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RESUMO

DUARTE, Christiane Eliza Motta, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2012.
Identificacdo do sitio fra(X) por técnicas citogenéticas com o uso de antagonistas e
diferentes meios de cultura. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho. Coorientadores: Sérgio
Oliveira de Paula e Wellington Ronildo Clarindo.

A Sindrome do X fragil é a principal causa de retardo mental hereditario com prevaléncia
estimada de 1 em cada 3600 homens e 1 em cada 4000 a 6000 mulheres. Essa sindrome provoca
comprometimento intelectual e social moderado a severo, associado com caracteristicas como
cabega e orelhas grandes, rosto alongado e macroorquidismo. A causa mais frequente dessa
desordem é a expansdo do trinucleotideo CGG localizado na regido 5' UT do gene FMR-1, em
Xg27.3. Esse loco corresponde a um sitio fragil que pode ser visualizado em cromossomos
metafasicos sob condicBes seletivas de cultura. Neste estudo analisamos dois irmdos com
indicativo clinico da Sindrome do X fragil. Linfécitos oriundos de sangue periférico foram
avaliados ap06s 96 h de cultura a 37°C em meio RPMI 1640 (suplementado com 5% de FBS, 20
mM de HEPES, 2 mM de glutamina e 1% M-PHA), LymphoGrow® e PB-MAX®. Para as
culturas com antagonista, dois tubos de cada meio disponivel foram preparados, e em cada um,
0,25 pg/mL de fluorodeoxiuridina (FUdR) ou 8 pg/mL de metotrexato (Mtx) foram adicionados
72 h apds o inicio da cultura. As culturas foram colhidas apés 95 h e 45 min utilizando-se
métodos de rotina, apos exposicao a 0,1 pug/mL de colcemide durante 15 min. As ldaminas foram
coradas com Giemsa 5% para rastreamento de cromossomos fra(X), e a técnica de bandeamento
G foi empregada para a confirmagdo do sitio fragil na regido Xqg27.3. Os linfdcitos cultivados
nos meios RPMI 1640, LymphoGrow e PB-MAX responderam de forma equivalente a adicdo
dos antagonistas. Nao houve diferenca significativa pelo teste F a 5% de probabilidade entre o
ndamero médio de metafases observado nos trés meios em combina¢do com FUdR. Do mesmo
modo, nos trés meios o tratamento com metotrexato foi muito toxico e resultou em nimero
insuficiente de células analisaveis. Nessas culturas com Mtx ndo foram detectados cromossomos
fra(X). Um total de 208 metafases para irmdo 1 e 205 para o irmao 2 foram analisadas, das quais
21% e 20%, respectivamente, foram positivas para X fragil. Esses dados estdo de acordo com a
estimativa de expressdo em homens afetados que varia de 10-40% e corroboram com os de
outros estudos que reportaram que homens da mesma familia tendem a apresentar frequéncias
similares de fra(X). Os procedimentos para a inducdo de sitio fragil e analise citogenética
mostraram-se adequados para identificacdo de FRAXA nos irmdos analisados com indicativo
clinico da Sindrome do X fragil.
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ABSTRACT

DUARTE, Christiane Eliza Motta, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012. Fra(X)
site identification by cytogenetic techniques using antagonists and different culture
mediums. Adviser: Carlos Roberto de Carvalho. Co-advisers: Sérgio Oliveira de Paula and
Wellington Ronildo Clarindo.

Fragile X syndrome is the most common inherited cause of intellectual disability with an
estimated prevalence of 1 in 3600 males and 1 in 4000 to 6000 females, where it causes
moderate to severe intellectual and social impairment together with syndromic features including
large ears and head, long face and macroorchidism. It is most often is caused by expansion of a
CGG trinucleotide repeat array in the 5" UT region of the FMR-1 gene at Xq27.3. This locus
corresponds to a fragile site which can be observed in the metaphase chromosome following
selective culture conditions. In this study we analyze two brothers with clinical indicative of
fragile X syndrome. Peripheral blood lymphocytes were studied after 96 hrs culture periods at
37°C in RPMI 1640 (supplemented with 5% fetal serum bovine, 20 mM HEPES, 2mM
glutamine and 1% M-PHA), LymphoGrow® and PB-MAX®. Two bottles for each medium was
prepared for cultures with antagonists, and in each one 0,25 pg/mL fluorodeoxyuridine (FUdR)
or 8 pg/mL methotrexate (Mtx) were added 72 hrs after the start of culture. Cultures were
harvested after 95 hrs and 45 minutes using standard methods following exposure to 0,1 pg/mL
colcemid for 15 minutes. Slides were stained with Giemsa 5% for fra(X) screening and G
banding was employed for confirmation of the Xqg27.3 fragile site. Lymphocytes growing in
RPMI 1640, LymphoGrow and PB-MAX responded equivalently to the addition of antagonists.
According to the F test at the level of 5% probability, there were no significant differences
between the average number of metaphases in the three mediums in combination with FUdR.
Similarly, in the three mediums methotrexate treatment was very toxic and resulted in insufficient
number of analyzable cells. No fra(X) were detected in the cultures with this treatment. A total of
208 metaphases for brother 1 and 205 for brother 2 were scanned of which 21% and 20%,
respectively, were positive for fra(X). These results of fragile X expression in brothers are in
agreement with the estimate expression in affected males ranging from 10-40% and corroborate
those of other studies which reported that men of the same family tend to have similar frequencies
of fra(X). The procedures for induction of fragile site and cytogenetic analysis showed to be
adequate in order to identify the presence of FRAXA in the analyzed brothers with clinical

suspicion of fragile X syndrome.
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1 INTRODUCAO

Cerca de 2% da populacéo é afetada por alguma forma de comprometimento cognitivo
(ROUSSEAU et al., 2011) e apresenta limitacdes em duas ou mais das seguintes habilidades
adaptativas: comunicacdo e linguagem, cuidado pessoal, seguranca e saude, capacidade de
aprendizagem e habilidades sociais (BEIRNE-SMITH et al., 1994). Fatores geneticos tém sido
associados a 25-50% dos casos de inabilidade intelectual (SUTHERLAND & MULLEY, 1997;
CURRY et al., 1997). Alteracbes cromossomicas foram correlacionadas a essa condicdo em
diferentes estudos (THAPAR et al., 1994; CURRY et al., 1997; BHASIN, 2005). Analises
citogenéticas de rotina tém mostrado que 40% do retardo mental severo e 10-20% do retardo leve
séo de origem cromossomica (FLINT et al., 1995).

AlteracBes no cromossomo X frequentemente estdo associadas a ocorréncia de retardo
mental, justificando pelo menos em parte a maior incidéncia dessa condi¢do em individuos do
sexo masculino (LEHRKE, 1972). A Sindrome do X fragil € a forma mais prevalente de retardo
ligado ao X, representando cerca de 20% de todos os casos de retardo mental herdado
(FISHBURN et al., 1983; GARBER et al., 2008; ROUSSEAU et al., 2011). Esse disturbio
caracteriza-se pela presenca de uma constricdo no final do braco longo do cromossomo X
(LUBS, 1969). Essa regido denominada sitio fragil € um loco que apresenta instabilidade
cromossémica, visualizado como quebra ou falha nos cromossomos metafasicos e que €
evidenciada em condicgOes especiais de cultura, como deficiéncia de &cido folico ou excesso de
timidina (SUTHERLAND, 1979; VERMA e BABU, 1995; BARCH et al., 1997).

As caracteristicas fenotipicas mais marcantes dessa sindrome sdo: i) rosto estreito e
alongado; ii) testa alta; iii) maxilar inferior proeminente; iv) orelhas grandes e salientes; v)
macrorquidismo; vi) inabilidade intelectual leve a severa, frequentemente associada a
comportamento semelhante a autismo e vii) atraso do desenvolvimento (GARBER et al., 2008).
Os individuos que apresentam tais caracteristicas devem ser encaminhados para avaliacdo
diagndstica. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude o diagndstico da sindrome envolve a
deteccdo de erros no gene responsavel pela patologia. Dentre as metodologias utilizadas incluem-
se analise citogenética e testes moleculares (World Health Organization — WHO, 2010).

