cardiologicos, maior risco de desenvolver doengas autoimunes (Alldred et al., 2021).
Além disso, pessoas com SD apresentam algumas disfun¢cdes hormonais que levam
a um quadro de infertilidade, especialmente em homens. Contudo, 0 mecanismo
genético envolvido nesse processo ainda ndo foi elucidado. Entender esse
mecanismo sera um grande avanco para garantir uma melhor qualidade de vida
desses individuos, bem como promover aconselhamento genético e o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para casais que desejam ter filhos
(Parizot et al., 2019).

O cromossomo Y, responsavel pela fertilidade masculina, € um dos menores
cromossomos do genoma humano e € dividido em um braco curto (Yp), um braco
longo (YQq) e duas regides pseudoautossdomicas (PARs) (Colaco; Modi, 2018). No Yp
estdo localizados os genes SRY, e TSPY, responsaveis pela diferenciagéo celular do
sistema reprodutor masculino, além do AMGY, amplamente utilizada como marcador
do sexo masculino (She; Yang, 2017; Lau; Li; Kido, 2019; Syndercombe Court, 2021).

Enquanto no Yq ha a presenga do gene DAZ, essencial para a espermatogénese, sua
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auséncia esta fortemente associada a problemas de infertilidade masculina (Deng et
al., 2023).

O projeto de Sindrome de Down teve inicio em 2020 no Laboratorio de Genética
e Citogenética Animal e Humana (LGCAH), com o objetivo de analisar o cariétipo dos
individuos, determinar a incidéncia do mosaicismo cromossdmico, e investigar
associagdes entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao desenvolvimento
de doencas autoimunes e inflamatorias nesses individuos. Embora ndo haja relatos
de que individuos SD do sexo masculino apresentem disturbio da diferenciacéo sexual
(DDS), este estudo também buscou investigar se esses individuos apresentam as
sequéncias génicas do cromossomo Y — SRY, TSPY, DAZ e AMGY - intactas. Dessa
forma, reforcamos a importancia da caracterizagdo citogenética e da investigacao
molecular dos genes do Y, cujos resultados podem contribuir para o redirecionamento

de medidas terapéuticas e preventivas na abordagem da Sindrome de Down.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a investigacdo cromossOmica e molecular de genes do cromossomo
Y em individuos com Sindrome de Down da Regido Metropolitana do Recife,

Pernambuco.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar o cari6tipo dos individuos;

2. Determinar a proporcao de individuos do sexo masculino e feminino;

3. Determinar a frequéncia de mosaicismo cromossomico;

4. Investigar a presenca de sequéncias génicas SRY, AMGY, TSPY e DAZ do

cromossomo Y nos individuos do sexo masculino.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sindrome de Down

A sindrome de Down (SD) é a trissomia autossdmica mais frequente na
populacdo e a causa genética mais comum de deficiéncia intelectual e
neurodesenvolvimento, afetando aproximadamente 1:800 nascidos vivos no mundo,
devido a presenca de uma cépia extra do cromossomo 21 (Rondal, 2020; (Huang et
al., 2024)). A SD foi descrita pela primeira vez em 1866 por John Langdon Down, mas
a sua associagdo com a trissomia do cromossomo 21 s¢ foi elucidada quase 100 anos
depois, em 1959, por Jérébme Lejeune (Sanchez-Pavon; Mendoza; Garcia-Ferreyra,
2022).

Com os avancos nos estudos relacionados a patofisiologia desta sindrome e
ao melhor manejo dos disturbios enddcrinos, a expectativa de vida desses individuos
aumentou significativamente, passando de uma idade média de 25 anos em 1983 para
60 anos em 2020 (Tsou et al., 2020). Além disso, ha também diferencas étnicas na
expectativa de vida, sendo um pouco menor em populacbes africanas e nativas
americanas (De Graaf; Buckley; Skotko, 2017). Embora a SD ocorra em todas as
populacdes, sua prevaléncia varia entre os paises devido a fatores socioculturais e
econdbmicos, incluindo a idade materna no momento da concepc¢do, bem como a
triagem pré-natal e as oportunidades ao aborto (Antonarakis et al., 2020).

O cromossomo 21 (HSA21) é o menor cromossomo autossomo humano, com
47 milhdes de pares de bases e representando 1 a 1,5% do genoma humano. O
fendtipo completo da SD resulta do aumento na atividade de produtos génicos super
expressos do HSA21. Apesar disso, a funcdo da maioria desses genes e sua relacdo
especifica com as manifestacbes clinicas da SD ainda ndo sao totalmente
compreendidas (Redhead et al., 2023; Huang et al., 2024). Estudos identificaram uma
regido critica para sindrome de Down (DSCR) localizada no braco longo do
cromossomo 21 (21q), associada com as principais caracteristicas clinicas na
sindrome. No entanto, ha evidéncias de que genes fora dessa regido também
contribuem para o fendtipo da SD (Cipriani et al., 2018). Mais recentemente, foi
sugerida a existéncia de uma regido altamente restrita (HR-DSCR), localizada em

21922.13 e com apenas 34 kb, cujas duplicagdes sao compartilhadas por todos os
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individuos com SD e estdo ausentes em pessoas com cariétipo normal (Pelleri et al.,
2016).

Existem trés tipos de caridtipos associados ao diagnéstico da SD: a trissomia
livre do 21, o mosaicismo cromossémico e a translocacdo Robertsoniana. A trissomia
livre (47,XX,+21 ou 47,XY,+21) € caracterizada pela presenca de uma cépia extra do
cromossomo 21 e compreende cerca de 95% dos casos SD (Figura 1) (Antonarakis
et al., 2020). Esse caribtipo resulta de um fenbmeno meidtico chamado de né&o-
disjuncdo (Figura 2), no qual os cromossomos replicados ndo se separam
corretamente na divisdo celular, gerando gametas com uma coépia adicional do
cromossomo 21 (Figura 3). Apos a fecundacéo, o zigoto formado apresentara trés

cOpias desse cromossomo (Jackson et al., 2018).

Figura 1 — Cari6tipo 47,XY,+21 por bandeamento G
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Fonte: LGCAH/UFPE.



Figura 2 — Formas de ocorréncia da meiose.

N&o-disjuncdo na meiose II.

19

(a) Meiose normal. (b) N&o-disjuncdo na meiose I. (c)
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Fonte: Adaptado de Jackson et al. (2018).

Figura 3 — Fertilizacdo de gametas. (a) Fertilizagdo de um o6cito normal com uma célula espermatica
normal leva a formacao de um zigoto diploide (2n). (b) Fertilizagcdo de um odécito nulissdmico
leva a formacao de um zigoto com monossomia para um cromossomo. (c, d) Fertilizacdo de
um odcito dissdmico resulta em zigotos com trissomia.
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Fonte: Adaptado de Jackson et al. (2018).

O mosaicismo cromossémico compreende aproximadamente 1% dos casos de

SD. Essa condicdo genética é de origem p0s-zigGtica, caracterizada pela presenga de

duas ou mais linhagens celulares com cariotipos diferentes — nos casos de SD, uma

trissémica e outra normal. O mosaicismo cromossomico surge como consequéncia de
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erros na mitose, como a nao segregacdo das cromatides-irmads ou, menos
frequentemente, a endorreduplicacdo (Taylor et al., 2014). Esses erros ocorrem
porque, nos primeiros dias do desenvolvimento p6s-zigotico, o ciclo celular ainda esta
em processo de regulacdo (Viotti, 2020). Diferentemente dos erros meidéticos, cuja
incidéncia aumenta com a idade materna ou paterna, 0s erros mitoticos parecem
apresentar um risco uniforme ao longo da idade reprodutiva (McCoy et al., 2015).

