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A sindrome do X fragil (SXF), causa comum de retardo mental (RM) hereditario ocorre por
mutacdo no gene FMRI pela expansao nao traduzida de CGG na extremidade 5°. Na populacao, a
expansdo varia de 5 a 52 repeticdes. Portadores de 52 a 200 cépias (pré-mutacdo) produzem a
proteina FMRP, porém podem transmitir a mutacao a geragao seguinte. Individuos SXF possuem
mais de 200 cépias (mutacdo completa) e resulta em metilagao e inativacdo do gene impedindo a
expressdo da FMRP. Auséncia de FMRP ¢é responsdvel pelo RM. Mulheres portadoras da
mutacdo completa apresentam variacdo no grau de RM devido inativacdo aleatéria do X. A SXF
¢ identificada pelo sitio fragil (FRAXA), na regido Xg27.3. A imuno-histoquimica permite
observar a expressao da FMRP no bulbo de cabelo. Individuos afetados mostram niveis inferiores
aos controles. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) representa o melhor método para triagem
da SXF. Objetivos: 1) avaliar a eficidcia da técnica de imuno-histoquimica em pacientes
suspeitos de SXF; 2) comparar trés técnicas de diagndstico para SXF: imuno-histoquimica,
citogenética e PCR. Métodos: foram selecionados 121 pacientes com suspeita SXF sendo 59
(48,8%) homens e 62 (51,2%) mulheres. Noventa individuos sadios, com 75-100% de expressao
da FMRP foram selecionados como controles negativos da imuno-histoquimica. Resultados: de
113 pacientes que realizaram a imuno-histoquimica, 54 eram homens, com 17 positivos, 28
negativos e nove inconclusivos e 59 mulheres, com sete positivas, 27 negativas e 25
inconclusivas. Entre os 119 que realizaram a PCR, 57 homens, com 20 positivos e 37 negativos e
62 mulheres, com trés negativas e 59 inconclusivas. Dos 104 pacientes analisados para
citogenética, 57 homens, com 34 positivos e 23 negativos e 47 mulheres, com 27 positivas e 20
negativas. A menor expressdo do FRAXA foi 3% nos homens e 5,4% nas mulheres e a maior
36% e 37,1%, respectivamente. Comparando as técnicas imuno-histoquimica e PCR (considerado
o padrdo-ouro) nos homens observaram-se sensibilidade 84,2%; especificidade 100%; acuricia

94,2%. Comparando citogenética com PCR nos homens, encontraram-se sensibilidade 100%;

XVi



especificidade 61,1%; acurdcia 74,5%. A citogenética exige profissional qualificado, cultura
prolongada, tendo boa sensibilidade em homens. As vantagens da imuno-histoquimica sao:
rapidez, baixo custo e facilidade de obtencao das amostras de bulbo de cabelo. A PCR ¢ técnica
versatil, rdpida, com alta sensibilidade e especificidade com desvantagem em relacdo as mulheres
de ndo diferenciar as homozigotas normais das heterozigotas afetadas. Conclusoes: Houve
correlacdo positiva e significativa entre homens com a SXF pela imuno-histoquimica comparada
a PCR e citogenética. A PCR mostrou-se eficiente como triagem da SXF nos homens quando
comparada com citogenética e imuno-histoquimica devido a auséncia de falso-positivos.
Fragilidade cromossomica em nado afetados pode ser devido a presencga de outros sitios frageis.
Todas as técnicas imuno-histoquimica, citogenética e PCR, isoladamente, ndo detectam

portadores da pré-mutagao e mulheres com mutacdo completa.

Palavras-chave: Sindrome do X frigil, FRAXA, imuno-histoquimica, reacdo em cadeia da

polimerase.
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The fragile X syndrome (FXS), common cause of hereditary mental retardation (MR) is caused
by a mutation in the gene FMRI characterized by a not translated CGG expansion in extremity 5.
In the population, this expansion varies from five to 52 repetitions. Carriers of 52 to 200 copies
(premutation) show a normal production of the FMRP protein, but they can transmit an expanded
mutation to the following generation. Individuals FXS have more than 200 copies (full mutation)
which result in gene methylation and inactivation hindering the expression of the FMRP.
Absence of FMRP is responsible for the MR. Female carrying the full mutation presents various
degrees of MR due to random inactivation of the X chromosome. The FXS is identified by the
presence of a fragile site (FRAXA) located in the Xq27.3 region. The immunohystochemical
method allows the detection of the FMRP expression in the hair bulb. Affected individuals
disclose decreased levels of FMRP than controls. The polimerase chain reaction (PCR) represents
the best screening method to identify FXS affected individuals. Objectives: 1) to evaluate the
effectiveness of the immunohystochemical technique in the identification of suspected FXS
patients; 2) to compare three techniques used in the diagnosis of FXS: immunohystochemical,
cytogenetic and PCR. Methods: Were selected 121 patients with signs and symptoms consistent
with a probable diagnosis of FXS. Fifty-nine (48.8%) men and 62 (51.2%) were women. As
negative controls were used 90 healthy individuals with 75 to 100% of FMRP expression.
Results: Among the 113 patients that underwent immunohystochemical testing, 54 were men (17
being positive, 28 negative and nine with dubious results) and 59 were women with seven
positive, 27 negative and 25 with dubious results. Among the 119 individuals that underwent
PCR, 57 were men (with 20 positive and 37 negative results) and 62 women (with three negative
and 59 showing dubious results). Of the 104 patients analyzed by cytogenetic testing were men
(with 34 positives and 23 negatives results) and 47 were women (with 27 positive and 20

negatives results). The FRAXA lower expression was detected in 3% of men and 5.4% of women
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and the greater expression was 36% and 37.1%, respectively. Comparing the
immunohystochemical technique and PCR (considered the gold-standard method) in men was
observed a sensitivity of 84.2%; and a specificity of 100%; the accuracy was 94.2%. Comparing
cytogenetic analysis and PCR in men, the sensitivity of the analysis was 100% and its specificity
of 61.1%; accuracy was 74.5%. The cytogenetic analysis requires a qualified professional, a
prolonged cell culture time its sensitivity being satisfying mainly in men. The advantages of the
immunohystochemical are its shorter execution time, low cost, and facility to obtain the hair bulb
samples. The PCR is a fastest technique, versatile, with high sensitivity and specificity. The
disadvantage of this test being its incapacity to differentiate the normal homozigous from the
affected heterozygous women. Conclusion: A positive correlation was found between FXS
affected men when comparing the immunohystochemical technique to PCR and to cytogenetic
analysis. The PCR was considered an efficient method in detecting the FXS in men when
compared to cytogenetic analysis and immunohystochemical technique mainly due to the absence
of false positive results. The presence of chromosome fragility in non affected individuals can be
due to the presence of other fragile sites. Considering all the three techniques,
immunohystochemical, cytogenetic and PCR, can be concluded that, itself, all are ineffective in

the identification of premutation carriers and in women with full mutation.

Word-key: Fragile X syndrome, FRAXA, immunohystochemical, polimerase chain reaction.
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1. Revisao Bibliografica



1.1 Historico

Desde o final do século XIX observagdes intrigantes despertaram a curiosidade dos
pesquisadores: a preponderancia significativa de homens em instituicdes para pessoas com
comprometimento intelectual. A freqiiéncia de homens, nessas institui¢des, chegava a ser 25%
maior do que a de mulheres ndo sendo, na €poca, possivel encontrar explicacdo plausivel para
esse fato (Sherman, 1991).

Em meados do século XX, na Inglaterra, J. Purdon Martin e Julia Bell (1943)
descreveram uma familia com 11 homens afetados por retardo mental, em duas geracdes e
provenientes de maes intelectualmente normais. O heredograma da familia era fortemente
sugestivo de heranga ligada ao cromossomo X. Subsequentemente, outras familias com retardo
mental de heranca ligada ao cromossomo X foram descritas e estes estudos levaram Lehrke
(1972) a postular a provéavel influéncia de genes localizados no cromossomo X sobre a
inteligéncia. O cromossomo X deveria conter varios loci que, quando mutados, originariam véarias
sindromes de retardo mental. Os estudos de irmandades também corroboravam esta hipdtese, pois
sempre foram observados mais pares de irmaos do que pares de irmas com retardo mental (Priest
et al., 1961; Turner e Turner, 1974; Herbst e Miller, 1980). Por outro lado estudos também
evidenciavam a ocorréncia de homens assintomdticos que seriam transmissores de
comprometimento intelectual em familias de individuos afetados (Dunn et al., 1963).

Em 1969, Lubs estudando os cromossomos dos individuos afetados de uma familia na
qual tanto a mde como dois de seus filhos apresentavam comprometimento intelectual, observou
uma falha peculiar (sitio fragil) proxima a extremidade distal do brago longo do cromossomo X.
Algumas mulheres heterozigotas quanto ao gene da sindrome também apresentavam este

cromossomo X com a falha, que foi denominado de cromossomo X marcador. O cromossomo X



marcador foi também observado em uma familia brasileira (Escalante et al., 1971; Escalante e
Frota-Pessoa, 1973), sendo esta a segunda descri¢ado do marcador citogenético. Havia, assim, uma
forma de retardo mental de heranca ligada ao X associada a uma peculiaridade da morfologia
desse cromossomo. Essa associacdo foi confirmada nas genealogias descritas por Giraud et al
(1976), Harvey et al (1977) e Sutherland (1977a).

Nos anos 70, pesquisadores procuravam observar que outros sinais e sintomas poderiam
ocorrer associados ao retardo mental e de heranga ligada ao cromossomo X. Em algumas
familias, foi descrito que os individuos afetados do sexo masculino apresentavam aumento do
volume dos testiculos (macrorquidia) (Escalante et al., 1971; Turner et al., 1975; Canti et al.,
1976; Bowen et al., 1978; Cantu et al., 1978).