A primeira etapa da analise citogenética, objeto desse estudo, é o estimulo da divisdo
celular (CARVALHO, 2006). Geralmente utiliza-se sangue periférico para realizacdo das
analises (DAVEN e SANGER, 2007) uma vez que propicia maior conforto ao paciente durante a
coleta e menos risco a sua satde, comparativamente ao uso de células de outros tecidos, como
medula 6ssea e fibroblastos (CARVALHO, 2006). Para a andlise de X fragil, os linfocitos

1



precisam ser cultivados em meios com baixa concentracdo de acido folico e timidina, ou em
meios convencionais, nos quais sdo adicionados antagonistas desses compostos 24 h antes do
término do periodo de cultura (SUTHERLAND, 1979). Depois de estimuladas, as células séo
submetidas a um tratamento com colcemide. Essa substancia impede a formacao das fibras do
fuso, bloqueando o ciclo celular na metafase, fase em que 0s cromossomos estdo mais
individualizados e condensados (MALUF et al., 2011). Em etapa subsequente, as metafases sdo
espalhadas em laminas de vidro e bandeadas por técnicas de coloragdo especificas em que 0s
cromossomos apresentam um padrdo de bandas claras e escuras tipico de cada par (SUMNER,
1994; BARCH et al., 1997). Segue-se a analise cariotipica com montagem do cariograma e
identificacdo de eventuais alteracfes cromossdmicas numéricas e estruturais, inclusive presenca

do sitio fragil.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais dos sitios frageis

Sitios frageis sdo locos que mostram instabilidade cromossémica e que séo visualizados
como quebras ou falhas nos cromossomos metaféasicos ap6s inibicdo parcial da sintese de DNA e
falha da condensacio da cromatina na mitose (HUSSEIN, 1998; FELIX, 2011). De acordo com
Sutherland (1979) sitios frageis sdo lesdes acromaticas nao-randdémicas que se localizam em uma
ou ambas as cromatides de um cromossomo e que estdo presentes em somente uma porcao das
células analisadas. Quando expressos, sua localizagcdo no cromossomo é constante em todas as
células de um individuo ou familia. Esses sitios tendem a ser hereditarios e segregar de forma
Mendeliana co-dominante nas familias.

Esses sitios podem ser subdivididos em duas classes: sitios raros e comuns. Os raros sao
expressos em menos que 5% da populacdo e geralmente sdo causados por expansdo de
trinucleotideos. Os sitios comuns por sua vez sdo observados em todos os individuos e fazem
parte da estrutura cromossdmica normal (SUTHERLAND, 1991; FELIX, 2011). Todos s sitios
conhecidos sdo induziveis, mesmo aqueles que S0 expressos espontaneamente e podem ser
classificados de acordo com as condic@es de cultura sob as quais sao expressos (SUTHERLAND,
1991). A tabela 1 apresenta a classificacdo dos sitios frageis conhecidos bem como o modo de

inducdo e o tipo de sequéncia gque os caracteriza.

Tabela 1 — Classificagdo dos sitios frageis

Classe Numero de locos  Sequéncia

Sitios frageis raros 31

Folato-sensiveis 24 (CGG)n

Induzidos por distamicina A 5 Rica em repeticOes AT
Induzidos por BrdU 2 Rica em repeticOes AT
Sitios frageis comuns 87

Induzidos por afidilcolina 76 Ricaem AT

Induzidos por BrdU 7 Ricaem AT

Induzidos por 5-azacitidina 4 N&o caracterizada

Adaptada de Durkin e Glover (2007)

Em 1987 Laird et al. hipotetizaram que o sitio fragil era um regido de duplicacéo tardia
que ndo recebia uma sinalizacdo adequada para 0 empacotamento da cromatina. Posteriormente
Yu et al. (1990) e Webb (1992) verificaram por meio de estudos citogenéticos que a regido
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Xq27.3 apresentava de fato uma duplicagéo tardia. Em 1993 Hansen et al. demonstraram que
em homens afetados essa regido duplicava-se em G,/M, enquanto em homens normais e nos
portadores do alelo pré-mutado a duplicagdo ocorria em S; e S,. A replicacdo tardia dessa regido
é parte do mecanismo que leva a formacéo de lacunas e constricbes em cromossomos metafasicos
de células cultivadas sob condicdes de estresse de replicacdo (OZERI-GALAI et al., 2012). Essa
caracteristica dos sitios frageis é especialmente evidente nos sitios raros que apresentam
repeticdes AT e CGG. Essas repeticGes podem formar estruturas secundarias como grampo,
triplex e tetraplex que inibem a forquilha de replicacdo. As falhas e quebras cromossdmicas sao
resultado do DNA néo replicado (ARLT et al., 2006).

O sitio fragil fra(X)(q27.3) (FRAXA) foi o primeiro a ser relacionado a uma desordem
com significado clinico estabelecido (LUBS, 1969). Além desse sitio outros cinco estdo presentes
no cromossomo X: fra(X)(p22.31) (FRAXB); fra(X)(g22.1) (FRAXC); fra(X)(q27.2)
(FRAXD); fra(X)(g28) (FRAXE e FRAXF). Os trés primeiros sdo sitios comuns induziveis por
afidilcolina e que ndo estdo associados a um fenotipo clinico (JACKY, 1996). Ja FRAXE e
FRAXF sdo folato-sensiveis, 0s quais sdo citogeneticamente indistinguiveis de FRAXA
(SUTHERLAND e BAKER, 1992; HIRST et al., 1993). FRAXE tem sido relacionado a uma
sindrome de retardo mental moderado nao-especifico enquanto a associacdo de FRAXF é
controversa (HIRST et al., 1993).

Outro sitio que tem sido associado a uma patologia é o sitio folato-sensivel FRA11B,
localizado no cromossomo 11g23. A delecdo dessa regido provoca a Sindrome de Jacobsen
(JONES et al., 1995). Estudos recentes tém proposto uma correlacdo entre sitios frageis comuns
e locais de ocorréncia de quebras e rearranjos em células cancerosas, mas o papel desses sitios na
oncogénese ainda é controverso (DEBACKER e KOQY, 2007; OZERI-GALAI et al., 2012).

2.2 Sindrome do X fragil

O primeiro sitio fragil de significado clinico estabelecido foi o sitio raro FRAXA.
Citogeneticamente, essa regido corresponde a um sitio fragil no cromossomo X em Xg28.3 que
se expressa como um regido descontinua ou uma constri¢do e esta associado com a forma mais
comum de retardo mental herdado: a Sindrome do X fragil (LUBS, 1969; SUTHERLAND,
1977).

A Sindrome do X fragil (Fragile X Syndrome — FXS) [OMIM #300624] é a principal
causa de retardo mental hereditario em todas as populacdes e grupos étnicos (CRAWFORD et

al., 2001; SHERMAN et al., 2005 ). Constitui-se como a segunda causa especifica genética de
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deficiéncia mental depois da Sindrome de Down, entretanto, a Sindrome do X fragil tem alto
risco de recorréncia entre os irmaos dos afetados (HUSSEIN, 1998). Essa sindrome resulta de
uma alteracdo no gene Fragile X Mental Retardation 1 (FMR1) (VERKERK et al., 1991,
BARDONI et al., 2000; JIN e WARREN, 2000). A mutac&o responsavel por 99% dos casos é
causada pela expansdo progressiva do numero de cépias de uma sequéncia instavel de
trinucleotideos — CGG, localizada na regido 5’ ndo traduzida (UTR) do gene FMRI1. Como
consequéncia desse aumento, tem-se uma hipermetilacdo da regido promotora e alteracdo da
expressdo génica (YU et al., 1991; SHERMAN et al., 2005) que se expressa citogeneticamente
como um sitio fragil (JACKY, 1997). Mutacdes de ponto ou delecBes na sequéncia codificante
de FMR1 também podem ocasionar a FXS, mas esse tipo de alteracdo ocorre em somente 1% dos
casos (de BOULLE et al., 1993; COFFEE et al., 2008).

2.2.1 Descoberta e epidemiologia

Em 1943, Martin e Bell foram os primeiros a descrever um estudo de familia que
apresentava 11 homens afetados por retardo mental, em duas geracdes e que eram descendentes
de mées normais. Tal padréo de segregacéo era sugestivo de heranca ligada ao X, e essa condi¢ao
clinica foi denominada Sindrome de Martin-Bell (MARTIN e BELL, 1943). Em 1969, Lubs
identificou um marcador anormal no final do braco longo do cromossomo X, ao estudar uma
familia com individuos do sexo masculino com retardo mental e que também exibia um padrao
de heranca ligada ao X. Somente na década de 70, Sutherland demonstrou que a expressao desse
marcador anormal era dependente de baixas concentra¢des de &cido folico no meio de cultura em
que as células cresciam. Essas constri¢des ou regides descontinuas visualizadas nos cromossomos
foram denominadas sitios frageis por apresentarem alta propensdo a sofrerem quebras
(SUTHERLAND, 1977) e em 1975, na conferéncia de Paris, esse sitio foi designado como
fra(X) (PARIS CONFERENCE, 1975). Testes citogenéticos para deteccdo desse sitio tornaram-
se disponiveis. Em 1981, Richards et al. realizaram uma avaliacdo citogenética da mesma
familia estudada por Martin e Bell (1943) e identificaram o sitio fragil no cromossomo X nos
individuos afetados. Entdo a Sindrome de Martin-Bell passou a ser chamado de Sindrome do X
fragil (MCCONKIE-ROSELL et al., 2005).