Rearranjos cromossémicos envolvendo o bragco longo do cromossomo 21
(21q), especialmente a translocacdo Robertsoniana (rob), sdo responséaveis por
aproximadamente 4% dos casos de SD (Figura 4). Esses rearranjos ocorrem devido
a fusdo entre o braco longo do cromossomo 21 e outro cromossomo acrocéntrico, na
maioria das vezes envolvendo o cromossomo 14 e raramente o 22, mas também o
proprio 21 (Zhao et al., 2015; Antonarakis et al., 2020; Jaiswal; Kumar; Rai, 2021). O
braco curto dos cromossomos acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e 22), é rico em
sequéncias repetitivas de DNA, e apresenta alto grau de instabilidade gendmica. Um
possivel mecanismo para essa instabilidade e formacdo de translocagcbes
Robertsonianas pode ser o bloqueio na replicacao pré-meiotica, causado por quebras
na fita de DNA ou pela paralisacédo de forquilhas de replicagdo, que vao interferir na
recombinacdo meidtica (Poot; Hochstenbach, 2021).

Figura 4 — Exemplo de translocac&do Robertsoniana envolvendo os cromossomos 14 e 21.
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Fonte: Adaptado de Katagiri; Tamaki (2020).

O caribtipo de um portador de uma rob apresenta 45 cromossomos, com 0

cromossomo translocado apresentando os dois bragos longos dos cromossomos



21

acrocéntricos envolvidos. Maes ou pais portadores de rob ndo apresentam alteracdes
fenotipicas, mas possuem maior probabilidade de produzir gametas com aneuploidias
(nulissbmicos ou dissémicos) e sofrer abortos espontaneos. Quando um gameta
dissbmico fertiliza outro normal, leva a formacdo de um zigoto trissémico para o
cromossomo envolvido, mas com um cariétipo com 46 cromossomos (Figura 5) (Zhao
et al., 2015; Poot; Hochstenbach, 2021).

Figura 5 — Possiveis gametas para portadores de rob e configuracées de zigotos apés fecundacao.
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Fonte: Adaptado de Kim et al. (2016).

3.1.1 Fatores de risco

Assim como em outras trissomias autossémicas, 0 avanco da idade materna
esta diretamente relacionado a um aumento no risco de desenvolvimento de sindrome
de Down. Esse risco esta associado a uma maior probabilidade de falhas na
segregacao cromossOmica durante a oogénese, seja na meiose | (ndo-disjuncéo de
cromossomos homologos) ou na meiose Il (ndo-disjuncdo de crométides irmas)
(Antonarakis et al., 2020).

Mulheres com mais de 35 anos apresentam uma probabilidade
significativamente maior de terem filhos SD. Embora os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nesse processo ainda nao estejam completamente

elucidados, as principais hipoteses envolvem: (1) erros de recombinacao durante a



22

meiose dos 00citos; (2) acumulos de danos no DNA ao longo do tempo; e (3) variagdes
hormonais relacionadas a idade (Rowsey et al., 2013). Outras hipoteses indicam que
a formacao, o desenvolvimento e a sobrevivéncia até o nascimento de um individuo
com trissomia do cromossomo 21 sao considerados eventos multifatoriais,
influenciados por modificacdes epigenéticas e fatores ambientais, como exposi¢do a
radiacao, tabagismo, status socioecondémico e obesidade (Figura 6) (Coppede, 2016).
No caso de mosaicismo cromossdémico na SD, aproximadamente dois tercos dos
casos estdo relacionados a idade materna. Contudo, cerca de 33% dos casos de
mosaicismo nao séo influenciados por esse fator, demonstrando a necessidade de

investigar outros fatores de risco envolvidos (Morris, 2012).

Figura 6 — Fatores de risco para a sindrome de Down
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Fonte: Adaptado de Coppede (2016).

Outro fator de risco associado ao nascimento de criangas com SD envolve
polimorfismos de base Unica (SNPs) em genes relacionados ao metabolismo do acido
félico. Essa vitamina desempenha um papel essencial na sintese e no reparo do DNA,
e deficiéncias nesse nutriente podem aumentar a probabilidade de erros durante a
divisao celular. Os SNPs impactam o metabolismo do folato ao alterar a atividade das

enzimas responsaveis por sua conversao e utilizacdo. Essas modificacfes podem ter
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consequéncias graves para a saude reprodutiva, aumentando o risco de aneuploidias,
incluindo a Sindrome de Down (Sukla et al., 2015; Hiraoka; Kagawa, 2017). Além
disso, ha indicios de que interacdes gene-nutriente podem amplificar esse risco em
mulheres com baixa ingestdo de &cido folico. Todavia, a escassez de dados sobre
questionarios dietéticos na fase peri-concepcional dificulta a obtencdo de conclusées
definitivas. Atualmente, é recomendado a ingestdo adequada de acido folico antes e
durante a gravidez como uma estratégia eficaz para reduzir o risco de alteracdes
cromossomicas (Coppedé, 2016).

Os fatores de risco associados a idade paterna ainda sao bastante
controversos, principalmente no que diz respeito aos mecanismos moleculares
envolvidos. Curiosamente, a maioria dos erros na meiose masculina ocorrem durante
a meiose Il, enquanto apenas um terco ocorre na meiose | (Donate et al., 2016). O
estilo de vida dos pais também desempenha um papel importante no aumento do risco
de desenvolvimento de SD. Habitos como tabagismo, consumo de alcool, obesidade
e exposicao a pesticidas e poluentes podem aumentar a probabilidade de producao
de espermatozoides com aneuploidias. Enquanto dietas ricas em acido félico, peixes,

frutas e vegetais podem reduzir esse risco (Punjabi et al., 2022).

3.1.2 Manifestacdes clinicas

Os achados clinicos da SD sédo multiplos e heterogéneos. Algumas condicdes
necessitam de intervencfes imediatas logo apdés o nascimento, enquanto outras
acompanham o individuo ao longo de sua vida (Bull, 2020). Entre as caracteristicas
mais comuns, estao: deficiéncia intelectual, alteragdes craniofaciais, tbnus muscular
fraco (hipotonia) na infancia, bem como doencas cardiacas congénitas, apneia
obstrutiva do sono, doenca celiaca, doencas enddcrinas e autoimunes. Além disso, o
fendtipo classico da SD inclui olhos amendoados, lingua protusa e outras
particularidades (Figura 7) (Alldred et al., 2021).
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Figura 7 — Sindrome de Down. (a) Principais manifestacdes clinicas. (b) Fendtipo classico da SD em

uma crianca do sexo feminino.
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Fonte: Adaptado de Antonarakis et al. (2020) e Moini; Logalbo; Ahangari (2024).

Além das caracteristicas comuns a todos os individuos com SD, h& diversos
fenétipos associados que variam em gravidade e penetrancia. Essa variabilidade
provavelmente resulta de uma interacdo complexa entre fatores genéticos,
epigenéticos, ambientais e eventos estocasticos (Cipriani et al., 2018). Além disso,
pessoas com SD frequentemente passam por um processo de envelhecimento
precoce, que afeta principalmente o sistema nervoso central, cardiovascular e
imunolégico (Ciccarone et al., 2018; Arcoverde et al., 2024). Do ponto de vista

genético e molecular, esse envelhecimento é caracterizado por altos niveis de
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biomarcadores de idade, encurtamento dos teldmeros e padrées de metilagdo no DNA
(Kozlov; Franceschi; Vedunova, 2024). O acompanhamento desses individuos na fase
adulta representa um desafio significativo, uma vez que ha escassez de especialistas
e protocolos adequados para tratar as demandas e sintomas associados ao
envelhecimento acelerado, que ocorre muito antes do observado na populagdo em
geral (Alldred et al., 2021).