Sutherland (1977a;b) descobriu que condi¢des especiais no meio de cultura de linfécitos
favorecia a expressdo do sitio fragil do cromossomo X. Isso permitiu a Turner et al (1978)
estudarem citogeneticamente varias familias com retardo mental ligado ao cromossomo X
inclusive aquelas em que ocorria a macrorquidia. Os autores concluiram que o retardo mental
associado ao X marcador e a macrorquidia representavam a mesma entidade genética. A partir de
entdo, fragilidade no cromossomo X foi sendo detectada em vérias familias, como as estudadas
por Sutherland e Ashforth (1979), Howard-Peebles et al (1979), Howard-Peebles et al (1980) e
Vianna-Morgante et al (1982). Em 1981, Richards et al. estudaram os cromossomos dos
individuos da familia inicialmente descrita por Martin e Bell (1943) e detectaram o sitio fragil
caracteristico no cromossomo X nos individuos afetados dessa familia. Sugeriram que a sindrome
até entdo denominada de Martin-Bell para identificar o quadro clinico associado ao cromossomo
marcador passasse a ser chamada de sindrome do X fragil (SXF), como € referida até hoje. A
citogenética representou, portanto, importante marco inicial das pesquisas laboratoriais

relacionadas a SXF.



Entre 1969 e 1978 os estudos concentraram-se principalmente na caracterizacao dos sinais
e sintomas da sindrome e sua distingdo das demais sindromes de retardo mental ligadas ao
cromossomo X. Muitos autores tentaram estudar as relacdes entre os achados clinicos e os
resultados dos exames citogenéticos, mas essas relacdes nao foram estabelecidas com muita
precisdao na época, continuando a se acreditar que a sindrome do X fragil se caracterizava por
retardo mental de grau varidvel, sem associacdo com nenhuma alteracdo fenotipica marcante.
Posteriormente, alguns sinais fisicos e comportamentais foram sendo observados nos individuos
afetados, permitindo delinear um quadro clinico caracteristico, tais como: orelhas grandes;
hipotonia e macrorquidismo. Algumas destas caracteristicas foram constatadas também em uma
parte das mulheres (Fryns, 1986), mostrando que a sindrome afetava pessoas de ambos 0s sexos.
No entanto, os sinais clinicos presentes nas mulheres eram, em geral, mais brandos do que os
observados nos homens afetados das mesmas familias.

Os estudos das familias com individuos afetados pela sindrome do X fragil mostraram
logo que a sindrome seguia um modelo de heranga incomum, como discutido por Sherman et al
(1985). Homens e mulheres portadores da SXF podiam ou ndo apresentar as caracteristicas da
sindrome. As mulheres que manifestavam sinais e sintomas da sindrome apresentavam maior
risco de ter criancas com a sindrome do que as portadoras do gene alterado sem
comprometimento intelectual. Em familias com vérias gerac¢des ficava evidente que as mulheres
portadoras da pré-mutacdo do gene alterado que faziam parte das geragdes mais antigas tinham
menor chance de ter criangas com a sindrome do que as mulheres portadoras das geracdes mais
recentes. Esse fendmeno ficou conhecido como “antecipagdo genética ou paradoxo de Sherman”
(Opitz, 1986).

A década de 80 caracterizou-se por uma busca incansdvel de métodos precisos que

permitissem o aconselhamento genético, com base no estudo cromossdémico dos portadores



assintomadticos do gene mutado e também por meio de estudos moleculares, a fim de esclarecer o
padrdo de heranga da sindrome do X fragil.

Finalmente, em 1991, foi identificado o gene que esta alterado na sindrome do X fragil: o
gene FMRI (Fragile X Mental Retardation 1). A identificacdo do gene FMRI foi possivel gragas
aos esforcos de trés grupos de pesquisadores independentes que clonaram ao mesmo tempo
sondas de DNA que detectavam alteracdes no gene responsdvel pela sindrome do X fréagil
(Oberlé et al., 1991; Verkerk et al., 1991; Yu et al., 1991). O gene FMRI € caracterizado por uma
seqiiéncia repetida dos trinucleotideos citosina-guanina-guanina (CGG) que, em pessoas normais,
alcancga até 52 repeticoes. Porém, este gene FMRI pode-se apresentar de duas formas alteradas:
1) mutacdo completa, presente nas pessoas com a sindrome onde o individuo apresenta mais de
200 repeticdes dos trinucleotideos CGG; 2) pré-mutacdo, presente nas pessoas sem alteragoes
fenotipicas e comprometimento mental, com uma expansao intermedidria de 52 a 200 cdpias de
CGG. Nas pessoas com a pré-mutacdo, o gene FMRI funciona e comanda a sintese da proteina,
mas na mutagdo completa ele fica silencioso, mostrando que a auséncia da proteina FMRP ¢,
realmente, a responsavel pelo fenétipo da sindrome e que, provavelmente, nao sofre influéncia de
genes adjacentes (Pieretti et al., 1991; Willemsen et al., 1997, 1999; Boy et al., 2001). Ficavam,
assim, explicados varios aspectos peculiares da transmissdo e da manifestacio do gene FMRI
alterado.

O produto do gene FMRI, a proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein),
caracteriza-se por ser uma proteina intracelular que regula a producao de vérias proteinas. O fato
de uma mutacdo do gene FMRI afetar varias proteinas explica os vdrios sinais e sintomas da
sindrome do X fragil (Li et al., 2001).

Atualmente, os métodos moleculares, em particular o Southern blot e a reagdo em cadeia

da polimerase (PCR), sdo considerados os mais precisos e especificos, permitindo assim, melhor



acurdcia na triagem e no diagndstico da SXF. Além desses, um outro método recentemente
identificado para o diagnéstico da SXF é o imuno-histoquimico, capaz de auxiliar no
rastreamento de delecdes (De Vries et al., 1998).

Em 1970, pesquisadores ja utilizavam bulbos de cabelo humano em pesquisas
biomédicas, em especial para diagndstico de erros inatos do metabolismo em particular, na
deteccdo de mulheres portadoras de anormalidades ligadas ao cromossomo X (Gartler et al.,
1969, 1971; Vermorken et al., 1978). Em 1999, Willemsen et al. resolveram testar o bulbo de
cabelo para permitir um diagndstico menos invasivo em pacientes suspeitos da SXF, que
permitiria detectar se a proteina FMRP estaria ou ndo sendo expressa, por meio da técnica de
imuno-histoquimica. O interesse em detectar a presenca ou auséncia da proteina FMRP pelo
exame do bulbo de cabelo se deve ao fato de sua linhagem embriondria ser préxima a das células
dos neurdnios. A proteina FMRP € expressa em muitos tecidos, porém € mais abundante nas
células da pele e dos neurdnios e parece ter um papel na maturacdo estrutural e funcional de
sinapses (Willemsen, 1997; Thompson & Thompson, 2002). A falta da proteina FMRP parece
apenas atrasar o desenvolvimento dos neurdnios, nao os danificando e nem os destruindo. Apesar
deste teste imuno-histoquimico nao ter seu uso difundido é de grande valor, pois permite
diagnosticar também os raros casos da SXF decorrentes de delecdes intragénicas, que sdo de
origem materna (Willemsen, 1997).

O exame citogenético e o histérico familiar foram e continuam sendo em muitos centros
clinicos a base para o aconselhamento genético. Porém, os resultados obtidos nos exames
citogenéticos ndo tém a precisdo necessdria para calcular os riscos de prole afetada, onde homens
e mulheres portadores da pré-mutagdo, porém intelectualmente normais, ndo manifestam o X
fragil, pois o gene FMRI ainda € funcional (Weaver e Sherman, 1987; Navajas et al., 1987).

Esses avangos vieram permitir que, atualmente, diagndstico e aconselhamento genético



sejam feitos com maior seguranca (Gane e Cronister, 2002). O estudo direto do DNA da regido
do gene FMRI permite diagnosticar as pessoas com a sindrome do X fragil e identificar seus
parentes normais e os portadores da pré-mutacao ou da mutacao completa.

A pré-mutacio do gene FMRI também pode causar alguns sinais e sintomas
caracteristicos em seus portadores. Nas mulheres com a pré-mutagdo, a menopausa precoce ¢é
mais freqiiente do que na populacdo geral (Alligham-Hawkins et al., 1999). Homens idosos
portadores podem apresentar algumas altera¢des neuroldgicas tipicas, conjunto de sintomas que
recebeu o nome de FXTAS (Fragile X-associated Tremor/Ataxia Syndrome) (Hagerman et al.,

2001; Jacquemont et al., 2006).



2. Introducao



2.1 Definicao

A sindrome do X frigil é causada por mutacdes no gene FMRI na regido Xq27.3,
conforme ilustrado na figura 1. Esta sindrome € a segunda causa genética, mais importante, de
retardo mental sendo apenas menos freqiiente que a sindrome de Down. Sabe-se que a sindrome
do X fragil acomete predominantemente homens, com incidéncia de 1:4000 enquanto que nas
mulheres a incidéncia é de 1:6000 (Turner et al., 1996; Willemsen et al., 2003). No sexo
masculino, a sindrome do X fragil contribui com 3 a 6% do retardo mental em individuos com
histéria familiar positiva de retardo mental ndo associado a malformacgdes fisicas congénitas
(Mingroni-Netto, 1995; Thompson & Thompson, 2002; Jorde et al., 2004). Existe pequena
discrepancia quanto a freqiiéncia global de portadores da SXF: Warren e Sherman (2001), em
estudo em diferentes grupos étnicos estimam que, em todo o mundo, uma em cada 9.000
mulheres € um em cada 4.500 homens sejam afetados pela sindrome do X fragil e que um em
cada 1.000 homens e uma em cada 400 mulheres sejam portadores de pré-mutacao.