Com o advento das técnicas de biologia molecular na década de 80, foi possivel
determinar a localizacdo do gene responsavel pelo X fragil, e por meio de estudos de analise de
ligacdo, testes pré-natais acurados e de rastreamento de portadores assintomaticos puderam ser

realizados em algumas familias (SHAPIRO et al., 1988). Em 1991 o gene FMR1 responsavel
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pela Sindrome do X fragil foi identificado por trés grupos independentes de pesquisadores ao
clonarem sondas de DNA que detectavam alteragbes no gene (OBERLE et al.,, 1991;
VERKERK et al., 1991; YU et al.,, 1991). Pesquisas posteriores determinaram a proteina
Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) codificada por esse gene (PIERETTI et al.,
1991; DEVYS et al., 1993), o que tem possibilitado uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na patogénese da sindrome. Essa proteina é essencial na maturagdo das sinapses e sua
auséncia implica no atraso do desenvolvimento dos neurénios (SANTORO et al., 2012).

A Sindrome do X fragil afeta ambos os sexos e incide aparentemente de forma similar em
diferentes etnias, sendo responsavel por aproximadamente 14% de todos os retardos mentais
idiopaticos, no sexo masculino, e por um terco de todos os retardos mentais ligados ao X
(TURNER et al., 1996). Estimativas atuais apontam uma prevaléncia de 1 em cada 3600
homens e 1 em cada 4000 a 6000 mulheres (ACOG, 2010) e o nimero de portadores do sexo
feminino é cerca de 1 em cada 259 e masculino de 1 em 800, em todas as racas e etnias.
Mulheres portadoras tém uma chance de 30 a 40% maior de gerarem um filho com retardo e 15
a 20% de uma filha com a mesma condi¢do (WHO, 2010).

2.2.2 Bases moleculares da sindrome

O gene FMR1 apresenta uma repeticdo do trinucleotideo CGG na regido promotora
5’UT. Essa sequéncia codifica uma série de residuos de arginina e é normalmente polimérfica na
populacdo (FU et al., 1991; JACKY, 1997). A expressdo citogenética do sitio fragil no
cromossomo X e a disfuncdo da atividade génica de FMR1 sdo consequéncia da expansdo dessa
repeticdo (FU et al., 1991).

H& quatro classes alélicas para a repeticdo CGG na regido 5°UT de FMRI: alelos
normal, intermediario, pré-mutado e mutado (GARBER et al., 2008). Em individuos normais 0s
alelos tém de 6 a 50 repeticGes, sendo 30 o nimero mais comum (SNOW et al., 1993). Alelos
normais nao tém instabilidade mei6tica ou mitética (MADDALENA et al., 2001).

Portadores da FXS assintomaticos, mas com um risco substancial de transmitir a
desordem tém de 55 a 200 repeticOes e sdo considerados como apresentando o alelo em um
estado de pré-mutacdo (MCCONKIE-ROSELL et al., 2005). Esses valores de referéncia diferem
entre autores, sendo que alguns consideram que a variagdo nessa categoria é de 55-230
repeticdes (BROWN et al., 1993; NOLIM et al., 1996). Alelos pré-mutados séo instaveis e

podem sofrer expansdo durante a oogénese nas mulheres portadoras (MALTER et al., 1997) e



mitose pos-zigotica em criancas que herdaram a pré-mutacdo de suas maes (WOHRLE et al.,
1993; MCCONKIE-ROSELL et al.,, 2005). Portadores da pré-mutacdo também podem
apresentar alguns sinais e sintomas caracteristicos. Nas mulheres € comum a ocorréncia de
menopausa precoce (ALLINGHAM-HAWKINS et al., 1999) e alteragdo da funcéo ovariana
(WITTENBERGER et al., 2007). Em homens idosos podem ser identificados um conjunto de
alteracbes neurologicas especificas conhecido como Fragile X-associated Tremor/ataxia
Syndrome — FXTAS. (JACQUEMONT et al., 2004).

Hé ainda uma categoria de alelos considerada intermediaria ou Gray Zone que representa
a sobreposicdao da condigdo normal e pré-mutada. O nimero de repeticdes varia de 41 a 54 e
usualmente ndo esta associada a instabilidade da repeticio (GARBER et al., 2008). Essa
variacdo pode ser considerada normal se as mulheres portadoras do alelo intermediario ndo tém
filhos afetados. Entretanto, em geracdes futuras e em parentes distantes esse tamanho de repeticéo
pode se tornar instavel e vir a ser associado com a FXS (MADDALENA et al., 2001). Expanséo
para mutagdo completa em duas geragdes a partir de um alelo de tamanho intermediario com 44
repeticoes ja foi reportada na literatura (TERRACCIANO et al., 2004) e a partir de 59
repeticdes em uma geracdo (NOLIN et al., 2003). Assim, a interpretacdo diagnostica quando
esse tipo de alelo ¢ identificado requer avaliacdo adicional do risco de expansdao (MCCONKIE-
ROSELL et al., 2005) uma vez que um alelo intermediario pode mostrar transmissao estavel e
instavel na mesma familia (MACPHERSON e SAWYER, 2005). A estabilidade desses alelos
tem sido correlacionada a presenca de trincas interruptoras AGG entre cada sequéncia de 9 a 10
repeticdes de CGG (EICHLER et al., 1994; KUNST e WARREN, 1994)

Nas mutagdes completas o alelo FMR1 apresenta repeticdes CGG em numero suficiente
para reduzir substancialmente ou mesmo inibir a atividade do gene FMR1. O nimero de
repeticdes estd acima de 200, em geral entre 300-600. Em nivel molecular, um aumento no
namero de repeticdes CGG provoca uma acentuada metilacdo, tanto dessas repeticbes como do
promotor de FMRL1, hipoacetilagdo das histonas associadas e condensacdo da cromatina. Essas
mudancas epigenéticas culminam no silenciamento transcricional da proteina FMRP (PIERETTI
et al., 1991; SUTCLIFFE et al., 1992, JACKY, 1997; COFFEE et al., 2002; MCCONKIE-
ROSELL et al., 2005, SANTORO et al., 2012).

A FMRP é uma proteina que se liga seletivamente a mRNAs e regula a sintese de varias
proteinas (ASHLEY et al.,, 1993). Ela é expressa em uma variedade de tecidos, com
concentragcdo maior nos neurénios e testiculos (HINDS et al., 1993; DEVYS et al., 1993),

consistente com as caracteristicas fenotipicas mais marcantes da FXS: retardo mental e



macroorquidismo. FMRP tem papel chave no desenvolvimento cerebral pré e pos-natal (DEVYS
et al., 1993). Essa proteina esta localizada nos espagos pos-sinapticos dos processos espinhosos
encontrados nos dendritos, onde se liga e reprime a traducéo de um subconjunto de mRNAs alvos
(ASHLEY et al., 1993). Estudos utilizando camundongos knockout para Fmrl propuseram que
a FMRP esta envolvida no processo de maturacao e desenvolvimento dos dendritos no cérebro e
plasticidade sindptica (HUBER et al., 2002). Ela parece desempenhar um papel importante no
balango de quais conexdes entre 0s neurdnios o cérebro mantém ou elimina. A auséncia de
FMRP implica na desregulacdo das vias responsaveis por esse controle, o que culmina na
incapacidade de estabelecer e manter sinapses fortes que sdo requeridas para aprendizagem e
memoria (MIYASHIRO et al., 2003; BEAR et al., 2004).

2.2.3 Padréao de heranca

A FXS mostra um padréo unico de heranga ligada ao X: mulheres afetadas podem ou ndo
apresentar inabilidade intelectual, assim como podem revelar ou ndo o sitio fragil apds cultura de
linfocitos e analise citogenética. Sherman et al. (1985) classificaram como um padréo de heranca
dominante incomum ligada ao X, uma vez que 30% das mulheres portadoras apresentam algum
grau de comprometimento intelectual e 20% dos homens com o cromossomo X fragil séo
fenotipicamente normais.