Entre as manifestacdes enddcrinas da SD, destacam-se o alto risco de
desenvolvimento de hipotireoidismo, disfuncées no eixo hipotalamo-hipdfise e
diabetes mellitus (DM). Alteracdes na composicao corporal desses individuos, como
a obesidade, também sdo muito prevalentes e podem agravar as disfuncdes
enddocrinas (Whooten; Schmitt; Schwartz, 2018; Metwalley; Farghaly, 2022). No
sistema genital, homens com SD apresentam maior risco de desenvolver: microlitiase
testicular, uma condi¢cdo em que se formam multiplas calcificagdes microintratubulares
no testiculo, e criptorquidia, a auséncia de um ou ambos os testiculos na bolsa
escrotal. Essas condi¢Oes estédo fortemente associadas a infertilidade e aumento do
risco de cancer testicular (Pedersen et al., 2016; Ranchin et al., 2024).

Além disso, pessoas com SD podem enfrentar problemas de infertilidade
devido a alteracdbes no desenvolvimento genital e disfungcbes hormonais
(principalmente no FSH e LH), que podem levar a uma puberdade precoce (Pedersen
et al.,, 2016). Mulheres frequentemente apresentam irregularidades menstruais e
menopausa precoce, enquanto homens tém a qualidade do sémen comprometida,
decorrente de disfuncdes nas células de Sertoli e Leydig. Contudo, os mecanismos
genéticos subjacentes a essas alteragdes ainda ndo estdo muito bem elucidados. A
compreensao desses mecanismos € essencial para orientar individuos com SD e suas

familias, garantindo uma melhor qualidade de vida (Parizot et al., 2019).

3.2 Cromossomo Y e fertilidade

O cromossomo Y € acrocéntrico e composto por duas regides
pseudoautossémicas (PARs), um braco curto (Yp) e um braco longo (YQ), separados
por um centromero (Figura 8). Enquanto o Yp e as PARs sdo predominantemente
eucromaticas, a maior parte do Yq é constituida por heterocromatina, exceto pela
porcdo proxima ao centrdmero. A por¢cdo eucromatica do cromossomo Y é também

chamada de MSY (Regido especifica do sexo masculino no Y) (Colaco; Modi, 2018).
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As regides PAR1 e PAR2 representam cerca de 5% do cromossomo Y e podem se
recombinar com o cromossomo X durante a meiose. Enquanto a regido MSY, que
corresponde aos 95% restantes, ndo passa por recombinacdo (Rabinowitz et al.,
2021).

O cromossomo Y € um dos menores cromossomos do genoma humano, com
aproximadamente 62,5 milhdes de pares de bases, representando cerca de 2 a 3%
do genoma haploide (Dhanoa; Mukhopadhyay; Arora, 2016). Por muito tempo,
aproximadamente 50% de sua constituicdo genética permaneceu desconhecida
devido a sua estrutura complexa e altamente varidvel, caracterizada por sequéncias
invertidas em tandem (palindromos). Essa complexidade dificultava o estudo de
rearranjos estruturais, tais como duplicacées e delecdes, especialmente em regides
associadas com a fertilidade masculina (Xu; Pang, 2022). Em 2023, o cromossomo Y
foi completamente sequenciado, permitindo uma compreensdo mais abrangente da
variacao genética e da evolu¢cdo humana. Esse avanc¢o abriu caminho para estudos
de associacdo entre fenotipos e genotipos relacionados a diversas caracteristicas e
doencas (Rhie et al., 2023).

O cromossomo Y desempenha um papel crucial na sadde reprodutiva
masculina e na espermatogénese, pois abriga genes essenciais, como o0 SRY —
responsavel pela determinacdo sexual — e outros localizados na regido denominada
Fator de Azoospermia (AZF) — associada a infertilidade masculina, como o gene DAZ.
Além disso, o cromossomo Y contém reguladores sensiveis a dosagens génica, que
sdo importantes em varios processos fisiologicos. Sendo assim, a expressao
equilibrada desses genes é fundamental para manter suas fun¢cdes normais (Colaco;
Modi, 2018; Rhie et al., 2023).

No braco curto do cromossomo Y (Yp) estdo localizados os genes TSPY e
AMGY. O TSPY exerce um papel tanto na multiplicacdo quanto na diferenciacédo das
células germinativas do sistema reprodutor masculino. Enquanto o AMGY, embora
nao esteja diretamente ligado a salde reprodutiva masculina, € amplamente utilizado
na area forense para identificacdo sexual baseada em DNA, sendo um importante
marcador genético do cromossomo Y (Masaia; Xue, 2017; Lau; Li; Kido, 2019).

A infertilidade é definida como a incapacidade de conceber ap6s um ano de
tentativas de relacdes sexuais sem protecdo (Akhavizadegan, 2024). Essa condigc&o
afeta cerca de 15% da populacdo mundial e, apesar de ser uma condi¢do multifatorial,

aproximadamente 15% dos casos estdo associados a fatores genéticos, enquanto o
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restante relaciona-se com criptorquidia, varicocele ou neoplasia testicular (Rabinowitz
et al., 2021). A infertilidade masculina se manifesta por defeitos na concentracéo ou
na qualidade do sémen, sendo 90% dos casos caracterizados por oligozoospermia
(baixa concentracdo de espermatozoides no sémen) ou azoospermia (auséncia total
de espermatozoides). Os outros 10% envolvem defeitos na motilidade ou morfologia

dos espermatozoides (Kumar; Singh, 2015).

Figura 8 — Esquematizacéo do cromossomo Y indicando os genes que codificam proteinas na regido

especifica masculina do cromossomo Y.
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De acordo com Sudhakar; Shah; Gajbhyie (2021), os principais fatores
genéticos relacionados com a infertilidade masculina séo: defeitos de genes Unicos
ou multiplos (responsaveis por 15% das causas genéticas); genes especificos
associados a infertilidade; alteracdes ou microdele¢cdes no cromossomo Y e, variantes
de novo e variantes patogénicas autossdmicas recessivas ligadas a hipogonadismo

hipogonadotréfico congénito.

3.2.1 SRY

O gene SRY (Regiao determinante do sexo no cromossomo Y), localizado no
brago curto do cromossomo Y, na regido p11.2 (Figura 8), € composto por um Unico
éxon. Ele codifica o dominio proteico denominado HMG box, que tem a capacidade
de se ligar e dobrar sequéncias especificas do DNA. O HMG box € a Unica regido
altamente conservada em mamiferos, o que sugere que a proteina SRY atua como
um fator de transcri¢do estrutural, modulando a expresséo de genes-alvo relacionados
a determinacdo sexual (Ohnesorg; Vilain; Sinclair, 2014). Do ponto de Vvista
filogenético, estudos comparativos apontam que o gene SRY evoluiu a partir do gene

autossdmico SOX3 entre aproximadamente 166 e 148 milhdes de anos atras. Esse
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novo gene se fixou rapidamente no cromossomo Y ao longo da evolugéo (She; Yang,
2017).