Na populagdo geral, uma em cada 259 mulheres pode ser portadora da pré-mutagdo, com
risco de ter tanto filhos como filhas afetadas (Rousseau et al., 1995). A SXF aparentemente
incide de forma similar em todos os grupos étnicos e € a responsével por, aproximadamente, 14%
de todos os retardos mentais idiopéticos, no sexo masculino, € por um terco de todos os retardos
mentais ligados ao X (Turner et al., 1996). Apesar dessa significativa prevaléncia, somente uma

fracdo dos individuos afetados recebe diagndstico apropriado, mesmo em paises desenvolvidos.
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Figura 1 — Par de cromossomo X com a seta indicando o sitio fragil X
na regido Xq27.3. Ao lado, o ideograma do cromossomo X.
Fonte: www.genetics.com.au/pdf/factSheets/FS32.pdf,
acessado em 12/05/2007 com modificagdes.

Para explicar a elevada incidéncia da SXF, mesmo com a perda constante de alelos
instaveis através de afetados, encontramos em Chakrvarti (1992) e Morton € Macpherson (1992)
modelos populacionais em que se mantém na populacido alelos “protomutados”, ou seja, com
maior probabilidade de expansdo dos trinucleotideos, porém estdveis. Chakrvarti (1992) chegou a
propor que tais alelos poderiam se transmitir inalterados por cerca de 90 geracdes, o que

explicaria em parte a alta incidéncia do gene da SXF.

2.2 Caracteristicas fenotipicas e comportamentais

Apesar de ndo existir nenhum elemento que isoladamente possa ser considerado como
caracteristica especifica da sindrome do X fragil, o conjunto de caracteristicas apresentadas por
estes pacientes, conforme retrata a figura 2, permite, na maior parte das vezes, realizar o

rastreamento dos possiveis portadores da SXF (Butler, 1993).
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Figura 2 — Dismorfias faciais em: A — mdes e filhos portadores da mutagdo completa; B — individuos
afetados pela SXF. Fonte: pacientes atendidos no Ambulatério de Genética Clinica do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB), Brasilia, 2006-2007.

Os achados fenotipicos presentes em pacientes afetados pela SXF sdo bastante varidveis,
incluindo aspectos morfolégicos e comportamentais. Tais achados estdo representados por: 1)
retardo mental; 2) distirbios de atencdo; 3) hiperatividade; 4) macrorquidia; 5) contato visual
pobre — estrabismo; 6) aversdo ao contato fisico; 7) linguagem perseverativa; 8) movimentos
ritmicos das maos; 9) face alongada e estreita; 10) olhos grandes; 11) orelhas grandes e em
abano; 12) palato alto; 13) mandibula e fronte proeminentes; 14) hipotonia; 15)
hiperextensibilidade articular (metacarpofalangeana); 16) prega palmar unica; 17) sulco plantar;
18) pés planos; 19) escoliose; 20) mi-oclusdo dentdria e, 21) caracteristicas autisticas.

Foram documentados também outros problemas de comportamento como irritabilidade e
agressividade (Hagerman et al., 1991). Se tais problemas s3o mais prevalentes entre os
individuos com a SXF do que entre outros tipos de retardados ainda é motivo de controvérsia

(Fisch, 1993).
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Apesar da grande variabilidade de sinais fenotipicos evidenciados nos individuos com a
sindrome do X fragil, o rastreamento torna-se dificil em criangas, visto que as caracteristicas que
compdem o fendtipo do adulto freqiientemente ndo sdo encontradas nos individuos em fase pré-
pubere. Nas mulheres afetadas, os achados fenotipicos sdo mais discretos em virtude da
inativacao aleatdria de um dos cromossomos X, causando efeito compensatério benéfico sobre a
expressividade do gene mutado (Riddle et al., 1998).

Na tentativa de facilitar o diagnéstico da SXF foi proposta uma listagem de sinais e
sintomas para avaliar as caracteristicas fisicas, comportamentais e anamnésticas dos pacientes,
baseada nos trabalhos de Hagerman (1987) e Hagerman et al (1991), modificada por Butler et al
(1991), que engloba 15 das caracteristicas mais freqiientemente encontradas entre individuos
afetados pela SXF (Tabela 1), com uma tnica modificacdo: o item referente a presenga de olhos
palidos e azuis, foi substituido pelo item concernente a face alongada, por ter esta maior valor
discriminativo. Cada item possui um valor varidvel de zero a dois, atribuindo-se valor zero as
caracteristicas ausentes, valor um a presenca das caracteristicas no passado ou nos casos de
condig¢des limitrofes ou questiondveis e, finalmente, valor dois as caracteristicas definitivamente
presentes (Giangreco et al., 1996). Segundo Butler ef al (1991), o individuo que totalizar uma
contagem de pontos igual ou superior a 11, devera ser considerado como um provavel portador

da SXF. Este valor é considerado o ponto de corte para a indicagdo de testes complementares.
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Tabela 1 — Lista de caracteristicas fisicas, comportamentais e anamnésticas freqiientemente encontradas em
pacientes com X fragil (Butler et al.,1991; Hagerman, 1997).

Caracteristicas Freqiiéncia %
Retardo Mental (RM) 100
Histéria familiar de RM ou autismo'” 73,7
Disturbio de atencdo 63,2
Hiperatividade 73,7
Contato visual pobre 36,8
Aversio ao contato fisico 63,2
Linguagem repetitiva 52,6
Movimentos ritmicos das maos e bragos 474
Face alongada 64
Orelhas grandes e proeminentes 94,7
Prega simiesca ou linha de Sydney 36,8
Mordedura das maos © 36,8
Hiperextensibilidade articular (metacarpofalangeana)® 579
Sulco plantar 83,3
Macrorquidismo © 80

1) Trés geracdes de parentes, tanto maternos como paternos;
(2) Aversdo ao toque ou a outros estimulos tacteis normalmente nao aversivos;
(3) Mordedura das maos inclui mordedura dos punhos, excluindo-se o ato de comer unhas;

(4) Considerar a hiperextensibilidade das articulacdes metacarpo-falangeanas como positiva quando os dedos II-V
podem ser concomitantemente dorsifletidos até > 90°C, enquanto a palma for mantida reta sobre a mesa;

(5) Volume testicular com desvio padrdo > 2 para a idade.

As caracteristicas clinicas mais notdveis dos homens afetados pela SXF sdo retardo
mental e macrorquidia. O grau de retardo mental é extremamente varidvel, mesmo entre

individuos de uma mesma familia. Existem afetados que apresentam desde retardo mental
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profundo até inteligéncia limitrofe. Contudo, o retardo mental grave parece ser mais freqiiente,
ocorrendo em 42% dos homens afetados, enquanto 35% das mulheres heterozigotas apresentam
retardo mental leve ou limitrofe. (Mingroni-Netto, 1995).

Foi sugerido por diversos autores que nao ocorreria a regressdo ou degeneracdo de
funcgdes intelectuais ja adquiridas, mas sim uma desaceleracdo ou parada no desenvolvimento
cognitivo, que se reflete como um rebaixamento do QI a medida que a idade avanga (Hagerman
et al., 1989; Hodapp et al., 1990; Fisch et al., 1991). Verificou-se também a existéncia de uma
correlacdo negativa entre o QI e a idade dos homens afetados pela sindrome, constatando que os
homens de QI mais elevado sofrem maiores decréscimos de QI com a idade e que estes sdo
portadores de menores amplificacdes de trinucleotideos CGG do que os homens de QI mais
baixo, que ndo apresentam decréscimo de QI e possuem grandes amplificacdes CGG (Staley et
al., 1993; Mingroni-Netto 1995). Mulheres de QI mais baixo tendem a exteriorizar caracteristicas
fisicas mais tipicas e marcantes (Fryns, 1986; Cianchetti et al., 1991). O fato de 35 a 50% das
mulheres heterozigotas manifestarem algum grau de comprometimento mental (Sherman et al.,
1984, Sherman et al., 1985; Navajas, 1985) era indicativo de que a SXF nao era causada por gene
recessivo. Logo, individuos do sexo masculino portadores da mutacdo completa apresentam
sempre um comprometimento mental, enquanto aproximadamente 65% das mulheres com a
mutacdo completa apresentam um moderado retardo mental (Willemsen et al., 1999).

Berry-Kravis e Huttenlocher (1992) e Berry-Kravis e Sklena (1993) investigaram a
producdo de AMP-ciclico em afetados com a SXF e verificaram reducdo significativa quando
comparados a de individuos normais, ou a de pacientes com retardo mental conseqiiente a outras
causas e 4 de pacientes autistas. E possivel que as reacdes em cascata que envolvem o AMP-
ciclico estejam alteradas nos neur6nios dos pacientes afetados pela sindrome e contribuam para a

génese do retardo, principalmente no aspecto da deficiéncia de memoria de curto prazo.
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Portadores de X fragil de ambos os sexos t€m uma expectativa média de vida considerada
normal. Apesar das caracteristicas descritas, os portadores de X fragil podem ser férteis. Porém,
aqueles pacientes que apresentam retardo mental mais severo, raramente se reproduzem
(Sherman, 2000; Boy et al., 2001).

Embora macrorquidia ndo esteja presente em todos os individuos afetados, estima-se que
cerca de 80% dos adultos a apresentem, mas entre criancas e adolescentes ela é menos freqiiente.
Entre os pré-puberes ela ocorre apenas em cerca de 20% dos afetados e, portanto, € uma
caracteristica de baixo valor diagndstico nesta faixa etdria. O macrorquidismo, entretanto, pode
ser observado em pacientes com retardo mental portadores de afeccdes outras que ndo a sindrome
do X fragil (Merenstein et al., 1996; Hagerman, 2002; Pandey, 2004).