Diferente de outras caracteristicas ligadas ao X, a FXS tem um padrdo complexo de
segregacao. Em geral as desordens ligadas ao X expressam-se em estado de hemizigose e nesses
casos, homens normais nao transmitem a doenca para sua prole. Na FXS, homens portadores do
cromossomo X fréagil, mas que sdo fenotipicamente normais (normal transmiting male — NTM)
transmitem o alelo para suas filhas, que também serdo intelectualmente normais mas
apresentardo uma propor¢do de filhos com retardo. As filhas de um NTM terdo maior
probabilidade de apresentar prole afetada do que as mées desses homens, 0 que ocasiona um
aparente aumento de penetrancia nas geracbes seguintes (SHERMAN et al., 1985). Esse
fendbmeno foi denominado Paradoxo de Sherman e é explicado pela expansdo da repeticdo CGG
que ocorre quando alelos pré-mutados sdo transmitidos pela mde, mas ndo pelo pai
(SUTHERLAND, 1991; FU et al., 1991, ROUSSEAU et al., 2011).

A mutacgao do gene FMR1 é um processo de varias etapas que progride de alelos normais
para os relativamente estaveis de tamanho intermediario, seguida para alelos pré-mutados
instaveis e, finalmente, para mutacdo completa (SUTHERLAND, 1991; MORTON e
MACPHERSON, 1992). A pré-mutacdo, quando transmitida por uma mulher, pode sofrer
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modificacdo, ficando ainda como pré-mutacdo ou transformar-se em uma mutacdo completa. O
numero de repeticbes CGG tende a aumentar de uma geracdo a outra, durante a meiose feminina
(MALTER et al., 1997) ou nas mitoses pds-zigoticas na crianca que herdou o alelo da mae
(WOHRLE et al., 1993; MCCONKIE-ROSELL et al., 2005). Portanto, a probabilidade de um
individuo gerar descendentes afetados estd relacionada ao nimero de repeticdes CGG que
apresenta. Fu et al. (1991) mostraram que o risco € proporcional ao tamanho da repeticéo e que
se aproxima de 100% quando a expansédo apresenta mais de 100 repeticdes.

Os homens com alelos pré-mutados, por sua vez, os transmitem para suas filhas com o
namero de repeticdes praticamente sem alteracdo. Essa caracteristica intrigou os pesquisadores e
estudos recentes tém sugerido um papel importante do gene FMR1 durante a espermatogénese.
Grandes expanses da repeticdio CGG seriam altamente instdveis no desenvolvimento dos
espermatozdides. Assim apenas o0s alelos pré-mutados estariam presentes na linhagem
germinativa de homens portadores tanto do alelo pré-mutado, como mutado (WITTENBERGER
et al., 2007). Estudos envolvendo a analise da mutacdo de FMR1 em varias genealogias
concluiram que os descendentes portadores da mutacdo completa herdaram de suas mées o alelo
pelo menos em um estado de pré-mutacdo (ROUSSEAU et al., 1991; HEITZ et al., 1992;
MACPHERSON et al., 1992). Desse modo, nas familias, as primeiras mutagcdes completas
ocorrem na prole de mulheres portadoras da pré-mutacdo (YU et al., 1992; SNOW et al., 1993).

Quanto a expressdo, a Sindrome do X-fragil apresenta-se como uma desordem de
penetrancia incompleta e expressividade variavel (MULLEY e SUTHERLAND, 1987), em que
0 gene é penetrante em aproximadamente 53% das mulheres e 100% dos homens (ROUSSEAU
et al., 1991, SANTORO et al., 2012). Nas mulheres o quadro clinico é, em geral, menos grave
provavelmente pela compensacdo do segundo cromossomo X. A porcentagem de cromossomos X
ativos que carregam o alelo normal em relagéo aos que carregam o alelo mutado pode modificar
a severidade dos sintomas, como esperado para qualquer condicdo ligada ao X (ROSENBERG et
al., 1991; SHERMAN et al., 2005).

2.2.4 Caracteristicas clinicas

A FXS apresenta grande variabilidade fenotipica cuja principal caracteristica clinica é o
retardo mental com diversos graus de severidade. Pode estar associado a macroorquidia nos
homens e a uma variedade de dismorfismos faciais, como orelhas grandes, fronte proeminente,
face alongada, m& oclusdo dentaria e mandibula proeminente. Também sdo frequentes
hiperatividade e alteracdes comportamentais (NUSSBAUM e LEDBETTER, 1986). Embora
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ndo haja um elemento Unico especifico da sindrome, a identificagdo de um conjunto de
caracteristicas combinadas possibilita o rastreamento de possiveis portadores (BUTLER et al.,
1991)

Individuos afetados podem apresentar desordens psiquiatricas como hiperatividade e
déficit de atencdo, além de caracteristicas autisticas tais como contato visual pobre, aversao ao
contato fisico, estereotipias de maos, mordedura das méos e defensividade tatil (THAPAR et al.,
1994; HAGERMAN e SILVERMAN, 1996).

Distarbios de linguagem também tém sido reportados, como linguagem perseverativa,
atraso na aquisi¢do da fala, associado a fala geralmente acelerada e repetitiva (NIELSEN et al.,
1983) com alteracéo de ritmo e fluéncia (HAGERMAN e SILVERMAN, 1996).

Outros achados clinicos incluem pele macia, hiperextensibilidade articular dos dedos,
hipotonia, palato em forma de arco, pés planos e peito escavado (HAGERMAN et al., 1984).

Por ser uma desordem ligada ao X, nas mulheres as caracteristicas da sindrome
manifestam-se menos severamente que nos homens, principalmente em termos de
comprometimento cognitivo (FREUND et al., 1993). As fungdes cognitivas podem variar de
inteligéncia normal a dificuldades de aprendizado e retardo mental. As mulheres afetadas tém um
risco aumentado de desenvolverem problemas emocionais e de comportamento como ansiedade,
depressdo, personalidade esquizoide, hiperatividade, timidez, deficiéncia de atencdo, estereotipias
e agressividade (CRONISTER et al., 1991; de VRIES et al., 1996; KEYSOR e MAZZOCCO,
2002).

2.2.5 Diagnéstico

Procedimentos diagndsticos sdo recomendados nos casos em que os individuos
apresentam atraso de desenvolvimento de causa ndo estabelecida (GARBER et al., 2008). A
etapa inicial de rastreamento consiste em identificar as principais caracteristicas fenotipicas e
também avaliar o histérico de familia. A presenca na familia do probando de retardo mental,
insuficiéncia ovariana primaria ou dificuldades de aprendizagem, devem aumentar a suspeita de
mutacbes em FMR1 (MCCONKIE-ROSELL et al., 2007).

Uma vez que os individuos sdo corretamente diagnosticados, mesmo na auséncia de um
tratamento especifico, o diagnostico precoce da FXS possibilita intervencdo educativa e
terapéutica (VIANNA-MORGANTE, 1999). De acordo com a WHO (2010), intervencoes
terapéuticas, como terapia da fala, terapia ocupacional, psicoterapia e educagao especial, podem

melhorar consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes. Além disso, a identificacdo de
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portadores de alelos pré-mutados é importante para o aconselhamento genético reduzindo assim o
risco de recorréncia nas familias (PANDEY et al., 2004)

Os principais procedimentos diagnosticos sdo: analise citogenética para identificacdo do
sitio fra(X) e analises moleculares por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a fim de
determinar o numero de repeticdes CGG e por Southern blot, que estabelece o tamanho e o
status de metilagdo da repeticdo (IQBAL et al., 2000).

Para a analise citogenética, induz-se a expressdo do sitio fragil sensivel ao folato
(FRAXA) cuja frequéncia pode variar em funcao das condi¢des de cultura (SUTHERLAND e
LEDBETTER, 1988). Em média, sdo contadas 100 metafases para homens e 150 para mulheres
e FRAXA deve ser evidenciado em pelo menos 4% delas para que o diagnostico da sindrome seja
positivo (JACKY et al., 1991). FRAXA é expresso em 10-40% das metafases de homens com
retardo mental, menos frequentemente em mulheres com retardo e mais raramente naquelas
portadoras, mas com funcbes cognitivas normais e quase nunca €& expresso em homens
transmissores normais (RICHARDS e SUTHERLAND, 1992). Logo, a citogenética apresenta
restricbes para a deteccdo de portadores de alelos pré-mutados o que limita seu valor no
aconselhamento genético (MADDALENA et al., 2001; AMERICAN COLLEGE OF
MEDICAL GENETICS, 2006).

A técnica de PCR utiliza primers flanqueadores para amplificar o fragmento de DNA
que abrange a regido da repeticdo. Desse modo, o tamanho dos produtos da reacdo possibilita
estimar o numero aproximado de repeticdes presente em cada alelo do individuo testado.
Entretanto, a eficiéncia da reacdo é inversamente proporcional ao nimero de repeticbes CGG
(SHERMAN et al., 2005). Assim essa ferramenta é aplicavel para identificacdo de alelos pré-
mutados (60-100 repeticoes CGG) e apresenta limitacbes para a deteccdo de mutacOes
completas, uma vez que com o0 aumento do ndmero de repeticdes CGG torna-se mais dificil
amplificar regides com alto conteido de citosinas e guaninas além da formacdo de uma forte
estrutura secundaria que desfavorece a amplificagdo (KANG et al., 1995).