O gene SRY atua como o principal regulador na determinacdo do sexo,
integrando as cascatas genéticas responsaveis pelo desenvolvimento dos testiculos
masculinos. Seu gene-alvo melhor caracterizado na génada masculina é o SOX9
(localizado em 17g24.3), sendo a principal funcado do SRY regular a expressao desse
gene nos precursores das células de Sertoli, 0 que consequentemente ativa genes
especificos e promove a diferenciacdo testicular (Vining et al., 2021). Além disso, o
SRY desempenha um papel importante na mediacdo de vias de sinalizacdo
mutuamente antagonicas, regulando o estabelecimento das células de Sertoli e 0
desenvolvimento dos corddes testiculares. Como também, ele é essencial para varios
eventos morfogenéticos iniciais, como a migracao precoce das células mesonéfricas
especificas dos testiculos e a glicogénese dos precursores das células de Sertoli (She;
Yang, 2017).

A transcricdo do gene SRY é regulada por alguns fatores de transcricdo
essenciais para garantir o desenvolvimento masculino em mamiferos XY, incluindo
WT1, GATA4, NR5A1l. Além disso, modificacbes epigenéticas desempenham um
papel fundamental na regulacédo da expressao desse gene, alterando a estrutura da
cromatina sem modificar a sequéncia do DNA (Hirata et al., 2023). Alteracdes
estruturais no cromossomo Y, como inversfées ou delecdes, também podem afetar o
SRY, levando ao seu silenciamento ou a reducao de sua expressao. Quando ocorre
uma desregulacdo na expressédo desse gene, podem surgir diversas consequéncias
para a saude reprodutiva masculina, como disturbios da diferenciacéo sexual (DDS),

reversao sexual e infertilidade (Okashita; Tachibana, 2021).

3.2.2 AMGY

O gene AMGY (gene da Amelogenina do Y, também chamado de AMELY) esta
localizado na regido Ypll.2 (Figura 8) e possui um homélogo no cromossomo X
(AMELX). Ambos os genes sdo responsaveis por sintetizar a Amelogenina, uma
proteina envolvida na biomineralizacdo do esmalte dentario. Enquanto o AMELX é
responsavel por 90% da producéo dessa proteina, o AMGY contribui com os 10%
restantes (Colaco; Modi, 2018; Dash; Rawat; Das, 2020).
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Além de sua funcéo fisiolégica, o gene AMELY é amplamente utilizado na
genética forense como um marcador para determinacdo sexual, devido a sua
homologia com o AMELX, sua localizacdo no cromossomo Y e sua distingdo em
relacdo ao homoélogo no cromossomo X. Em andlises forenses de identificacao sexual,
por meio da amplificacdo desses genes por PCR, mulheres irdo apresentar apenas o
fragmento do AMELX, enquanto homens irdo apresentar fragmentos dos dois genes
(Das et al., 2019).

Contudo, dele¢des do gene AMELY séo relativamente frequentes na populagéo
mundial, devido a instabilidade da regido do cromossomo Y onde ele esta localizado.
Sendo assim, homens com dele¢cbes nesse gene podem ser erroneamente
genotipado como mulheres, o que pode comprometer as analises forenses em casos
judiciais, a comparacdo de bancos de dados de DNA e a credibilidade das
investigacdes (Xie et al., 2014; Massaia; Xue, 2017; Syndercombe Court, 2021).

O estudo de homens com dele¢cbes no gene AMGY, também é relevante
porque, além da perda desse gene, outros genes adjacentes no braco curto do
cromossomo Y podem acabar sendo excluidos. Ha evidéncias de que a delecédo do
AMGY esta associada a reducdo de copias no cluster TSPY, que compreende
aproximadamente 700 kb do Yp (Dash; Rawat; Das, 2020; Syndercombe Court, 2021).

3.2.3 TSPY

O gene TPSY (Proteina especifica do testiculo ligada ao cromossomo Y) esta
localizado na regido Ypll.2 (Figura 8) e possui um homdélogo no cromossomo X
(TSPX). O TSPY foi um dos primeiros genes a serem isolados no cromossomo Y, e
seu homologo TSPX, recebeu esse nome para indicar que ambos se originaram do
mesmo gene ancestral presente nos cromossomos proto-X e proto-Y, compartilhando
uma organizagdo semelhante de introns e éxons (Colaco; Modi, 2018). Contudo, ao
longo da evolugdo dos cromossomos sexuais, o TSPY se especializou em fungdes do
sexo masculino, enquanto o TSPX manteve as funcdes do gene ancestral (Lau; Li;
Kido, 2019).

O TSPY é um gene ampliconico que se repete de 30 a 60 vezes na regidao MSY
do cromossomo Y. A maioria de suas unidades transcricionais possui 2,8 kb de
tamanho e esta organizada em repeticdes em tandem de 20,3 kb com 98% de

homologia. O TSPY contém o maior numero de cépias de sequéncias repetitivas
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codificadoras de proteinas no cromossomo Y, e possivelmente em todo o genoma
humano. Esse gene € expresso nas pré-espermatogoénias e gonocitos nos testiculos
embrionarios, bem como em espermatogdnias e espermatocitos, nos testiculos
adultos. Seus niveis de expressao sdo dependentes de dosagem, e 0 seu numero de
copias varia polimorficamente entre individuos (Paladhi et al., 2022; Rhie et al., 2023).

Esse gene desempenha um papel importante na regulagéo da diferenciacao e
proliferacdo das espermatogbnias, bem como na divisdo meiotica. Sua expressao &
regulada por modificagBes epigenéticas, como a metilacdo do DNA (Baroni et al.,
2019). Embora as funcdes exatas do TSPY ainda ndo tenham sido esclarecidas, sabe-
se que a proteina codificada por ele é capaz de se ligar a ciclinas mitéticas do tipo B.
Essa interacdo aumenta as atividades de fosforilacdo enzimatica e quinases
associadas, indicando que o gene TSPY estéa envolvido na regulagdo do ciclo celular
(Rho et al., 2023).

Além de suas fun¢gBes normais, o TSPY esta situado no locus do gene do
gonadoblastoma do cromossomo Y (GBY), o que o torna um proto-oncogene
candidato a predisposicdo ao gonadoblastoma (GB). O GB €& uma neoplasia nao-
invasiva que ocorre em mulheres com disgenesia gonadal, comumente associada a
presenca de um cromossomo Y no cariétipo. Essa condicdo é caracterizada como
uma lesdo precursora de tumores do tipo germinoma. Devido a isso, o l6cus GBY foi
proposto associado a genes expressos nas células germinativas, os quais predispdem
ao desenvolvimento de tumores malignos nessas células. Esse € o Unico l6cus
oncogénico no cromossomo Y, e estudos indicam uma alta expressdo do gene TSPY
em pacientes com gonadoblastoma, cancer de prostata ou infertilidade (Lau; Li; Kido,
2019; Vogt et al., 2019).

Recentemente, Paladhi et al. (2022) reportaram, pela primeira vez, uma
mutacdo no gene TSPY associada a casos de azoospermia e oligozoospermia em
homens. Além disso, os autores observaram diferencas significativas na distribuicéo
no numero de cépias desse gene entre homens com diferentes fenétipos de
infertilidade, mesmo na auséncia de delecdes na regido AZF. Apesar desses achados,
muitos resultados sobre a associacdo entre gene TSPY e a infertilidade masculina
ainda séo controversos, provavelmente devido a alta taxa de variagdo no numero de

copias desse gene.
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3.2.4 DAZ

O gene DAZ (Deletado na Azoospermia) pertence a uma familia de genes
altamente conservada e essencial para a fertilidade em diversos animais, incluindo
humanos. Ele se originou a partir de uma translocacao e amplificacdo de outro gene
dessa familia durante a evolucao dos primatas (Fu et al., 2015). Em humanos, o gene
DAZ esta localizado no brago longo do cromossomo Y, mais especificamente em
Yql1.223 (Figura 8), dentro do l6cus AZFc. Ele apresenta quatro copias organizadas
em repeticdes palindrdmicas, distribuidas em dois clusters: DAZ1 e DAZ2 /| DAZ3 e
DAZ4 (Deng et al., 2023).