Algumas caracteristicas importantes para o diagndstico sdo: atraso na aquisicao da fala,
associado a fala geralmente acelerada e repetitiva (Turner et al., 1980b; Nielsen et al., 1983;
Turner e Jacobs, 1983), com alteracao de ritmo, fluéncia, pausas inadequadas e a0 mesmo tempo,
longos monologos (Paul et al., 1984; Hanson et al., 1986; Hagerman, 1987; Sudhalter et al.,
1991). Pequeno percentual de pacientes portadores de retardo mental severo, podem mesmo ndo
alcancar nenhuma expressao verbal (Hagerman et al., 1991).

Achados adicionais como: pele macia, hiperextensibilidade articular dos dedos, palato em
forma de arco, pé plano e peito escavado (Turner et al., 1980; Hagerman et al., 1984), levantaram
a hipétese da existéncia de uma displasia do tecido conjuntivo (Opitz et al., 1984). Isso motivou a
investigacdo de anomalias cardiacas, tendo sido entdo observada a presenga de prolapso ou
frouxiddao da valvula mitral em 22 a 55% dos pacientes adultos estudados (Loehr et al., 1986;
Screeram et al., 1989). Embora alteracdes anatdomicas do tecido conjuntivo ndo tenham sido
encontradas em criancas, estudo histolégico em bidpsias de pele, vilvulas cardiacas e aorta de

paciente afetado do sexo masculino, demonstraram uma orientagdo mais irregular das fibras de
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elastina, além destas estarem presentes em menor nimero (Waldestein et al., 1987; Waldestein e
Hagerman; 1988).

Em relacdo as mulheres afetadas foram registrados problemas emocionais e de
comportamento como ansiedade, depressao, personalidade esquizdide, timidez, hiperatividade,
deficiéncia de atencdo, estereotipias e agressividade (Reiss et al., 1986; Reiss et al., 1988; Reiss
et al., 1989; Borghgraef et al., 1990; Cronister ef al., 1991 e Lachiewicz, 1992). Embora alguns
estudos sugerissem que as heterozigotas de inteligéncia normal apresentavam também maior
incidéncia de perturbagdes psiquidtricas como a depressao, um estudo rigorosamente controlado
de mulheres portadoras somente da pré-mutagdo indicou que estas ndo diferem da populacio
controle na freqiiéncia de alteracdes de comportamento (Reiss et al., 1993). Freund et al (1993),
referem que a maioria das mulheres com a mutacdo completa, apresentava distirbios de humor e
precdria interacdo social. Geralmente existe variagdo ampla de decréscimo de caracteristicas
clinicas em mulheres portadoras da muta¢do completa. Aproximadamente 60% das mulheres
portadoras t€ém de leve a moderado prejuizo mental, enquanto as 40% restantes t€ém capacidade
intelectual normal (Willemsen et al., 2003).

A base molecular para a variac¢do fenotipica em ambos os sexos parece estar relacionada a
varia¢do do nimero de neurdnios no cérebro que expressam a proteina FMRP. Homens afetados,
em mosaico, mostram uma combinacdo varidvel de alelos pré-mutados e mutados, sendo, no
entanto, mais freqiilente a predominancia de alelos com a mutacdo completa. Em mulheres
portadoras da mutacdo completa os sinais e sintomas da SXF embora mais leves do que em
homens, podem ser ainda menos evidentes dependendo do cromossomo X inativado (Willemsen
et al., 2003).

Curiosamente, o estudo dos ovdrios através de ultra-sonografia em mulheres heterozigotas

revelou que estes podem estar aumentados (Turner et al., 1986; Moore et al., 1990), mas a razao
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para o aumento de volume dos testiculos e dos ovarios ainda permanece por esclarecer.

Em muitas das genealogias ja estudadas foram descritos individuos afetados que podem
ser chamados de autistas ou que apresentam caracteristicas "autistiformes”. Brown et al (1986),
em revisdo da literatura, encontraram que 7,7% dos autistas estudados citogeneticamente
apresentam a SXF e dentre 434 afetados pela sindrome, 21% eram autistas. Porém, a estimativa
precisa dessas propor¢des sempre foi dificultada pela falta de homogeneidade nos critérios de
diagnostico de autismo. Hagerman et al (1991) e Fisch (1992) reuniram os achados das vérias
amostras de autistas da literatura, na maioria das quais tinham sido utilizados os critérios de
diagnostico de autismo estabelecidos pelo DSMIII-R (Diagnostic and Statistical Manual DSMIII-
R, American Psychiatric Association) e encontraram respectivamente que 6,5% e 5,4% dos
autistas estudados apresentam a SXF. Em estudos sobre meninas autistas, Hagerman et al (1991)
verificaram a propor¢do de 4% com a SXF. Logo depois Malmgren et al (1992), utilizando
sondas de DNA especificas para o gene FMRI em amostra de 22 criancas autistas, detectaram
sete afetadas pela SXF, refor¢ando a idéia de que o autismo € uma entidade heterogénea do ponto
de vista genético. Estes pacientes autistas expressam vontade de se relacionar, mas mostram ao
mesmo tempo um comportamento evasivo, fugindo ao contato visual e evitando posicionar-se
frontalmente a pessoa com quem estdo se encontrando (Wolff et al., 1989).

Estudos registraram que mulheres com a pré-mutacdo tendem a entrar em menopausa
mais cedo que as ndo portadoras, sugerindo que a menopausa precoce seja o extremo do espectro
de efeitos ovarianos da pré-mutacdo. Menopausa precoce ocorre em cerca de 24% das mulheres
portadoras da pré-mutacdo (Allingham-Hawkins et al., 1999; Vianna-Morgante et al., 1999) e
estima-se que 10% das mulheres da populacdo em geral que apresentam menopausa antes dos 40
anos de idade sejam portadoras da pré-mutacio do gene FMRI (Sherman, 2000). Entretanto,

quando a menopausa precoce € do tipo familiar, a freqiiéncia de portadoras da pré-mutagdo baixa
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para cerca de 14% (Sherman, 2000).

Outras alteracdes observadas em pacientes portadores da SXF sdo altera¢des anatomicas
no tamanho do cerebelo (Reiss et al., 1991) e nas ramifica¢des dos dendritos (Irwin et al., 2000).
Alguns trabalhos sugerem ainda que existem caracteristicas eletroencefalograficas préprias da
SXF (Finelli et al., 1985; Wisniewski et al., 1985; Sanfilippo et al., 1986; Musumeci et al.,
1988). Convulsdes foram verificadas em 15 a 20% das pessoas afetadas (Hagerman, 2002).
Outros estudos sugerem que a incidéncia de filhos gémeos € maior entre as maes portadoras da
pré-mutacao (Turner et al., 1994).

Um subgrupo de homens idosos portadores da pré-mutacdo apresenta alteragdes
neuroldgicas peculiares (Hagerman et al., 2001; Jacquemont et al, 2003; Jacquemont et
al.,2006), que foram englobadas na chamada sindrome FXTAS (Fragile X-Associated
Tremor/Ataxia Syndrome). Esta sindrome, de inicio insidioso, geralmente eclode ao redor dos 50
ou 60 anos e caracteriza-se por alteragdes neuroldgicas progressivas. Estudos realizados nos
Estados Unidos, Holanda e Austrélia registram a ocorréncia da FXTAS em 20 a 30% dos homens
com a pré-mutagdo. As altera¢des incluem tremor, dificuldade na marcha e no equilibrio, além de
ansiedade e perda de memoria. A ressondncia magnética revelou perda do volume cerebral e
cerebelar e intensidades alteradas dos sinais dos pedinculos cerebelares medianos (Hagerman et
al., 2003). A FXTAS parece ser uma das causas genéticas mais comuns de tremor, ataxia e

deméncia entre homens idosos.
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2.3 Patogénese

2.3.1 Gene FMR1

O gene FMRI causador da SXF apresenta 38kb de comprimento, é composto por 17
exons e 16 introns. Mostra-se altamente conservado do ponto de vista evolutivo entre as varias
espécies (Verkerk er al., 1993; Eichler et al., 1993) e chega a apresentar 95% de homologia com
o gene fmrl encontrado em camundongo, o que torna este animal um bom modelo para estudar a
SXF (Oostra, 1996). O gene FMRI codifica pelo menos 12 tipos diferentes de mRNA originados
por meio de processamento alternativo do pré-mRNA (splicing alternativo). A constru¢do de
anticorpos artificiais contra regides da proteina FMRP permitiu detectar quatro produtos
protéicos diferentes, os quais se expressam em varios tecidos, ocorrendo em maior propor¢ao no
tecido cerebral e gonadas (Devys et al., 1993; Verkerk et., 1993).

O gene se expressa de maneira forte e generalizada no inicio do desenvolvimento
embriondrio em camundongos, porém nos adultos a expressao é mais localizada, concentrando-se
no cérebro (hipocampo e cerebelo) e tibulos seminiferos. Em tecidos humanos o resultado foi

semelhante (Hinds ef al., 1993).