O diagndstico por Southern blot requer a utilizacdo de um sistema de digestdo com duas
enzimas: EcoRI e outra enzima sensivel & metilagdo Eagl ou BssHII e hibridizagdo com uma
sonda gene-especifica. Como FMRL1 esta quase sempre metilado quando o nimero de repetigdes
CGG ¢ superior a 230, nao ocorre clivagem dos sitios apropriados pelas enzimas sensiveis a
metilagdo. Alelos metilados (inativos) sdo clivados apenas por um enzima resultando em um
fragmento de 5,1 kb, enquanto os ndo-metilados (ativos) séo clivados por ambas as enzimas
gerando fragmentos de 2,8 kb (WARREN e NELSON, 1994). Esse procedimento mostra-se

adequado para detectar expansdes maiores que 60-200 repeticdes, e € menos eficiente quando as
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expansdes sdo menores que 60 ou correspondem a faixa de alelos intermediarios (HUSSEIN,
1998).

2.3 Citogenética do X fragil

A Sindrome do X fragil é caracterizada pela presenca de um sitio que é visualizado como
uma regido descontinua ou constricdo na extremidade do braco longo do cromossomo X. A
deteccdo citogenética desse sitio requer que as células sejam cultivadas sob condi¢des que
restrinjam a disponibilidade de acido folico a ser processado pela via do folato (SUTHERLAND,
1977) ou por meio da adicdo de inibidores do metabolismo de timidilato (GLOVER, 1981,
TOMMERUP et al., 1981).

Além disso, outros parametros tais como pH elevado (7.5 — 7.6), niveis mais baixos de
suplementacdo com soro bovino fetal (FBS) e um periodo maior de cultura (96 h) podem
aumentar a eficiéncia de expressdo (SUTHERLAND, 1979). Branda e Nelson (1982) mostraram
que a captacdo celular de folato € inversamente proporcional ao pH e que quanto menor o pH,
maiores sdo os niveis de folato intracelular. Quanto a adi¢do de FBS, Jacky (1997) salientou que
maiores concentracdes do soro disponibilizam mais acido félico no meio, entretanto, a
suplementagdo €& importante, pois resulta em melhor indice mitotico. Diferentes estudos
apontaram que estender o periodo de cultura para 96 h pode aumentar a frequéncia de expressdo
dos sitios frageis (JACOBS et al., 1980; JENNINGS et al., 1980; MATTEI et al., 1981). De
acordo com Jacky (1997), esse aumento pode favorecer a deplecdo de acido folico e timidina no
meio, contribuindo assim para maior expressao de fra(X).

Niveis exdgenos de acido folico presentes na dieta do paciente bem como do efluxo de
folato a partir dos eritrocitos, também podem interferir no resultado final da cultura (JACKY et
al., 1991). Tem sido reportada uma reducdo na frequéncia de fra(X) quando os pacientes estdo
sob terapia a base de folato. Nesses casos, 0 uso de inibidores de &cido fdlico resulta em maior
frequéncia de expressdao comparado aos meios com restricdo de folato (BROWN et al., 1984;
NIELSEN e TOMMERUP, 1984). Desse modo, o Ad Hoc Committee (JACKY, 1991) tem
recomendado que pelo menos dois sistemas de inducéo (Tabela 2) sejam empregados nas analises
citogenéticas de individuos com suspeita de X fragil, e que pelo menos um deles utilize um

antagonista de folato ou timidilato.
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Tabela 2 — Sistemas de cultura para identificacdo do sitio fragil Xq27.3

1 — meios com deplecdo de folato/timidina como TC 199 ou MEM-FA, com 5% ou menos de
FBS, pH 7.6 e duracéo da cultura 72-96 h.

2 — adicdo de inibidores da dihidrofolato redutase, como metotrexato (Mtx) (10710 M) ou
trimetropina (13-26 mg/mL).

3 — adicdo de inibidores da timidilato sintase, como fluorodeoxiuridina (FUdR) (10°-107 M)
ou fluorodeoxicitidina (FCdR).

4 — adicdo de inibidores da ribonucleotideo redutase, como excesso de timidina (300-1200
mg/mL)

Adaptado de Jacky et al. (1991); Jacky (1997).

Quando se utiliza o sistema de inducgdo por antagonistas, esses devem ser acrescentados
ao meio de cultura 24 h antes da colheita. Tem sido demonstrado que o periodo que os linfécitos
passam sob condi¢des de deplecdo ou expostos a acdo dos inibidores € um fator importante para a
expressao dos sitios frageis (SUTHERLAND, 1979). Apos o término desse periodo, as etapas
subsequentes de hipotonizacao e fixacdo dos tratamentos seguem os procedimentos de rotina do
laboratorio. Para a identificagdo do sitio FRAXA é necessario analisar 100 metafases para
homens e 150 para mulheres (JACKY et al., 1991; JACKY, 1997). Recomenda-se que 0
rastreamento inicial seja efetuado em laminas com coloragdo sélida, pois possibilita a detec¢édo
do sitio fragil com mais clareza, uma vez que essa regido aparece como uma constricdo ou
descontinuidade pouco corada ao microscopio (SUTHERLAND, 1991; JACKY, 1997).
Entretanto o bandeamento G deve ser realizado para confirmar a presenca de FRAXA e também
para distingui-lo de outros sitios frageis constitutivos autossomais em 6q26 e 7g36 e no
cromossomo X (Xg27.2; Xq28) (JACKY, 1997). O bandeamento também é uma ferramenta
importante para analise cromossémica padrdo, que deve ser incluida no diagndstico dos pacientes

que apresentam retardo mental (JACKY et al., 1991).

2.3.1 Expressao citogenética dos sitios frageis com o uso de antagonistas

Em 1977, Sutherland observou que poderia se induzir a expressao do sitio fragil se as
células fossem cultivadas no meio TC 199 que € deficiente em acido félico e timidina. A adicdo
de inibidores como Mtx (SUTHERLAND, 1979), trimetropina (CALVA-MERCADO et al.,
1983), FUJR (GLOVER, 1981; TOMMERUP et al, (1981) e FCdR (JACKY e

SUTHERLAND, 1983) em meios de cultura convencionais também aumentava a expressao do
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sitio fragil. Esses antagonistas atuam na via de biosintese das bases nitrogenadas

(SUTHERLAND, 1979).
Metotrexato e trimetropina inibem competitivamente a enzima dihidrofolato redutase

(DHFR) que catalisa a conversdo de dihidrofolato (DHF) e do acido félico absorvido pelo
intestino a tetrahidrofolato (THF). Essa conversdo esta integrada a produgdo de 5,10-
metilenoTHF, que é substrato para a enzima timidilato sintetase (TS) na metilacdo de
desoxiuridina monofosfato (dUMP) para desoxitimidina monofosfato (dTMP), Gnica fonte de
novo de timidina em mamiferos (CHOI e MASON, 2002). Compostos como FUdR e FCdR
atuam em um ponto mais especifico na biosintese de timidilato inibindo a enzima TS. (ERBE,
1979). Uma representacdo esquematica do metabolismo do folato é mostrada na figura 1, em que

é possivel observar os locais de atuacdo dos antagonistas citados.

- | acido folico
| DHF ' '
| dUmpP
X

Tnmetropina DHF_’}
Smtese de
purinas
| e T FUdR
‘ \\— | FCAR
]
v
formilTHF
THF I
4
Sintese de
& | 510 - metlenoTHF dTMP ’ pinmidinas

Adaptado de Jacky (1997); Hubner e Houlston (2009).

Figura 1 — Via simplificada do metabolismo do folato evidenciando os pontos de atuacdo dos
principais antagonistas utilizados para elucidar FRAXA. Mtx, metotrexato; FUdR,
fluorodeoxiuridina; FCdR, fluorodeoxicitidina; DHFR, dihidrofolato redutase; THF,
tetrahidrofolato; DHF, dihidrofolato; TS, timidilato sintetase; dUMP, desoxiuridina monofosfato;
dTMP desoxitimidina monofosfato.