O gene DAZ codifica uma proteina de ligacdo ao RNA e é expresso em
espermatogobnias, espermatocitos imaturos e maduros, além de células pos-meidticas,
revelando seu papel critico na progressdo da meiose e no desenvolvimento das
células gonadais masculinas (Colaco; Modi, 2018). Essa proteina também é expressa
no epitélio germinativo e na cauda dos espermatozoides, indicando uma relacdo com
a motilidade espermatica (Deng et al., 2023). As fun¢Bes moleculares do DAZ estdo
associadas a regulacdo da expressao génica, organizacdo da cromatina, sintese
proteica e ligacdo de acidos nucleicos (Colaco; Modi, 2019). No entanto, 0s
mecanismos moleculares especificos desse gene na espermatogénese ainda nao
estdo elucidados, principalmente porque ele ndo pode ser usado em modelos animais,
como camundongos. Experimentos sao realizados utilizando o gene DAZL (localizado
em 3p24.3), seu homélogo autossdémico, mas ha limitacbes quanto a sua homologia
e as funcdes biologicas entre esses genes (Ou et al., 2024).

Cerca de 13% dos casos de oligozoospermia e azoospermia estao associados
com dele¢des no gene DAZ (Nongthombam; Malini, 2023). A auséncia de cépias
desse gene parece levar a perda ou degeneracdo das células germinativas,
comprometendo a espermatogénese e resultando em quadros de baixa concentracéo
ou qualidade do sémen (Sen et al., 2015). De acordo com Ou et al. (2024), a delecéo
do DAZ acarreta uma regulagdo negativa expressiva de mRNAs associados a
marcadores de proliferacdo e diferenciacdo celular. Como consequéncia, as
espermatogbnias ndo conseguem se desenvolver de maneira eficaz, resultando em

falha espermatogénica, levando a oligozoospermia e azoospermia (Figura 9).
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Figura 9 — Representacao esquematica dos mecanismos moleculares do gene DAZ. (a) Homem

saudavel com espermatogénese normal; (b) Mecanismo patolégico da delecéo do AZFc.
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Em 1976, foi proposta uma associacdo entre a regido MSY e a infertilidade

masculina, apés a observacdo de dele¢cbes no Yg em homens azoospermaticos,

sugerindo a existéncia de um lI6cus chamado AZF (fator de azoospermia), localizado

em Ygll (Colaco; Modi, 2019). Posteriormente, esse l6cus foi subdividido em trés

sub-regides: AZFa, AZFb e AZFc (Figura 10) e uma possivel quarta regido AZFd,

localizada entre AZFb e AZFc, mas sua presenca ainda é controversa (Yu et al., 2015).

Enquanto as regides AZFa e AZFb sdo essenciais para o inicio da espermatogénese,

aregiao AZFc é fundamental para a conclusdo do processo. A delecéo da regidao AZFc

€ a mais comum entre homens inférteis com azoospermia e oligozoospermia
(Sudhakar; Shah; Gajbhyie, 2021).
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Figura 10 — Esquema das regifes de microdelecdes e dele¢bes parciais do cromossomo Y
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Fonte: Adaptado de Rabinowitz et al. (2021).

Cerca de 25% da eucromatina da regido MSY € constituida por sequéncias
ampliconicas (elementos gendmicos dindmicos e repetitivos) organizadas em oito
grupos de estruturas palindrémicas (sequéncias simétricas) praticamente idénticas.
Essas sequéncias passam por conversiao genética frequente, um processo de
transferéncia ndo reciproca de material genético que foi responséavel por manter sua
conservacdo entre diversas espécies de mamiferos (Rabinowitz et al., 2021).
Contudo, a alta homogeneidade dessas sequéncias palindrémicas facilita a ocorréncia
de recombinacdo homdloga nédo alélica (NAHR), que é a principal causa de
microdelecdes na regido AZF. Além disso, a NAHR pode levar a altera¢cdes estruturais
no cromossomo Y, como inversdes e delecdes (Deng et al., 2023).

Delecbes no l6cus AZF séo responsaveis por cerca de 14% dos casos de
oligozoospermia e azoospermia em todo o mundo, apesar desses dados serem bem
heterogéneos, devido a diferencas geogréaficas e étnicas (Waseem et al.,, 2020;
Rabinowitz et al., 2021). A delecdo completa da regido AZFa esta associada a
azoospermia e a sindrome das células de Sertoli (SCOS), enquanto as microdelecbes
em AZFb resultam na falha de maturacdo dos espermatozoides. A regido AZFc é a

mais dindmica das trés, e delecGes nessa regido podem causar varios danos ao
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sémen, levando a quadros de oligozoospermia e azoospermia nos pacientes
(Kaminski et al., 2020).

E possivel a ocorréncia de microdelecdes parciais no l6cus AZFc: como gr/gr,
b1/b3, b2/b3 e b2/b4 (Figura 10). Essas delecdes ndo removem completamente a
regido, mas reduzem o numero de cOpias dos genes presentes nela. Normalmente,
essas delecdes resultam na perda de duas copias do gene DAZ, uma copia do gene
CDY1 e uma copia de BPY2 (Colaco; Modi, 2018). A dele¢cdo do segmento b2/b4 é
considerada um fator de alto risco para o desenvolvimento de oligozoospermia severa,

pois leva a perda das quatro copias do gene DAZ (Deng et al., 2023).
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecéao dos individuos com Sindrome de Down

Os 68 individuos clinicamente diagnosticados com sindrome de Down foram
recrutados no Grupo Universitario de Reabilitacdo Infantil (GURI) e por contato direto
com responsaveis de pessoas com SD, utilizando um grupo no aplicativo WhatsApp
criado especificamente para este fim no periodo de agosto/2021 a agosto/2024. Todos
0s participantes sdo residentes da Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco, com
idade de 1 a 33 anos e média de ~8 anos. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica do Centro de Ciéncias da Saude/CCS/UFPE (CAAE 58177422.2.0000.5208)
(Anexo 1).

3.2 Cultura de linfocitos e andlise citogenética

3.2.1 Cultura de linfécitos e preparacao cromossémica

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas a partir da cultura de linfocitos
do sangue periférico. Para cada individuo, foram coletados aproximadamente 5 mL
de sangue em tubos vacutainer com heparina. Em seguida, foram utilizados dois tubos
conicos estéreis de 15 ml (tipo Falcon), nos quais foram adicionados 4 ml do meio
RPMI 1690 (GIBCO), 1 ml de soro bovino fetal (GIBCO), 0,2 ml de fitohemaglutinina
(INVITROGEN) e 0,5 ml de sangue total. Os tubos foram mantidos em estufa a 37 °C.
Apods 70 horas de incubacao, foi adicionado 0,1 ml de colchicina 0,0016% (SIGMA).
Ao completar 72 horas de cultivo, foi realizado o choque hipotdnico com KCI (0,075
M) previamente aquecido a 37 °C. Os tubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C
por 20 minutos, centrifugados e o material fixado em Carnoy (metanol-acido acético
3:1). Para a preparacao das laminas, foram depositadas duas gotas da suspensdo em

cada lamina.