2.3.2 Mutac¢ao no cromossomo X

A mutagdo no gene FMRI ocorre pela expansdo de um trecho instavel de repeticoes de
trinucleotideos CGG na extremidade 5° nao traduzida do gene FMRI. Essas repeticoes sao
normalmente polimorficas, de maneira estdvel, na populagdo geral, podendo alcancgar até cerca de
52 coépias. Portadores de 52 a 200 cépias dessa seqii€ncia (pré-mutacdo) ndo apresentavam

alteracoes fenotipicas, além de, praticamente, nenhuma manifestacdo citolégica do sitio fragil
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(Carakushansky, 2001; De Vries et al., 2003; Willemsen et al., 2003). Porém, vale a pena
ressaltar que por se tratar de uma alterac¢do instavel, possui uma tendéncia cada vez maior a se
transformar em mutagdo completa, a medida que € transmitida de geragdo em geracdo. Trabalhos
recentes t€m mostrado que mulheres portadoras da pré-mutacdo do gene FMRI apresentam
alteracdo na fungdo ovariana e perda de fertilidade (Wittenberger et al., 2007). Quando o
individuo € portador de mais de 200 cdpias, caracteriza-se a mutagdo completa, que resulta em
metilagdo da ilha CpG adjacente ao gene. Esta metilacdo resulta no bloqueio das bases citosina
por grupos metila, geralmente associada a auséncia de transcricio e, conseqiientemente,
inativagdo do gene, impedindo a expressdo da proteina FMRP (Figura 3) (Oberlé et al., 1991;
Verkerk et al., 1991; Sutcliffe et al., 1992; Willemsen et al., 2003). Nao se pode estabelecer
relacdo simples e direta entre o nimero de repeticoes CGG e o grau de comprometimento do
individuo afetado. Assim, uma pessoa com mutacdo completa, com 500 repeticdes, nio terd
necessariamente um quadro clinico mais grave do que outra pessoa com mutacao completa que
apresente 300 repeticdes CGG. O gene FMRI estaré silencioso nos dois casos, mas os sintomas

poderdo ser variados (Brown, 2002).
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Figura 3 — Ilustra o exon 1 do gene FMRI no estado normal, pré-mutado e mutado metilado. Fonte:
http://www.bioquest.org/lifelines/chautauqua 2004/llol temp blue.php?project id=51
acessado 20/05/2007 com modificagdes.

Nos individuos com a mutacdo completa pode ocorrer instabilidade ao nivel somatico,
caracterizada por um mosaico de repeticoes CGG de diferentes tamanhos. Ou seja, algumas
células tém a pré-mutacdo e a proteina é produzida, enquanto outras apresentam a mutagcdao
completa, estando o gene inativo (Rousseau et al., 1991). O estudo desses “mosaicos” mostrou
que a pré-mutagdo presente em certo nimero de suas células surgiu a partir da mutagdo completa
que herdaram. Por ser muito instdvel, a mutacdo completa pode ter o tamanho da repeticio CGG
alterado nas divisdes celulares durante o desenvolvimento embriondrio (Mingroni-Netto et al.,
1996).

Um ndmero de repeticdes CGG entre 45 e ~55 pode ser estdvel em certas pessoas mas
em outras tender a se expandir quando o gene € transmitido para as geracdes seguintes. Por isso
os genes com repeticoes CGG nessa faixa sd@o considerados como fazendo parte de uma “zona

intermedidria ou cinzenta”. A menor repeticio CGG que jid se observou expandindo-se para
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mutagdo completa tinha 59 repeticdes (Nolin et al., 2003).

Em estudos que analisaram a mutacdo da SXF em varias genealogias (Rousseau et al.,
1991; Heitz et al., 1992; Macpherson et al., 1992), destacaram que, até agora, nenhum individuo
afetado com a mutagdo completa surgiu em conseqiiéncia de mutacdo nova, ou seja, de mutagao
que nao tenha sido herdada, pois todos sempre herdaram de suas maes com pelo menos a pré-
mutacdo. Estudos realizados em vdrios paises confirmam que, nas familias, as primeiras
mutagdes completas ocorrem na prole de mulheres portadoras da pré-mutacdo (Yu et al., 1992;
Snow et al., 1993; Mingroni-Netto et al., 1997).

Rousseau et al. (1991), a partir do estudo de 63 genealogias, observaram que a
freqii€éncia de individuos que apresentam somente a pré-mutacao e sao retardados (3%) nao difere
da freqiiéncia do retardo da populacdo geral, o que indicaria que o retardo mental nao é devido a
pré-mutacdo ou a SXF.

Sao raros (<1%) os casos em que a sindrome decorre de delecao total ou parcial (Gedeon
et al., 1992; Gu et al., 1994; Quan et al., 1995; Hammond, 1997), de mosaicismo (Wohrle et al.,
1992) ou de mutacdo de ponto no loci FMRI (De Boulle et al., 1993; Siomi et al., 1994),
indicando que existe heterogeidade genética na origem da SXF, ou seja, pode haver SXF do
ponto de vista clinico ndo associada ao cromossomo X fragil. No entanto, mais de 99% das
mutacdes de FMRI sdo expansdes de uma seqiiéncia repetida (CGG),. Logo, o fato de os
individuos afetados possuirem, em sua grande maioria, um tnico tipo de mutacdo (expansio de
trincas CGQG), facilita sobremaneira o diagndstico e contrasta com 0 que ocorre em outras
doencas hereditarias, como € o caso da fibrose cistica, por exemplo, onde cerca de 1000 mutagdes

diferentes foram relatadas (Tsui, 1992; Thompson & Thompson, 2002; Elahi et al., 2006).
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2.3.3 Mosaicismo

As mutagdes completas sdao mitoticamente instdveis, determinando a ocorréncia de
mosaicismo, que € estabelecido precocemente, durante a embriogénese. Posteriormente as
expansoes CGG se estabilizam e se transmitem de maneira clonal (Mingroni-Netto, 1995).
Oberlé et al. (1991a) observaram que nos homens portadores de mosaicismo a ilha CpG pode
estar parcialmente metilada.

A severidade do fendtipo depende tanto do mosaicismo resultando em diferentes
tamanhos das repeticdes como do mosaicismo de repeticdes metiladas. Alguns pacientes t€m
mistura de células com tamanhos de repeticdes que variam desde a pré-mutacdo até a mutacao
completa (mosaicismo de tamanho da repeticao). De modo semelhante, alguns pacientes t€m uma
mistura de células com e sem metilacio da repeticdlo CGG (mosaicismo de metilacdo da
repeticdo). Todos os homens com mosaicismo, seja ele de tamanho ou de metilacao da repeticao,
sdo afetados, mas em geral, ttm menor comprometimento mental que aqueles com uma mutacao
completa em todas as células (Oberlé et al., 1991; Hagerman et al., 1994; Cohen et al., 1996). H4
controvérsias quanto ao comprometimento mental. De acordo com Wiegers et al (1993) ndo ha
nenhuma diferenca no grau de comprometimento mental nas amostras de mosaicos € nao-
mosaicos, porém Staley et al (1993) encontraram que os mosaicos tém realmente QI mais alto

que os ndo-mosaicos. Rousseau et al (1991) verificaram que 15% dos individuos com a mutacao

completa sdo, na verdade, mosaicos.

2.3.4 Proteina FMRP

A proteina FMRP, produto do gene FMRI, associa-se a varios mRNAs produzidos por

outros genes e também pelo FMRI, regulando a sintese das proteinas que se formam a partir
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desses mRNAs. Autores sugerem que a FMRP atuaria na modulagdo da traducdo, que é
prejudicada na ausé€ncia dessa proteina causando, assim, a SXF. Segundo os autores, ndo se sabe
exatamente como a falta da FMRP causa o retardo mental, sabe-se apenas que ela é produzida
proxima a sinapses, em resposta a ativacdo de um neurotransmissor, tendo aparentemente um
papel importante no desenvolvimento de conexdes sindpticas, o que explicaria sua relacdo com
retardo mental (Wittenberger, et al., 2007; Irwin et al., 2002; Feng et al., 1997).

A partir do gene FMRI normal e daquele com a pré-mutacdo € transcrito um mRNA
funcional. Nos individuos afetados, isto €, com a mutagdo completa, o mRNA ndo é detectado,
mostrando que o gene estd silencioso. Este siléncio do gene ocorre por hipermetilacdo de
citosinas de uma seqiiéncia de dinucleotideos CG na ilha CpG no promotor do gene FMRI. As
seqiiéncias CG estao presentes na regido promotora de varios genes e se mantém desmetiladas
quando o gene estd ativo (Wittenberger, et al., 2007).

Nas mulheres normais, os genes que estdo ativados no cromossomo X ativo apresentam a
seqiiéncia CG desmetilada, e no cromossomo X inativo os genes inativados tém esta seqiiéncia
CG metilada. No cromossomo X de homens normais, sempre ativo, esta seqiiéncia CG estd
desmetilada. Nos casos de mutacdo completa, entretanto, a seqiiéncia CG no gene FMRI esta
sempre metilada (mesmo no cromossomo X ativo), tornando o gene inativo (Otto et al., 1998).

Finalmente, Gibson et al (1993) e Siomi et al (1993) propuseram que o produto previsto
do loco FMRI é uma proteina que se liga a RNAs, pois apresenta dominios chamados KH,
semelhantes a outras proteinas dessa natureza que ja foram seqiienciadas. Os autores chamaram a
atencdo para o fato de que a mutacdo de ponto identificada por De Boulle er al (1993) afeta
justamente um desses dominios essenciais a propriedade de se ligar ao RNA. Além disso, Siomi
et al (1993) demonstraram que o produto de FMRI sinteticamente produzido € efetivamente

capaz de se ligar a RNA in vitro. Ashley et al (1993) afirmaram que a proteina tem dois sitios de
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ligacdo com RNA, interage com o seu proprio mRNA e com cerca de 4% dos mRNA transcritos
em cérebro fetal.