Dois mecanismos tém sido sugeridos para explicar a atuacdo dos antagonistas na
expressdo do sitio fragil (KUNZ, 1996). Um deles propde que ocorre uma falha na condensacéao

durante a mitose como consequéncia da inibicdo na sintese de DNA por uma via de feedback
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negativo (LAIRD et al., 1987; SUTHERLAND, 1988). A inibicdo da biosintese de dTMP
resulta em baixos niveis de dGTP e de dTTP e aumento de dCTP, dATP e dUTP. Um pool
reduzido de dGTP associado ao alto contetldo G.C da repeticdo CGG pode restringir a sintese de
DNA e ocasionar lesdes nos cromossomos. O outro mecanismo propde que a expressao
citogenética do sitio fragil deve-se a incorporacédo erronea de bases que causa perturbacdes na
conformacdo da cromatina (KRUMDIECK, 1983; JACKY, 1997). A inibicdo da biossintese de
dTMP resulta em um aumento das razdes dNTP:dTTP ou dNTP:dGTP, provocando a
incorporacdo errbnea de bases na sequéncia CGG expandida. O mecanismo de reparo ndo
consegue corrigir esses erros antes da condensacdo cromossémica (REIDY, 1987, 1988;
JACKY, 1997).

Tendo em vista a acdo desses antagonistas na expressdo dos sitios frageis, entre eles
fra(X), esse trabalho utilizou dois diferentes inibidores que atuam em pontos distintos da via de
biosintese de dTMP. Metotrexato ou fluorodeoxiuridina foram adicionados a trés diferentes
meios de cultura disponiveis comercialmente e as frequéncias de expressdo de fra(X) foram
determinadas em cada uma dessas situacdes na analise de dois individuos com indicativo clinico

da Sindrome do X fragil.
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3 OBJETIVOS

Considerando o avanco dos equipamentos digitais para analises de imagem e
microscopia, que facilitaram e aumentaram a acuracia das analises citogenéticas, o presente
trabalho teve como objetivo geral identificar a expressao de fra(X) em dois casos com suspeita de
X fragil por meio do uso dessas ferramentas. Para tal dois sistemas de inducdo de sitios frageis
em combinacdo com trés diferentes meios de cultura foram empregados.

Os objetivos especificos foram:

I.verificar se diferentes meios de cultura em combinacdo ou ndo com antagonistas
evidenciam o sitio fra(X);

ii. identificar a presenca do sitio fra(X) em preparacdes com coloracdo solida com Giemsa;

iii. realizar bandeamento G a fim de confirmar a presenca do sitio fragil no cromossomo X e

distingui-lo de outros sitios constitutivos;

iv. calcular a frequéncia de expressao de fra(X) nos individuos analisados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

As analises citogeneticas foram realizadas no Laboratério de Citogenética e Citometria
do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigosa/MG.

A coleta de sangue, bem como os demais procedimentos a seguir, foram executados de
acordo com as normas de seguranca e Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolucdo no. 196/96 do Conselho Nacional de Sadde. Os responsaveis pelos
participantes foram informados sobre o objetivo dessa pesquisa e assinaram um termo de

consentimento para participagao (anexo B).

4.2 Estudo citogenético

O estudo citogenético foi realizado a partir de sangue periférico, por conferir menor
desconforto e risco a salude dos voluntarios. Além disso, a cultura de linfocitos tem sido
considerada a principal metodologia para deteccdo citogenética de sitios frageis
(SUTHERLAND, 1991).

4.2.1 Grupo amostral

Essa pesquisa contou com a participacdo de dois irmdos, um com 35 e outro com 25
anos, com indicativo clinico de Sindrome do X fragil. Os responsaveis legais consentiram na
participacdo voluntaria desses individuos.
4.2.2 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada por pungdo venosa de forma asséptica com seringas
estéreis, heparinizadas e descartaveis. Foram coletadas cerca de 5 mL de sangue de cada

individuo. Para o lancamento da cultura gotejaram-se cerca de 12 gotas de sangue para cada

frasco contendo 5 mL de meio de cultura.
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4.2.3 Cultura do material citogenético

Utilizaram-se trés tipos de meio de cultura disponiveis comercialmente: LymphoGrow
(Cytogen®), PB-MAX (GIBCO®) e RPMI 1640 (Sigma®). Os dois primeiros s&o meios
completos, ja possuindo em sua formulacdo fitohemaglutinina, o mitdgeno responsavel pela
proliferacdo dos linfdcitos, antibiGticos estreptomicina e penicilina e pH tamponado. O meio
RPMI 1640 foi suplementado com soro bovino fetal a 5% (Sigma®), fitohemaglutinina forma M
a 1% (GIBCO®), tampdo HEPES 20 mM (Sigma®) e L-glutamina 2mM (Sigma®) (BARCH et
al., 1997).

Em camera de fluxo laminar, gotejou-se 0,5 mL de sangue total homogeneizado em 5 mL
de cada um dos meios de cultura acima descritos (VERMA e BABU, 1995; BARCH et al.,
1997). Para cada individuo foram preparados trés tubos para cada meio disponivel os quais
foram incubados com a tampa frouxamente rosqueada em estufa de CO, (Sanyo® modelo MCO-
18AC) a 37°C por 72 horas.

Para a identificacdo de eventuais sitios frageis foram utilizadas as seguintes
concentragbes de antagonistas: 8 ug/mL de Metotrexato (Sigma®) e 0,25 pg/mL de
Fluorodeoxiuridina (Sigma®) (JACKY et al., 1991). O esquema da distribuicio dos tratamentos
esta representado na tabela 3. Essas substancias foram adicionadas 72 horas apds o inicio da
cultura sendo os linfécitos incubados por mais 24 horas a 37°C. Os procedimentos de colheita,
hipotonizagdo e fixacdo foram o0s mesmos para as culturas com e sem antagonistas, com

diferenca entre elas apenas no tempo total de duracdo das culturas.

Tabela 3 — Distribui¢do dos tratamentos com antagonistas por meio de cultura utilizado.

Meio de cultura Inibidor Tempo de cultura
FUdR 0,25 pg/mL 96 h
RPMI 1640 S*  Mtx 8 pg/mL 96 h
. 72h
FUdR 0,25 pg/mL 96 h
LymphoGrow Mtx 8 pg/mL 96 h
. 72h
FUdR 0,25 pg/mL 96 h
PB-MAX Mtx 8 pg/mL 96 h
72 h

*RPMI 1640 S: meio RPMI suplementado com FBS, HEPES, fitohemaglutinina e L-glutamina
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4.2.4 Coleta dos linfécitos, bloqueio e hipotonizacao

As etapas de bloqueio e hipotonizacdo foram realizadas segundo procedimentos
previamente descritos por Barch et al. (1997); Saunders e Czepulkowski (2001) e Maluf et al.
(2011), com modificagbes. Colcemide (Sigma®) foi adicionada em uma concentracéo final de 0,1
Hug/mL h& 71 horas e 45 min apds o inicio, nas culturas sem antagonista e ha 95 horas e 45
minutos naquelas com antagonista. Os tubos foram ent&o incubados a 37°C por mais 15 min. Em
seguida o material foi centrifugado a 174 g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e efetuou-
se homogeneizacdo do material restante. Foram adicionadas 10 mL de solu¢éo hipoténica (0.075
M KCI) a 37°C e o material foi incubado a 37°C por 30 min. Os tubos foram novamente
centrifugados a 174 g por 15 min e entdo fixados em metanol-acido acético 3:1. Foram
realizadas mais trés trocas de fixador até se obter uma coloracdo limpida e quase transparente.
Por ltimo, desprezou-se o sobrenadante deixando cerca de 0,5 a 1 mL de sedimento concentrado

e fixado.

4.2.5 Preparo das laminas

As laminas foram criteriosamente limpas e mantidas em agua destilada gelada até o
momento do uso. Utilizou-se a técnica de gotejamento e secagem ao ar. Basicamente, gotejou-se
de 2 a 3 gotas da suspensdo celular, em laminas de vidro com uma inclinagéo de cerca de 45°
para melhor espalhamento dos cromossomos. (BARCH et al., 1997; SAUNDERS e
CZEPULKOWSKI, 2001).

4.2.6 Coloracdo solida e bandeamento G

Para coloracdo solida, as ldaminas foram coradas em solucdo de Giemsa 5% em tampao
Sgrensen pH 6.8, por 3 a 4 minutos. Em seguida lavadas duas vezes em agua destilada e entdo
secas em chapa aquecedora a 50°C.

Para o bandeamento GTG (G-bands by trypsin using Giemsa) as laminas foram
envelhecidas em estufa por um periodo de 12 a 24 horas, a 60°C. Entdo foram lavadas em
solugdo salina isotdnica, imersas em solucéo de tripsina (GIBCO®) 0,25% por 4 a 11 segundos e
novamente lavadas duas vezes em salina isoténica. Em seguida foram coradas em solucdo de
Giemsa 5% em tampdo Sgrensen pH 6.8, por 3 a 4 minutos, lavadas em agua destilada para

remogdo do excesso de corante e entdo secas em chapa aquecedora a 50°C (BARCH et al.,
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1997). Uma lamina teste foi preparada para cada caso analisado, a fim de se determinar os
tempos de coloragdo e digestdo em tripsina mais adequados para produzir melhor padrdo de

bandas.