3.2.2 Bandeamento G

Apés a preparacado das laminas, estas foram envelhecidas por cinco dias para

a realizacdo do bandeamento G. Nesta etapa, as laminas foram mergulhadas em uma
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solugéo de tripsina 0,12% previamente aquecida a 37 °C por ~12 segundos e em
seguida mergulhadas em soro fisioldgico 0,9% para interromper a reacdo. Apos
secagem completa, as laminas foram coradas com Giemsa 5%.

Cerca de 20 metafases foram analisadas por individuo através do
bandeamento G para a definicho do cariétipo. Em casos de mosaicismo
cromossOémico, esse numero foi aumentado para 30 metafases. A captura de imagens
dos caridtipos foi realizada com o sistema CytoVision com aumento de 1.000x em
objetiva de 100x. Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com
o Sistema Internacional para Nomenclatura de Citogendémica Humana (ISCN) de
2022.

3.2.3 Bandeamento C

O bandeamento C foi utilizado nos casos de translocacdo Robertsoniana
identificados por bandeamento G, para identificar a heterocromatina constitutiva e
verificar se 0s cromossomos envolvidos eram monocéntricos ou dicéntricos.

Para o bandeamento C, as laminas foram envelhecidas por trés dias e, em
seguida, mergulhadas solucédo de HCI 0,1N por 30 minutos a temperatura ambiente.
ApOs esse periodo, foram lavadas com H20 destilada e imersas em uma solugéo de
BaOH 5% a 60 °C por 30 a 60 segundos. Posteriormente, as laminas foram lavadas
rapidamente em solucdo HCI 0,1N e H20 destilada, respectivamente. Em seguida,
foram imersas em solugdo 2xSSC a 60 °C por 45 minutos e coradas com Giemsa a
5% por 10 minutos.

3.3 Extracdo de DNA e analise molecular

A investigacao molecular foi realizada em 22 individuos SD do sexo masculino.
O DNA genbmico foi isolado a partir dos linfocitos de sangue periférico, utilizando os
kits de extracdo de DNA lllustraTM Blood GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare) e
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), seguindo os protocolos dos fabricantes.

A PCR foi realizada para screening do material do cromossomo Y, utilizando
pares de primers especificos para amplificacdo de sequéncias dos genes SRY, TSPY,
AMGY e DAZ (Tabela 1). Como controle interno de amplificacao, foi utilizado um par

de primer para o gene B-globina. Além disso, como controles da reagédo, foram
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utilizadas amostras de DNA de um homem (46,XY) e de uma mulher (46,XX) com

cariétipos normais.

Tabela 1 — Pares de primers utilizados para a amplificacdo dos genes SRY, TSPY, AMGY, DAZ e 8-

globina.
Gene Sequéncia dos primers Temp Fragment&s u:lb]

SRY F.: 5 GGAATT CCC TAACTC TAAGTATCAGTGT 3’ o8°C 314
R: 5'GGA ATT CCG CAAACT GCAATTCTTCGG C ¥

TSPY F:5 GGCTTCTCATTCCACTCCAAY G0°C 312
R:5'CCTCTT CAG GTGGCTTCATC ¥

AMGY F:5 AGCTTGGTT CTATCC CATCC ¥ 64° C 367
R:5ACATITGTC AGCAGCTIGTG 3’

DAZ F: 5 TAAATC TGT TGG ATCCTCTCAGC ¥ 64°C 210
R: 5" CAC AGAACC AGGTTC TAAATAAACAY

B-Gliobina F:5 CCT GAGAGCTTG CTAGTG ATT ¥ 58-64°C 610
R: 5 TAG TCC CAC TGT GGA CTACTT ¥

Temp = temperatura de anelamento.
Fonte: A autora (2023).

Os produtos da reacéo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel (Figura

11) de agarose a 1%, contendo 1 pl de DSView™ Nucleic Acid Stain (Sinapse Inc.).

As amostras foram coradas com 1,5 pl de 6x Gel Loading Dye (Sinapse Inc.) para

permitir a comparacao das amostras com os fragmentos do cromossomo Y.

Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose utilizando os produtos da PCR com as sequéncias do
cromossomo Y. A) Seta com S indicando a banda de 314 pb do SRY. B) Seta com T
indicando a banda de 312 pb do TSPY. C) Seta com A indicando a banda de 367 pb do
AMGY e seta com D indicando a banda de 210 pb do DAZ. A seta com B presente em
todas as corridas indica a banda de 610 pb do gene da B-globina, usado como um controle
positivo da reacdo. L (Ladder - marcador de peso molecular), escada de 100 pb. CN
(Controle Negativo dos genes). CP (Controle Positivo dos genes). 1-4 (Pacientes com ST).

BC (Reacdo em Branco).
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Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana — LGCAH/UFPE.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao citogenética

Nesse estudo, dos 68 individuos com SD cariotipados, 55,9% foram do sexo
masculino e 44,1% do sexo feminino, numa proporgéo de 1,2:1. Aidade dos individuos
variou de 1 a 33 anos, com uma média de aproximadamente 8 anos.

A andlise dos caribtipos revelou que a trissomia livre do cromossomo 21
ocorreu em 88,24% dos casos, 0 mosaicismo cromossomico em 8,82% e a

translocagdo Robertsoniana em 2,94% dos individuos (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizacao citogenética dos individuos com SD

Cariétipos Numgro de Percentual %
individuos (%) Total
47 XY,+21 32 47,06
47 XX,+21 28 41,18 88,24
47 XY,+21/46,XY 3 4,41
47 XX,+21/46,XX 1 1,47 882
47 XY,+21/47 XXY 1 1,47 '
47 XX,+mar[13]/47,XX,+21[9]/48,XX,+2mar[3]/49,XX,+3mar[2]/46,XX[3] 1 1,47
47,XY,+dic(21),der(21;22)(q10;q10) 1 1,47 204
47,XY,+21,der(14;21)(q10;q10) 1 1,47 '
Total 68 100 100

Fonte: A autora (2024).

No estudo, foram identificados dois casos de translocacdo Robertsoniana, com
0S seguintes caribtipos: 46,XY,+21,der(14;21)(q10;910)[20] e
46,XY,+21,der(21;22)(q10;9q10)[20] (Figuras 15 e 16). Apds realizacdo do
bandeamento C, foi possivel detectar que a translocacdo der(14;21) manteve o
Cromossomo monoceéntrico, enquanto der(21;22) gerou um cromossomo dicéntrico
(Figura 17), alterando a nomenclatura do caribtipo para
46,XY,+dic(21),der(21;22)(g10;910)[20].

Entre os achados citogenéticos, um individuo de 12 anos apresentou o cariotipo

48 ,XXY,+21, caracterizando um caso de Sindrome de Down-Klinefelter.



Figura 12 — Cariétipo com bandeamento G: 46,XY,+21,der(14;21)(q10;q10)
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Fonte: LGCAH/UFPE.

Figura 13 — Cari6tipo com bandeamento G 46,XY,dic(21),der(21;22)(q10;g10)
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Figura 14 — Translocac6es Robertsonianas com bandeamento C. (a). +21der(14;21); (b).

+21der(21;22)
a ‘ A b . L
21

21

Fonte: LGCAH/UFPE.