Foi demonstrado nos estudos de Richards et al (1993) que as repeti¢des CGG a 5' do
loco FMRI1 sao os sitios de ligagdo de uma proteina nuclear denominada BP-1, que também ¢
capaz de se ligar in vitro a repeti¢des CGG sintéticas. Quando as repeticdes CGG estao metiladas,
outro complexo protéico se liga a regido, indicando que o silenciamento do gene FMRI deve
resultar da interagdo entre varios fatores protéicos que influenciam a transcri¢ao.

E interessante notar que os portadores da pré-mutacio com nimero grande de repeticdes,
tém baixos niveis de proteina FMRP e niveis elevados de mRNA. Isso parece se dever a
dificuldade de traduzir um mRNA com uma repeticdo CGG grande, o que levaria a diminuicdo
na sintese da proteina FMRP. A célula passaria, entdo, a produzir mais mRNA, em uma tentativa
de aumentar a sintese da proteina (Tassone et al., 2000a; Tassone et al., 2000b; Hagerman, 2002).
Pesquisas em andamento buscam verificar a relacdo entre essa taxa aumentada de mRNA e

alteracdes neuroldgicas (Hagerman, 2003).

2.3.5 Transmissao da expansao CGG

Estudos de segregacdo indicam que o nimero de trinucleotideos tende a aumentar a cada
geracdo, durante a meiose feminina, na oogénese e na fase das mitoses pds-zigdticas (podendo
gerar mosaicismo cromossomico). Isto explicaria as diferencas de penetrancia do quadro clinico
se a mutacao € herdada de homem ou de mulher, assintomaticos ou afetados. Quando transmitida
pela mulher, o nimero de repeticdes de trinucleotideos tende a aumentar de geracao para geragao,
podendo continuar na categoria de pré-mutacdo ou transformar-se em mutacdo completa, caso

ndo sofra interrupgdo por trincas que estabilizam a seqiiéncia como AGG, a cada 9 ou 10 trincas.
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Ou seja, a freqiiéncia e localizagdo dessas trincas interruptoras influenciam na estabilidade do
polimorfismo CGG do gene FMRI1, que impede que essa regido evolua, através de geragcdes, para
a pré-mutacdo e para a mutacdo completa. Aparentemente haveria um limiar de 34-38 repeticoes
CGG nao interrompidas para a ocorréncia de expansdes meidticas (Eichler et al., 1994; Zhong et
al., 1995). O ndmero crescente de prole afetada geralmente é observado nas dltimas geracdes de
uma familia afetada. Este fendmeno é conhecido como antecipagdo genética. Deste modo, a
probabilidade de um individuo gerar descendentes afetados parece estar vinculada ao nimero de
copias da repeticdo CGG que possui. O risco aumenta proporcionalmente ao tamanho da pré-
mutacdo, aproximando-se de 100% quando a expansdo tem mais de 100 repeticdes (Fu et al.,
1991; Rousseau et al., 1991; Yu et al., 1991; Heitz et al., 1992; Otton et al., 1998).

As mulheres portadoras da pré-mutacao t€ém 50% de chance de transmitir o0 cromossomo
X cujo gene FMRI ¢é normal tanto as filhas como aos filhos. Mas, se os filhos herdarem o
cromossomo X cujo gene € alterado, poderdo ter a pré-mutacdo ou a mutagdo completa,
dependendo do tamanho da expansdo CGG que a mae possui. Porém se a mae for afetada, seus
filhos terdo 50% de chance de serem afetados, isso dependendo da chance de herdarem o
cromossomo normal ou aquele portador da mutacdo. Reiss et al (1989) e Hagerman et al (1992)
salientaram que as mulheres que herdam o gene de seus pais transmissores normais (até 200
repeticoes CGG) ndo apresentam comprometimento algum do ponto de vista cognitivo, nem
alteracdes importantes do perfil psicolégico sendo sempre portadoras da pré-mutacao. Ja as filhas
dos homens afetados, receberdo apenas o gene com a pré-mutacdo € ndo com a mutagcdo
completa, assim, pode-se dizer que as pré-mutacdes em geral se encurtam com a transmissao
paterna (Willemsen et al., 1992; Thompson & Thompson, 2002). Laird (1991) apds rever vdrias
genealogias da literatura em que homens afetados tiveram filhas normais ou com freqii€ncia

baixissima de FRAXA, interpretou este fendmeno de acordo com seu modelo de heranga como
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uma remocao do imprinting. De algum modo, a mutacdo completa regride para pré-mutagdo e os
espermatozdéides dos individuos afetados tém apenas a pré-mutagao (Reyniers et al., 1993).

Béchner et al (1993) estudaram a expressao do FMRI em testiculos de camundongo e
verificaram sinal forte na periferia dos tibulos seminiferos, mas nao nas células de Sertoli. Estes
tibulos continham poucos espermatozéides maduros e nos tibulos com espermdtides e
espermatozdéides havia pouca expressao. Devys et al (1993) encontraram também forte expressao
em espermatogdnias, sugerindo que além de um papel “housekeeping” do FMRI, deve haver
uma outra funcdo mais especifica na proliferagcdo de espermatogoénias, 0 que seria consistente
com as observacdes de que os homens afetados pela SXF s6 transmitem a pré-mutacdo a suas
filhas. O gene FMRI pode ter papel indispensdvel na espermatogénese. Desse modo, somente as
espermatogonias que expressam o gene seriam capazes de concluir este processo, ou seja, células
da linhagem germinativa que apresentam a pré-mutacao seriam sempre selecionadas.

Evidéncias sugerem que largas expansodes dos triucleotideos CGG sdo altamente instaveis
no desenvolvimento do espermatozdide. Isto explica que apenas os alelos pré-mutados sao
encontrados nos espermatozdides de homens com a pré-mutagdo e com mutagdo completa
(Wittenberger et al., 2007).

Este mecanismo mutacional difere dos ja conhecidos, uma vez que a instabilidade criada
no DNA pela expansdo das seqiiéncias de trinucleotideos CGG aumenta a probabilidade de
ocorrer uma nova expansao na geracio seguinte e em sucessivas geragdes, constituindo um novo
mecanismo mutacional em genes humanos — a mutacdo dindmica. De uma forma genérica, as
mutacdes sdo de natureza estdtica, ou seja, ndo exercem influéncia na probabilidade de
recorréncia de uma dada mutagdo nas geracdes futuras, ao contrario do que ocorre na SXF. A
expansdo de trinucleotideos pode ser devido a um deslizamento da fita de DNA, em funcdo de

um erro de emparelhamento durante a replicacdo gragas a presenca de um nimero excessivo de
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repeticdes simples puras, em tandem (Oberlé, 1991; Richards et al., 1992; Kooij et al., 1998).

Mornet et al (1993) sugeriram um possivel efeito da idade dos afetados sobre o tamanho
da mutacdo completa. Estudaram pares de irmdos afetados e concluiram que o tamanho da
amplificacdo era em média menor nos irmaos mais velhos. Como também encontraram
correlacdo significativa entre os tamanhos das amplificacdes e a idade materna, havendo
transmissao de amplifica¢cdes maiores pelas maes mais idosas.

Devys et al (1992) destacaram que as alteragdes de metilacdo decorrentes da mutacdo do
FRAXA ja estdo estabelecidas muito cedo no embrido (entre 8 a 10 semanas), mesmo quando as
ilhas CpG do cromossomo X inativo dos embrides femininos normais ainda estdo desmetiladas
nas vilosidades coridnicas. Luo et al (1993), estudando a ilha CpG do loci FMRI concluiram que
nos fetos normais, com excec¢ao das vilosidades e gonadas, ja ocorre metilacdo no cromossomo X
inativo desde a idade de seis semanas. Nas vilosidades coridonicas de afetados estudadas por
Sutherland et al (1991), Sutcliffe et al (1992) e Yamauchi et al (1993), os fragmentos
aumentados da mutacdo completa ndo estavam completamente metilados. Nos trabalhos de
Rousseau et al (1991), Devys et al (1992) e Suzumori et al (1993) nao somente a metilacio como
também a heterogeneidade somadtica no tamanho dos fragmentos foram observadas ja na
vilosidades coridnicas.

Wohrle et al (1992) estudaram um feto afetado pela SXF e concluiram que a
heterogeneidade do tamanho dos fragmentos ocorre em todos os tecidos, mas o padrdao pode
variar nos diferentes tecidos. Observaram também que nos tecidos com fragmentos desmetilados

ocorriam freqiiéncias mais baixas de FRAXA.
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3. Diagnostico
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Segundo Vianna-Morgante (1999), mesmo na auséncia de um tratamento especifico, o
diagndstico precoce prové oportunidade para intervencao educativa e terapéutica. A identificacao
de individuos afetados é importante para o aconselhamento genético familiar de membros sob
risco de serem portadores da pré-mutacdo, com medidas de prevengdo secunddria através do
diagnostico pré-natal, o que reduziria o risco de recorréncia com conseqiiente diminui¢do de

custos institucionais de saide publica (Pandey, 2004).

3.1 Citogenética - Expressao do sitio fragil no cromossomo X

Uma das maneiras de se detectar a SXF € identificar o sitio fragil do X ou FRAXA, na regido
Xq27.3, que € por definicao, um ponto especifico do cromossomo propenso a quebra. Este sitio é
herdado de forma mendeliana dominante ligada ao X, com penetrincia incompleta, sendo o gene
penetrante em aproximadamente 53% das mulheres e 100% dos homens (Sutherland, 1979a;
Rousseau et al., 1991; Mingroni-Netto, 1995; Pandey, 2004).

Essa regido cromossdmica ndo sofre condensacdo normal, provavelmente por uma falha
durante sua duplicacdo, antes do inicio da mitose que impede o empacotamento do DNA e,
conseqiientemente, leva a fragilidade cromossOmica observada. A visualizacdo do FRAXA ¢é
mais nitida quando se empregam para a cultura de linfécitos meios especiais pobres em folato e
com a adi¢do de timidina fria o que favorece a exteriorizacdo do sitio fragil (Sutherland et al.,
1985).