4.2.7 Andlise dos dados

As laminas foram visualizadas em objetiva de imersdo de 100X acoplada a um
fotomicroscopio Olympus™, modelo BX60, equipado com acessorios de analise de imagem,
iluminagdo de campo claro e de fluorescéncia. As imagens foram capturadas diretamente por
uma video-cAmera acoplada ao microscopio € a um computador equipado com placa
digitalizadora.

Planejou-se a andlise de pelo menos 100 metafases para cada individuo, conforme
recomendacdes do Ad Hoc Committee of the Fourth International Workshop on the Fragile X
and X-linked Mental Retardation (JACK et al., 1991).

Para comparacdo dos valores médios de metafases por lamina obtidos dos tratamentos

com FUdR ou Mtx nos trés diferentes meios de cultura utilizou-se o teste F a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Média de metéafases por lamina

No presente estudo, trés meios de cultura foram utilizados em combinagdo com os
antagonistas FUdR e Mtx. As culturas com RPMI 1640, LymphoGrow e PB-MAX nas quais foi
adicionado FUdR apresentaram nimero médio de metafases de 19, 27 e 24 metafases por
lamina, respectivamente, para o irmao 1; 20, 22 e 26 metafases para o irmdo 2. As culturas
tratadas com Mtx apresentaram numero reduzido tanto de linfocitos como de metéafases, com
média inferior a 10 metéafases por lamina em todos os meios utilizados. As medias obtidas nos
ensaios de cada antagonista para os dois irmdos foram submetidas a anélise de variancia e o teste
F nédo foi significativo a 5% de probabilidade (tabelas 4 e 5) O nimero médio de metafases
obtidas por tratamento esta representado na figura 2. As barras verticais em azul escuro
correspondem ao numero de metafases por ldmina do grupo controle (culturas sem antagonistas).
A adicdo de FUdR provocou em média uma reducdo de 45,38% no nimero de metafases por

lamina. Nas culturas com Mtx essa reducéo foi de 80,5%.
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Figura 2 — Histograma mostrando o numero médio de metafases por lamina para os dois irmaos
observado nas culturas com metotrexato (Mtx), x = 8,7 + 1,15, fluorodeoxiuridina (FUdR), x =

23,7 £ 3,21, e sem antagonista X = 42 + 2,64. Notar que nas culturas com antagonista ha uma
reducdo em média de 45,38% no percentual de metafases quando se utiliza FUdR e 80,5%
quando o antagonista é Mtx.
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Tabela 4 — Analise de variancia das médias de metafases obtidas nos ensaios com 0s meios de
cultura RPMI 1640, LymphoGrow e PB-MAX em combinagdo com o antagonista FUdR.

FV GL SQ QM F
Meios de cultura 2 88,67 44,335

Residuo 11 196,75 17,886 2,479
Total 13 285,42

NS ndo significativo a 5% de probabilidade

Tabela 5 — Anélise de variancia das médias de metafases obtidas nos ensaios com os meios de
cultura RPMI 1640, LymphoGrow e PB-MAX em combina¢do com o antagonista Mtx.

FV GL SQ QM F
Meios de cultura 2 4,667 2,334
Residuo 9 6,25 0,694 3,36™°
Total 11 10,917

NS néo significativo a 5% de probabilidade

5.2 Montagem do cariétipo

Foram analisadas um total de 208 metafases do irméo 1 e 205 do irmdo 2, dentre laminas
com coloracgdo solida e bandeadas (Banda GTG). Essas laminas foram preparadas a partir das
culturas tratadas com Mtx e FUdR. Para as culturas sem antagonistas foram analisadas pelo
menos uma lamina por frasco, a fim de se estimar o nimero de metafases nas condi¢des padrédo
de cultivo. Cariotipos dos irmaos 1 e 2 estdo representados, respectivamente, nas figuras 3 € 4 em
que o cromossomo fra(X) estd evidente em preparagdo com coloracdo sélida com Giemsa e por
bandeamento G. Essas metafases sdo oriundas de frascos em que se adicionou FUdR. Uma
amostra de cromossomos fra(X) ampliados, também obtidos sob as mesmas condicdes de
restricdo, esta representada nas figuras 5 e 6, nas quais é possivel observar com maior

detalhamento a constri¢do caracteristica que se forma na regido do sitio fragil.
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Figura 3 — Cariogramas do irmdo 1 com 2n = 46,Y,fra(X)(q27.3) obtidos a partir de culturas
tratadas com 0,25 pg/mL de FUdR. O sitio fra(X) é visualizado como uma regido descontinua na
porcdo terminal do braco longo do cromossomo X. a) coloracdo solida com Giemsa 5%. b)
Bandeamento GTG. Barra = 10pm.
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Figura 4 — Cariogramas do irmdo 2 com 2n = 46,Y,fra(X)(q27.3) obtidos a partir de culturas
tratadas com 0,25 pg/mL de FUdR. O sitio fra(X) é visualizado como uma regido descontinua na
porcdo terminal do braco longo do cromossomo X. a) coloracdo sélida com Giemsa 5%. b)
Bandeamento GTG. Barra = 10um.
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fra(X)

Figura 5 — Amostra de cromossomos fra(X) ampliados do irméo 1 obtidos a partir de culturas
tratadas com 0,25 pg/mL de FUdR. Coloracédo sélida com Giemsa 5%. Barra = 10um.

fra(X)

Figura 6 — Amostra de cromossomos fra(X) ampliados do irméo 2 obtidos a partir de culturas
tratadas com 0,25 pg/mL de FUdR. Coloracéo sélida com Giemsa 5%. Barra = 10um.

5.3 Expressao de fra(X)

Identificou-se a presenca de FRAXA nos dois irmé@os analisados apenas nas culturas
tratadas com FUdR. A porcentagem de expressdo foi de 21% no irmao 1 e 20% no irméo 2. Os
resultados obtidos discriminando-se cada meio de cultura e tratamento com antagonista e suas

respectivas porcentagens de expressdo de fra(X) estdo sumarizados na tabela 6.
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Tabela 6 — Porcentagem de expressdo de fra(X) nos diferentes meios de cultura utilizados em
combinagdo com Mtx e FUdR.

Membro da familia Meio de cultura Inibidor Expresséo de fra(X) (%)
FUdR 0,25 pg/mL 12
RPMI 1640 S
Mtx 8 pg/mL 0
N FUdR 0,25 pg/mL 27
Irméo 1 LymphoGrow
Mtx 8 pg/mL 0
FUdR 0,25 pg/mL 24
PB-MAX
Mtx 8 pg/mL 0
FUdR 0,25 pg/mL 13
RPMI 1640 S
Mtx 8 ng/mL 0
N FUdR 0,25 pg/mL 21
Irmédo 2 LymphoGrow
Mtx 8 ng/mL 0
FUdR 0,25 pg/mL 26
PB-MAX
Mtx 8 ng/mL 0

5.4 Heredograma

A figura 7 representa o padrdo de heranga da FXS na familia dos dois irméos analisados.
No histérico familiar, ndo ha outros casos de pessoas afetadas com diagnostico de X fragil. Os

pais (I-1 e I-2) e a irma (11-2) séo fenotipicamente normais e ndo foram analisados nesse estudo.

N o

1 2 3

Figura 7 — Heredograma da familia participante desse estudo. 11-1 e 11-3 apresentam cromossomo
fra(X). A mae (I-1) é portadora da pré-mutagdo. A filha (11-2) é normal, mas tem 50% de chance
de também ser portadora, o que € indicado por um simbolo com interrogacdo. Os simbolos
totalmente preenchidos em preto correspondem aos individuos afetados, enquanto o circulo com
marcacao central representa portador da pré-mutacéo.
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6 DISCUSSAO

Trés diferentes meios de cultura foram utilizados para realizagdo das analises: RPMI
1640 (Sigma®), LymphoGrow (Cytogen®) e PB-MAX (GIBCO®) em combinag&o ou ndo com
FUdR ou Mtx. Uma redugdo no nimero de metafases foi observada comparativamente as
culturas sem adicdo de antagonista. O decréscimo foi mais acentuado para o tratamento com
Mtx. FUdR e Mtx atuam inibindo a biosintese de timidilato. Jacky (1997) salientou que se essa
reacdo € inibida, mesmo que moderadamente, pode restringir a sintese de DNA, prejudicando
assim a divisdo celular. Nos tubos com FUdR a média de metafases obtida foi semelhante. As
culturas com RPMI 1640, LymphoGrow e PB-MAX apresentaram em média 19, 27 e 24
metéafases por 1amina, respectivamente, para o irmao 1; 20, 22 e 26 metafases para o irmdo 2. Os
tubos em que foram acrescentados Mtx apresentaram numero reduzido de metafases e de
linfocitos nas culturas de ambos os irmaos, independente de qual meio foi utilizado,
provavelmente em virtude da maior toxicidade desse tratamento observada em nosso estudo. As
médias obtidas nos ensaios com FUdR ou Mtx para cada irmdo foram submetidas a analise de
variancia e o teste F ndo foi significativo a 5% de probabilidade. Desse modo, os linfocitos
cultivados nos trés meios responderam de forma equivalente a adi¢do dos antagonistas.