4.2 Investigacdo molecular dos genes do cromossomo Y

As analises moleculares para avaliar a integridade dos genes do cromossomo
Y foram realizadas em 22 individuos com SD, com idade variando de 1 a 15 anos e
uma média de 10 anos. Nesse grupo, a trissomia livre foi observada em 90,9% dos
casos (20 individuos), a transloca¢do Robertsoniana em 0,05% (um individuo) e o
mosaicismo cromossémico em 0,05% (um individuo). A investigacdo molecular por
PCR convencional revelou resultados positivos para todas as sequéncias génicas
testadas — SRY, AMGY, DAZ e TSPY (Tabela 3). Nos outros 16 individuos néo foi

possivel realizar a investigacdo dos genes do Y.
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Tabela 3 — Investigacao dos genes SRY, AMGY, DAZ e TSPY do cromossomo Y em 25 individuos com
SD do sexo masculino

Individuos SD Cariotipos SRY AMGY DAZ TSPY
01 47,XY,+21[20] + + + +
02 47,XY,+21[20] + +
03 47,XY,+21[20] + + + +
04 47,XY,+21[20] + + + +
05 47,XY,+21[20] + + + +
06 47,XY,+21[20] + + + +
07 47,XY,+21[20] + + + +
08 47,XY,+21,der(21;22)(q10;q10)[20] + + + +
09 47,XY,+21[20] + + + +
10 47,XY,+21[20] + + + +
11 47,XY,+21[20] + + + +
12 47,XY,+21[20] + + + +
13 47,XY,+21[20] + + + +
14 47,XY,+21[20] + + + +
15 47,XY,+21 [20] + + + +
16 47,XY,+21 [20] + + + +
17 47,XY,+21[20] + + + +
18 47,XY,+21[20] + + + +
19 47,XY,+21[48]/46,XY[2] + + + +
20 47,XY,+21[20] + + + +
21 47,XY,+21[20] + + + +
22 47,XY,+21[20] + + + +

Fonte: A autora (2024).
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5 DISCUSSAO

Em nosso estudo, a distribuicdo dos cariotipos dos 68 individuos analisados foi
de 88,24% para trissomia livre, 8,82% para mosaicismo cromossémico e 2,94% para
translocacdo Robertsoniana. No trabalho realizado por Chandra et al. (2010), com
uma amostra de 1.020 individuos, as frequéncias observadas foram semelhantes as
do nosso estudo com 83,8% para trissomia livre, 10,8% para mosaicismo
cromossOmico e 5% para translocacdes Robertsonianas. Esses dados sugerem que
as discrepancias nas frequéncias podem nao estar diretamente relacionadas ao
tamanho da amostra.

De modo geral, a trissomia livre do cromossomo 21 estd presente em
aproximadamente 95% dos casos de SD, enquanto a translocacdo Robertsoniana e o
mosaicismo cromossomico sao menos frequentes, representando cerca de 5% e 2%
dos casos, respectivamente (VicCi¢ et al.,, 2017; Jaiswal; Kumar; Rai, 2021). As
variacfes nessas porcentagens podem estar relacionadas a diferencas na prevaléncia
de nascimentos de criangas com SD entre paises, influenciadas por fatores como a
idade materna, o diagnéstico pré-natal da SD e a interrupcao de gestacdes afetadas
(Yaqoob et al., 2019).

Entre os 68 individuos analisados neste estudo, 38 (55,9%) eram do sexo
masculino e 30 (44,1%) do sexo feminino, resultando em uma proporcdo de 1,2:1.
Essa distribuicdo estd em concordancia com outros resultados encontrados por
Flores-Ramirez et al. (2015) e John; Gayathri; Sahasranam (2022). Embora haja
variacdes nas proporcdes de sexo relatadas em estudos citogenéticos na SD — como
1,1:1 ou 1,3:1 — essas diferencas provavelmente refletem variacdes populacionais
(Flores-Ramirez et al., 2015).

Um achado relevante no nosso estudo foi a identificagdo de dois casos de
translocacdo Robertsoniana — rob(14;21) e rob(21;22). A translocacéo Robertsoniana
envolve a fusdo de dois cromossomos acrocéntricos, como 0 cromossomo 21 com
outros acrocéntricos (13, 14, 15, 21 ou 22). As altera¢des mais comuns séo rob(14:21)
e rob(21:21), sendo a fusdo com o cromossomo 22 mais rara (Zhao et al., 2015).

No caso identificado da rob(21;22), aléem ser uma alteragéo rara, foi possivel
identificar a presenca de um cromossomo dicéntrico, ou seja, a presenca de dois
centrdmeros pela identificacdo da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo

bandeamento C. Cromossomos dicéntricos, gerados a partir de translocacao



43

Robertsoniana, resultam de quebras nos dois bragos curtos, com perda do material
cromossOmico remanescente durante as divisdes celulares subsequentes (Alhalabi et
al., 2018). A presenca de multiplos centrbmeros em um Unico cromossomo pode
causar uma interacdo anormal com o fuso mitético, resultando em instabilidade
cromossOmica durante a mitose (Sato et al., 2012). Contudo, estudos recentes
demonstram que mecanismos epigenéticos sdo capazes de induzir a inativacao do
centrébmero adicional, mitigando esse problema (Kuse; Ishii, 2023).

Outro achado citogenético relevante em nossa pesquisa foi um individuo com
cariétipo compativel para as sindromes de Down e Klinefelter (48,XXY,+21). Na
literatura, h&a relatos de 67 casos de criancas com sindrome de Down-Klinefelter
(48,XXY,+21) e um Unico caso com o cariotipo 47,XY,+i(X)(q10) (Pinti et al., 2020;
Gunasekaran et al., 2024). Os achados clinicos desses casos se restringem as
caracteristicas da SD, com especulacdes sobre possiveis manifestacdes futuras da
sindrome de Klinefelter (SK), uma vez que a SK se manifesta principalmente na
puberdade (Alallah et al., 2022; Al Motawa et al., 2022). Embora seja conhecido que
esses individuos séo inférteis e tenham risco de desenvolver tumores testiculares, ndo
h& muitas investigacdes sobre a fertilidade masculina na SD e ainda menos sobre a
integridade do cromossomo Y. No caso do paciente descrito em nosso estudo a
investigacdo dos genes do Y serd realizada.

A infertilidade masculina na sindrome de Down se baseia em apenas seis
casos de fecundacao descritos na literatura, sendo trés fecundacdes espontaneas e
trés por meio de tecnologias de reproducédo assistida (Aghajanova et al., 2015, 2016;
Parizot et al., 2019). Essa infertilidade esta associada a disfun¢gfes nas células de
Sertoli e de Leydig, levando a uma falha na espermatogénese e resultando em
azoospermia ou oligozoospermia, apesar de uma puberdade aparentemente normal
(Whooten; Schmitt; Schwartz, 2018).

Apesar do conhecimento sobre a fisiologia dessa condi¢cdo, os mecanismos
moleculares que levam a infertilidade ainda sdo desconhecidos e, além disso pouco
investigados. Por essa razéo, este estudo representa uma das primeiras iniciativas na
investigagdo das causas genéticas da infertilidade masculina na SD. As
microdele¢cbes do cromossomo Y representam a segunda causa genética mais
comum de infertilidade masculina, ficando atras apenas da sindrome de Klinefelter
(Witherspoon; Dergham; Flannigan, 2021). A perda espontanea de informacao

genética nesse cromossomo ocorre naturalmente devido ao crossing over
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desbalanceado com o cromossomo X. Além disso, o cromossomo Y contém muitas
sequéncias repetitivas, o que contribui para sua grande instabilidade gendmica, e
carece de mecanismos de reparo por recombinacdo, fatores responsaveis pela
maioria das microdelecdes (Archana et al., 2023).