Laird (1987) e Laird et al (1987) propuseram que o sitio fragil representa uma regido de
duplicagdo tardia, de modo que ndo consegue receber uma sinalizacdo correta para o
empacotamento da cromatina. Eventos de metilacdo poderiam "marcar" estas regides para manter

sua duplicacdo sempre tardia através de um mecanismo de imprinting. Essa duplicagdo tardia em
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Xq27.3 foi, posteriormente, documentada por Yu er al (1990) e Webb (1992) em estudos
citogenéticos. Por meio da andlise molecular, ficou demonstrado por Hansen et al (1993) que em
homens afetados a regido do loco FMRI duplica-se em G,/M, enquanto que em homens
portadores da pré-mutacdo ou normais, a duplicagdo do loco ocorre principalmente nos periodos
S3 e S4. A metilacao anormal encontrada nos individuos retardados, com a SXF reforca a hip6tese
de Laird et al (1987) de que o imprinting teria origem desde a ovulogénese nas maes dos
afetados. Porém, Migeon (1992) julga improvavel que a metilacdo da ilha CpG se mantenha
desde a ovulogénese, ja que ondas de desmetilacdo podem ocorrer no inicio do desenvolvimento
embriondrio. Entretanto, Luo et al (1993) constataram que a ilha CpG do loco FMRI esta
desmetilada nos odcitos e nas células germinativas masculinas de fetos normais.

Os sitios frageis ndo sdo observados em todas as células do individuo afetado, sendo que a
freqiiéncia com que aparecem € varidavel, em funcdo do tipo de sitio fragil e de condi¢des da
cultura (Sutherland e Ledbetter, 1989; Hecht ef al., 1990; Sutherland e Richards, 1999). Homens
clinicamente afetados, geralmente, apresentam o sitio fragil (FRAXA) em suas células, porém
sua freqii€ncia varia entre 10 a 30%, sendo raramente encontrado numa freqii€éncia maior que
50% (Lubs, 1969; Sutherland, 1983). Contudo, freqiiéncias até 10% ocorrem em 27% dos
afetados (Mingroni-Netto, 1988). Por outro lado, mulheres heterozigotas certas, por andlise do
heredograma, geralmente niao expressam o FRAXA ou este é detectado numa freqiiéncia muito
baixa, principalmente nas mulheres heterozigotas que sdo fenotipicamente normais, sem
comprometimento mental (1 a 4 %). Nas heterozigotas com algum retardo mental essa freqii€éncia
costuma ser mais alta. Em homens portadores da pré-mutacio, sem manifestacdo clinica, também
nao manifestam o FRAXA e, portanto, o estudo cromossdmico nesses individuos € um método de
deteccdo ineficiente. Luo er al (1993) demonstraram que a ilha CpG estd ainda mais

extensivamente metilada nos afetados com FRAXA do que no cromossomo X inativo das

31



mulheres normais.

Ha na literatura descri¢des ocasionais de familias com freqii€ncia alta de cromossomo X
fragil, mas sem anormalidades fenotipicas associadas (Daker et al., 1981; Voelckel et al., 1989;
Romain e Chapman, 1992), ou com retardo mental associado, mas sem amplificagdo detectavel
com as sondas do loco FMRI (Hirst et al., 1991; Nakahori et al., 1991; Oberlé et al., 1991;
Rousseau et al., 1991; Dennis et al., 1992; Knight et al., 1992; Macpherson et al., 1992; Oberlé
et al., 1992; Snow et al., 1992; Knobloch et al., 1993). Levantou-se entdo a hipdtese da
ocorréncia do FRAXA dissociado dos sinais clinicos ou da amplificacdo da sindrome. Porém, a
descricao posterior de mais dois outros sitios frageis muito préximos ao FRAXA, o FRAXE
(Sutherland e Baker, 1992; Flynn et al., 1993) e o FRAXF (Hirst et al., 1993) sugere que essas
familias incomuns sdo portadoras de outros sitios frageis, como ja foi confirmado em alguns
estudos. Knight et al (1993) conseguiram clonar seqiiéncias de DNA do FRAXE, localizado a
600 kb distais ao FRAXA, e demonstraram que existem trinucleotideos GCC na regido em
numero variavel de copias. Segundo os autores, a ocorréncia de retardo mental nas familias com
FRAXE estd também vinculada a metilacdo anormal de uma ilha CpG adjacente, mas as
repeticoes podem se expandir igualmente se herdadas tanto de homem como de mulher. O sitio
fragil FRAXE situa-se a nivel de Xq28 e, apesar de raro é, do ponto de vista citogenético,
indistinguivel do FRAXA sendo sua diferenciacdo deste dltimo somente possivel por meio da
analise molecular (Sutherland et al., 1993).

Como j4 dito anteriormente, o exame citogenético apesar de detectar adequadamente os
individuos afetados, € insatisfatorio para estudos familiares, ndo sendo possivel identificar os
portadores de pré-mutagdes, especialmente as mulheres, que apresentam alto risco de gerarem

filhos com X frégil.
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Além da identificacdo do sitio fragil pelo exame citogenético existem outros exames que
podem ser realizados. O exame imuno-histoquimico permite observar a expressao da proteina
FMRP. Os métodos moleculares considerados mais especificos sdo: reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e o Southern blot (SB), que possibilitam a andlise da expansao CGG (Fu et.,

1991; Oberlé et., 1991; Yu et al., 1991).

3.2 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica baseia-se na identificacdo de constituintes celulares, antigenos,
através da interacdo antigeno-anticorpo. A 4rea da interagdo é identificada através de um
anticorpo previamente marcado, que no nosso caso ¢ anti-FMRP e que tem a capacidade de
localizar o antigeno desejado, a proteina FMRP. Esse anticorpo primério, monoclonal, é capaz de
tornar a reacdo mais especifica, por reagir com um tipo especifico de antigeno. Para aumentar a
sensibilidade adiciona-se a reacdo um segundo ac, denominado ac secundério, o qual aumenta os
sitios de ligacdo e consequentemente amplifica o sitio de expressao.

A acdo da proteina correspondente ao gene FMRI € ainda desconhecida, mas sabe-se que
¢ de expressao predominantemente citoplasmdtica e estd presente em muitos tecidos organicos.
Estudos histoquimicos revelaram que a proteina FMRP € muito abundante em neurdnios do
sistema nervoso central e periférico, mas quase nenhuma proteina é detectada em células da glia e
em tecidos de origem mesodérmica (Devys et al., 1993; Verheij et al., 1993). A hibridacdo in situ
revelou marcagdo preferencial nas camadas granulares do hipocampo e do cerebelo no
camundongo adulto (Hinds et al., 1993) e nos neurdnios do niicleo basal magnocelular e

neur6nios piramidais do hipocampo no cérebro fetal, todas estruturas envolvidas no processo de

aprendizado (Abitbol et al., 1993).

33



Com base nesses achados de expressdao da proteina FMRP, Willemsen et al (1999),
descreveram uma nova maneira de se diagnosticar a sindrome do X fragil, por meio da técnica de
imuno-histoquimica realizada no bulbo de cabelo, que consiste na andlise da expressao da
proteina FMRP. Os homens afetados mostram niveis sensivelmente inferiores aos de homens
normais, sem sobreposi¢ao nos niveis de expressao respectivos. Nas mulheres, a interpretacao €
mais complicada devido a inativagao aleatéria de um dos cromossomos X, porém estudos iniciais
permitiram diferenciar o nivel de expressao da proteina FMRP em bulbos de cabelo de mulheres

normais e de afetadas (Ramos-Fuentes, 2001; Willemsen et al., 2003; Soler, et al., 2003).

3.3 Método molecular de investigacao - reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A aplicagdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como método de triagem da SXF
¢ relativamente recente e vem sendo preferida em relacdo ao método citogenético de pesquisa do
sitio fragil X e ao Southern blot. A PCR € considerada uma técnica versatil, rdpida, que utiliza
pequenas quantidades de DNA, de baixo custo, além de apresentar alta sensibilidade e
especificidade. Portanto, representa o método de escolha para a triagem de individuos afetados,
em particular do sexo masculino.

Os oligonuceotideos ou “primers” (pequenas seqii€ncias de DNA sintético) empregados
na técnica da PCR se ligam ao DNA alvo obedecendo ao principio de pareamento das bases
puricas e pirimidinicas (adenina-timina e citosina-guanina). Dessa forma, permitem amplificar
apenas a regido especifica do genoma a ser estudada (sintetizada), pois se ligam apenas na regiao
onde encontram perfeita homologia das bases puricas e pirimidinicas, A +T e C + G. (Figura 4)

(Fu et al., 1991).
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CGC TAC GTT ACG GGA TTC AGG

GCG ATG CAA TGC CCT AAG TCC

Figura 4 — Pareamento das bases puricas e pirimidinicas do DNA. Fonte: Dantas (2001).