Quanto a expressdo, o sitio fra(X) foi evidente em 21% das metafases no irmdo 1 e em
20% no irmdo 2. Esses dados estdo de acordo com a estimativa de expressdo em homens afetados
que varia de 10-40% (RICHARDS e SUTHERLAND, 1992) e corroboram com 0s de outros
estudos que reportaram gque homens da mesma familia tendem a apresentar frequéncias similares
de fra(X). Tem sido proposto que a frequéncia de expressao pode ser uma caracteristica familiar
determinada geneticamente (SOUDEK et al., 1984; HECHT et al., 1986; BROWN et al., 1987;
JACKY, 1997).

A inducéo de fra(X) foi observada apenas nos tubos tratados com FUdR. O tratamento
com Mtx foi toxico para as células, pois aléem de poucas metéafases (nimero médio menor que 10
por lamina), todas as culturas com esse tratamento também apresentaram poucos linfdcitos. Esse
resultado limita o estabelecimento inequivoco de conclusdes sobre a eficiéncia de inducdo desse
inibidor. Mtx e FUdR atuam em etapas diferentes da biosintese de dNTP e ambos sdo utilizados
eficientemente para elucidar FRAXA (JACKY, 1997). Jacky e Sutherland (1983) encontraram
frequéncias de expressdo do sitio fragil similares quando utilizados meios com baixas
concentracdes de acido folico ou meios convencionais com a adi¢do de inibidores Mtx ou FUdR.
Esses mesmos autores também salientaram que problemas similares de toxicidade tém sido

encontrados quando se utiliza tanto inibidores de timidilato como de folato.
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O sitio fragil foi identificado com maior nitidez nas metafases com coloragéo sélida. O
bandeamento G também foi realizado para confirmar a presenca de fra(X) e distingui-lo de
outros sitios frageis constitutivos. Recomendamos que 0 screening inicial para prospeccao de
fra(X) seja feito em metafases com coloracdo sélida. Jacky (1997) salienta que pode ocorrer um
intumescimento da cromatina em resposta aos pre-tratamentos enzimaticos e de aquecimento
durante o bandeamento, e que isso pode mascarar a expressao do sitio fragil.

A partir dos resultados da avaliacdo citogenética dos individuos afetados construiu-se um
heredograma da familia abrangendo duas geracdes (figura 7). Os individuos fenotipicamente
normais (pais I-1; 1-2 e irmé 11-2) ndo foram analisados nesse estudo, uma vez que a resolucdo da
técnica ndo discrimina portadores da pré-mutagdo. O resultado positivo para expressao de fra(X)
nos dois irmé&os é sugestivo de que a mae seja portadora da pré-mutagdo. Tem sido reportado que
as primeiras mutacoes completas ocorrem na prole de mulheres portadoras da pré-mutacéo (YU
et al., 1992; SNOW et al., 1993) e que a repeticdo CGG pode sofrer expansdo apenas quando
transmitida da mulher para seus descendentes (YU et al., 1992; MALTER et al.,1997;
ROUSSEAU et al., 2011). Segundo essa proposicao, se a mée (I-1) for portadora, a filha (11-2)
tem 50% de ter herdado o alelo pré-mutado de sua mée.

Em nosso estudo utilizamos ferramentas citogenéticas para identificacdo do sitio fra(X)
associado a FXS. Contudo, desde a década de 90 com a clonagem do gene FMR1 (OBERLE et
al., 1991; VERKERK et al., 1991; YU et al., 1991) técnicas moleculares vém sendo
amplamente utilizadas para diagnostico da FXS. Tanto que hd uma escassez de trabalhos de
pesquisa atuais com citogenética do X fragil. Nos procedimentos classicos para prospeccao de
fra(X) as melhores metéafases eram selecionadas e fotografadas, a seguir o filme fotogréafico era
revelado e ampliado. S6 entdo os cromossomos poderiam ser recortados manualmente e o
cariétipo montado (VERMA e BABU, 1995; GERSEN e DOWNEY, 2005). Entretanto, nos
altimos anos, com a evolucdo das ferramentas de analise de imagem e microscopia e com 0
advento das cameras digitais, as analises citogenéticas, inclusive para prospeccdo de fra(X),
tornaram-se mais acuradas. As metafases focalizadas no microscépio podem ser visualizadas com
aumento e resolucdo adequadas na tela do computador e analisadas em tempo real. Além disso, é
possivel a realizacdo de ajustes de contraste e brilho nas imagens (GERSEN e DOWNEY, 2005)
0 que possibilita a identificacdo de alteracBes no cariétipo com mais clareza. Os sistemas
automatizados também proporcionam a analise e 0 armazenamento de um ndmero maior de
imagens. Soma-se a isso a disponibilidade de softwares que linearizam e pareiam o0s
cromossomos de maneira semi-interativa. Essas ferramentas fazem com que a citogenética se

mantenha como uma metodologia diagnostica aplicavel nos dias atuais. Além disso, a analise
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citogenética € o procedimento recomendado como ferramenta de screening inicial, com o
objetivo de estabelecer possiveis causas para o atraso do desenvolvimento, tais como alteracdes
cromossdmicas numericas e estruturais (GARDNER e SUTHERLAND, 2004; LENNOX,
2005) que ndo sdo detectaveis pelas técnicas moleculares para identificacdo de X fragil (WEBB,
1991).

Mahajan et al. (2011) salientaram que a citogenética € um método confiavel para
diagndstico de alteracGes cromossdmicas. Esses mesmos autores afirmaram que todos 0s casos de
retardo mental devem ser avaliados citogeneticamente com cultura padréo de linfdcitos e também
em meio com baixas concentracdes de acido folico para expressao de sitios frageis.

Quanto ao diagndstico citogenético da FXS, tem sido reportado que o rastreamento do
cromossomo X fréagil por essa técnica pode diagnosticar a sindrome em 99% dos homens afetados
e em 90-95% das mulheres afetadas (TARLETON e SOUL, 1993; IQBAL et al., 2000).

Estudos comparativos tém demonstrado que os achados citogenéticos sdo compativeis
com os determinados por técnicas moleculares. Hofstee et al. (1994), em um estudo de 434
individuos com retardo mental, concluiram que a identificacdo citogenética de fra(X) era
correspondente aos ensaios de PCR e hibridizacdo por Southern blot da repeticdo CGG.
Rousseau et al. (1994) encontraram forte correlacdo entre os resultados obtidos por técnicas
moleculares sobre status de metilacao e tamanho da sequéncia CGG, com a andlise citogenética,
dismorfismo facial, macroorquidismo e retardo mental nos individuos que apresentavam a FXS.
Esse estudo envolveu 2.253 pessoas com 693 individuos com mutacdo completa de 318 familias
diferentes com histérico de X fragil, a partir de 14 laboratérios de todo o mundo. Charles (2009)
concluiu que as técnicas moleculares confirmaram os achados citogenéticos em um estudo com
659 individuos com retardo mental, em que os afetados apresentavam a amplificagdo de
trinucleotideos na ordem de mais de 200 repeticdes CGG na regido do alelo X fragil. Assim, a
analise citogenética continua a ser na atualidade uma ferramenta de screening confidvel e
reprodutivel. Portanto, uma técnica adequada tanto para identificacdo de alteracGes numéricas e
estruturais associadas as formas mais comuns de retardo mental e atraso de desenvolvimento,

como para deteccdo de FRAXA em pacientes portadores da mutacdo completa de FMR1.
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7 CONCLUSOES

Nesse estudo utilizaram-se dois antagonistas em combinagdo com trés diferentes meios de
cultura. Entretanto, observou-se a expressao de fra(X) apenas nas culturas tratadas com FUdR. O
tratamento com Mtx resultou em nimero insuficiente de metafases analisaveis, por isso néo foi
possivel estabelecer conclusdes a respeito da eficiéncia desse inibidor. Os procedimentos de
inducdo de sitio fragil e analise citogenética mostraram-se adequados para identificar a presenca

de fra(X) nos dois individuos analisados com indicativo clinico de suspeita de X fragil.
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