Essas microdele¢cbes estdo frequentemente associadas a casos de
azoospermia e oligozoospermia, quadros comuns em individuos com sindrome de
Down (Akhavizadegan, 2024). Em uma populacao chinesa de 4.714 homens inférteis,
Chen et al. (2023a,b) identificaram que 48,84% (2.302 individuos) apresentavam
alteragcbes na contagem de espermatozoides (azoospermia, oligozoospermia ou
criptozoospermia) e 3,31% (156 individuos) apresentaram microdele¢cdes no
cromossomo Y. No nosso estudo ndo encontramos deleces em nenhum dos genes
analisados, corroborando com os achados na literatura (Yasin et al., 2014; Kalantari
et al.,, 2023). Esses resultados reforcam a necessidade de investigar outros
mecanismos genéticos e epigenéticos que possam contribuir para a infertilidade em
individuos SD, além do cromossomo Y.

Existem poucos estudos envolvendo alteracdes cromossdémicas sexuais na
sindrome de Down, e este ser4 o terceiro a ser registrado na literatura. Em 2014, Yasin
et al. investigaram a integridade do cromossomo Y de 22 homens com SD e nenhum
apresentou microdelecfes. Kalantari et al. (2023) realizaram um estudo de coortes
com 10.388 homens inférteis (com quadros de azoospermia e oligozoospermia), entre
0s quais apenas dois tinham sindrome de Down e apresentavam o cromossomo Y
conservado.

Diferencas na integridade do cromossomo Y podem existir entre DNA
sanguineo e espermatico, uma vez que ambos possuem origens embriologicas
distintas, nesse contexto, 0 DNA espermatico esta mais suscetivel a danos causados
por estresse oxidativo (Archana et al., 2023). Dessa forma, seria importante fazer uma
avaliagcdo complementar de DNA espermatico dos individuos. O exame de
microdelecbes e o aconselhamento genético sdo fundamentais para casais com
problemas de fertilidade que desejam ter filhos, pois essa alteracdo pode ser evitada
na prole através das tecnologias de reproducao assistida (Lee et al., 2024).

Além disso, estudos recentes sugerem que a infertilidade na SD pode estar
relacionada a genes localizados no cromossomo 21, como o gene DYRKI1A, que
desempenha um papel crucial na diferenciacao das espermatogonias (Liu et al., 2017;

Dard et al., 2021). Outras hipoéteses incluem a desregulacdo do sistema imunoldgico,
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uma vez que individuos com SD apresentam uma resposta imune hiperativa, o que
pode contribuir para a infertilidade (Chen et al., 2023; Zimmer et al., 2024).

Em conclusdo, embora nosso estudo ndo tenha identificado delecbes nos
genes do cromossomo Y, ele abre caminho para investigacdes futuras sobre outros
fatores genéticos e epigenéticos envolvidos na infertilidade masculina na SD. A
compreensdo desses mecanismos é essencial para o aconselhamento genético e o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas para casais que desejam ter filhos.
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6 CONCLUSOES

1. O cariodtipo foi definido para todos os individuos com SD incluidos na amostra, com
a trissomia livre presente em 88,24% dos casos, 0 mosaicismo cromossémico em
8,82% e a translocacao Robertsoniana em 2,94% dos individuos;

2. A proporgdo entre os individuos masculinos e femininos foi de 1,2:1, se
apresentando em concordancia com a literatura;

3. A frequéncia do mosaicismo cromossomico foi de 8,8%, apresentando-se mais alta
do que relata a literatura, com cerca de 2,2%;

4. A analise molecular confirmou a integridade dos genes do cromossomo Y nos 22

individuos com SD investigados, evidenciado a integridade para todos os genes.
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Na amostra do grupo controle serdo utilizados DNA de individuos saudaveis, sem SD e sem doengas
autoimunes/inflamatdrias crénicas, disponibilizados pelo Laboratério de Biologia Molecular do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e um segundo grupo controle de individuos com SD, sem doengas
autoimunes/inflamatérias crénicas triados a partir da amostra de pacientes (A triagem sera feita por meio de
um pequeno questionario para a obtencdo dos dados de exame de rotina, como hemograma e exames
hormonais).
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O cronograma apresentado esta coerente com a pesquisa. O orgamento apresentado é de R$ 18.490,00 e

sera de responsabilidade da pesquisadora principal.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram anexados: 1 - Folha de rosto; 2 - Declaragao de vinculo da aluna com a Pés; 3 - Termo de
compromisso e confidencialidade; 4 - Lattes das pesquisadoras; 5 - Projetos detalhado e projeto modelo
plataforma; 6 - TCLE para maiores de 18 anos, TCLE para responsaveis por menores de 18 anos e TALE; 7
- Carta de anuéncia do LIKA (local que disponibilizara o DNA dos controles saudaveis); 8 - Carta de

anuéncia do GURI, uma das ONGs que participara da pesquisa.
Recomendagées:

Nzo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estda APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto sé sera dada apds o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apés apreciagédo desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugédo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/06/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1671322.pdf 17:57:55
Outros Carta_anuencia_LIKA pdf 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito

17:57:19 |BARROS
ARCOVERDE
Outros Carta_anuencia_GURI.jpg 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
17:56:44 |BARROS
ARCOVERDE
Outros CARTA_RESPOSTA.docx 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
17:53:41 |BARROS
ARCOVERDE
TCLE / Termos de [TALEMenor7a18.doc 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Assentimento / 17:51:20 |BARROS
Justificativa de ARCOVERDE
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEResponsaveismenores.doc 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Assentimento / 17:51:04 |BARROS
Justificativa de ARCOVERDE
[Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEMaiores18.doc 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Assentimento / 17:50:47 |BARROS
Justificativa de ARCOVERDE
Auséncia
Projeto Detalhado / |PROJETO_JulianaVieira.docx 21/06/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
Brochura 17:49:58 |BARROS
Investigador ARCOVERDE
Outros DISPENSA_CARTADEANUENCIA.docx| 26/04/2022 |JULIANA VIEIRADE| Aceito
13:44:55 |BARROS
ARCOVERDE
Outros Termo_confidencialidade.docx 26/04/2022 |JULIANA VIEIRADE| Aceito
13:44:27 |BARROS
ARCOVERDE
Outros declaracao_20193009811.pdf 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
21:23:34 |BARROS
ARCOVERDE
Outros CurriculoLattes_NeideSantos.pdf 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
21:22:50 |BARROS
ARCOVERDE
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QA

Outros CurriculoLattes_JulianaVieiradeBarrosAr| 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
coverde.pdf 21:22:35 |BARROS
ARCOVERDE
Outros CurriculoLattes_JaquelinedeAzevedoSily| 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
a.pdf 21:22:22 |BARROS
ARCOVERDE
Outros CurriculoLattes_CarlaFernandesdosSant] 25/04/2022 |JULIANA VIEIRA DE| Aceito
os.pdf 21:22:06 |BARROS
ARCOVERDE
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 25/04/2022 | JULIANA VIEIRA DE| Aceito
21:16:25 |BARROS
ARCOVERDE

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Endereco:

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(81)2126-8588

UF: PE
Telefone:

RECIFE, 22 de Junho de 2022

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))

Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

CEP: 50.740-600
RECIFE
Fax:

(81)2126-3163 E-mail:

cephumanos.ufpe@ufpe.br
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