O principio da PCR baseia-se no processo de duplicacio do DNA, usando como molde
pequena quantidade de DNA gendmico em presenca de oligonucleotideos (primers), da enzima
Taq DNA polimerase e de deoxinucleotideos trifosfatados livres (DNTP’s). Esses componentes,
quando submetidos a ciclos de aquecimento e resfriamento, geram novos fragmentos de DNA
semelhantes a molécula molde e em grande quantidade, o que permite a investigagdo de
mutacdes. As etapas desse processo sdo representadas pela desnaturagc@o, pareamento e extensao.
No termociclador, o0 DNA alvo é submetido a alta temperatura (95°C) e desnatura-se em duas
fitas simples de DNA (fase de desnaturagdo). Em seguida, ocorre resfriamento (64°C), permitindo
que os pares de primers que funcionam como os iniciadores da reacdo de polimerizacdo, se
liguem de forma homoéloga a cada uma das fitas do DNA molde (fase de pareamento). Por fim, a
temperatura do sistema eleva-se para aproximadamente 72°C, fazendo com que a enzima taq
DNA polimerase entre em atividade, permitindo a adicdo dos nucleotideos livres e conseqiiente
formacdao de uma nova fita de DNA (fase de extensdo). Uma vez que os produtos recém-
sintetizados também sdo complementares e capazes de se ligar aos iniciadores, apds desnaturagao
térmica, cada ciclo sucessivo essencialmente dobra a quantidade de DNA sintetizada no ciclo
anterior. A repeticao ciclica destas temperaturas por 33 vezes permite a amplificacdo exponencial

de milhares de cépias do DNA alvo sob investigacdo (Figura 5) (Fu et al, 1991; Dantas, 2001).
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Figura 5 — Ciclos da PCR e suas etapas de desnaturacdo, pareamento e extensao. Fonte: Dantas (2001).



4. Objetivo
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Comparar os trés métodos de diagnostico para sindrome do X fragil: citogenética, imuno-

histoquimica (bulbo de cabelo) e molecular (PCR) quanto as suas vantagens e limitacoes.
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5. Pacientes e Métodos
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5.1 Casuistica

O estudo foi realizado em pacientes que foram encaminhados para o Ambulatério de
Genética Clinica, do Hospital Universitirio de Brasilia (HUB). A partir das fichas de
atendimento, foi possivel selecionar todos os pacientes que foram diagnosticados pelo exame
citogenético como portadores da sindrome do X frigil. Além disso, foram selecionados alguns
casos em que o resultado sugeria a necessidade de exame molecular para melhor acurécia, e ainda
alguns casos em que o exame clinico do paciente era fortemente sugestivo da SXF.

Foram obtidas 71 fichas de atendimento de pacientes com sintomatologia compativel e
teste citogenético positivo para a SXF. Apds repetidas tentativas de contato, tanto telefonico
como postal, somente foi possivel colher novo material para exame de 47 familias,
correspondendo a um total de 121 pacientes. A coleta das novas amostras foi realizada no
Ambulatério de Genética Clinica, do HUB. Foram incluidos na pesquisa individuos de ambos os
sexos e suas respectivas maes.

O presente trabalho foi aprovado tanto pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia como também pelo comité do
Hospital Universitario de Brasilia.

Previamente a inclusdo no protocolo foi fornecido amplo esclarecimento verbal aos pais
ou responsaveis pelo paciente salientando objetivos, riscos e beneficios da pesquisa. Apds sua
concordancia em permitir a participacdo do paciente sob sua responsabilidade no protocolo, foi
firmado tanto pela responsdvel pela pesquisa como pelo responsdvel direto pelo paciente,
consentimento livre e esclarecido em duas vias (em anexo), quedando-se uma das vias em poder
do responsavel pelo paciente. Adicionalmente os responsdveis pelos pacientes assinaram termo

de autorizacdo permitindo a utilizag¢do de fotografias para ilustracdo da pesquisa.
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5.2 Aconselhamento genético

Todos os responsdveis pelos pacientes receberam os resultados dos exames realizados,
sendo uma cOpia também anexada as respectivas fichas de prontudrio. Os familiares tanto dos
pacientes em que os testes confirmaram o resultado citogenético como daqueles em que o
resultado positivo foi obtido pela primeira vez, foram esclarecidos a respeito do diagndstico e
risco de recorréncia da doenca na familia, permitindo a escolha da conduta mais apropriada, com
base nos provaveis riscos, nas suas aspiragdes e em seus padrdes éticos e religiosos, sendo-lhe
ainda oferecida a possibilidade de continuarem aos cuidados das equipes dos Servicos de
Genética Clinica do HUB. Com relacdo aos pacientes previamente diagnosticados como
portadores da SXF pela citogenética, que vieram a apresentar resultados negativos nos exames de
imuno-histoquimica e PCR, a familia foi esclarecida ndo serem estes portadores da SXF,

provavelmente sofrendo de algum outro tipo de retardo mental.

5.3 Metodologia

Inicialmente foram coletados bulbos de cabelo de diferentes dreas do couro cabeludo dos
pacientes. O nimero de bulbos necessdrio variava de acordo com o sexo do individuo e da
qualidade, que quando baixa tinha que aumentar o nimero da amostra. Nos individuos
masculinos foram aproximadamente 10 bulbos, enquanto nas mulheres foi necessario aumentar
esse ndmero para no minimo 20 bulbos, em virtude da inativagdo aleatéria de um dos
cromossomos X, causando um efeito compensatério benéfico sobre a expressividade do quadro
clinico, que poderia gerar um resultado falso negativo.

Esses bulbos coletados foram colocados em uma folha de papel identificada, pois a

gordura da raiz permitia que o bulbo aderisse ao papel, onde em seguida essa folha foi guardada
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em saco plastico (zipper bags). Esses bulbos foram posteriormente cortados, colocados em
eppendorfs de 0,5mL, identificados (pelo nome, iniciais, registro familiar e data) e armazenados
em freezer a -70°.

Foram colhidos 10mL de sangue com EDTA para exame molecular, e em alguns casos
onde ndo havia sido realizado exame citogenético foi colhido 4mL de sangue com heparina para

citogenética.
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5.4 Técnicas realizadas

5.4.1 Citogenética

5.4.1.1 Obtencao de metafases a partir da cultura de leucocitos

(Moorehead et al., 1960, com modificagdes)

As andlises cromossOomicas de cultura de linfécitos foram realizadas a partir de metafases
obtidas de cultura tempordria de linfécitos de sangue periférico, utilizando-se bloqueio da mitose
em metafase com colchicina in vitro.

De cada paciente foram obtidos aproximadamente 4 mlL de sangue periférico,
heparinizado. Essa amostra foi mantida em duas garrafas de cultivo estéreis, onde era semeado 1
mL de sangue para cada garrafa com 9 mL de meio RPMI, previamente filtrado, acrescidos de
penicilina e estreptomicina (100 U/mL) e 15% de soro fetal bovino, em estufa a 37°C em
atmosfera imida. As culturas foram cultivadas por 96 horas em estufa imida a 37°C. Apés as 72
horas de cultivo celular, acrescentaram-se 300uL timidina (15mg/mL), substancia que induz a
manifestacdo do sitio fragil.

Para a realizacdo dos procedimentos, acrescentaram-se 280uL de colchicina (0,16
ng/10mL) em cada garrafa de cultura, substancia que despolimeriza a tubulina do fuso mitético
com bloqueio das mitoses em metédfase, deixando-a atuar por 40 minutos. Apds o periodo de acdo
da colchicina o material foi transferido para quatro tubos de fundo conico (falcon), com
capacidade para 15 mL, e centrifugado por cinco minutos a 1000 rpm (Centrifuga Internacional,
modelo K, tamanho 2, rotor n° 250, ndo refrigerada). O sobrenadante foi entdo desprezado e
adicionaram-se ao pélete 14 mL de solu¢do hipotonica KCl 0,075 M previamente aquecida a

37°C, a qual provoca intumescéncia e espalhamento dos cromossomos, seguida por
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homogeneiza¢do com auxilio de pipeta Pasteur. Apds a homogeneizacdo os tubos foram para
estufa a 37°C por 15 minutos. Logo apds, os tubos foram submetidos a nova centrifugagao a 1000
rpm durante sete minutos. Terminada a centrifugacdo cerca de 8 mL do sobrenadante foi
desprezado e com a utilizacdo do vértex foi acrescido 7 mL de fixador, constituido de uma
solu¢do de metanol e 4cido acético glacial na proporcao de 3 para 1, o qual fixa as metafases e
lava os restos celulares. Os tubos foram novamente centrifugados por cinco minutos, o
sobrenadante desprezado e 7 mL de fixador acrescido. O ultimo procedimento foi repetido por
mais trés vezes e ao término cerca de 1,0 mL de fixador, variando de acordo com o volume do

pélete, foi utilizado a fim de suspender as células para o preparo das laminas.

5.4.1.2 Preparo e Coloracao das Laminas

As laminas utilizadas foram limpas com solu¢do saturada de KOH, diluida em dlcool
comercial, onde permaneciam por 24 horas antes de serem lavadas em 4dgua corrente e depois
armazenadas em dgua destilada em geladeira na temperatura de 4 a 6°C. No momento do uso, as
laminas foram posicionadas ligeiramente inclinadas e uma gota da suspensdo de células era entdo
colocada sobre a 1amina com ajuda de pipeta Pasteur. O excesso de dgua foi retirado com papel
absorvente e a primeira ldmina foi flambada com auxilio de uma lamparina de élcool a fim de se
observar a concentracdo do material e a qualidade das metafases, e mais dez laminas foram
preparadas e guardadas. Essas 1aminas que ndo foram flambadas foram submetidas ao processo
de “envelhecimento” (desidratag¢do), colocadas em uma estufa seca, a 50°C durante 24 horas.
Todas as laminas foram identificadas para posterior anélise.

A coloragio foi feita com a utilizacdo da solucdo de Giemsa, corante quimico que se liga

ao DNA, diluido em tampao fosfato 0,06M e pH 6,8 (Fosfato dibédsico de sédio Na,HPO, e
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Fosfato monobdsico de potassio KH,PO,4) na propor¢do de 1 para 30, durante cinco minutos.

As laminas desidratadas passaram por um processo de bandamento G, técnica de
coloragdo dos cromossomos para produzir padrdes especificos de bandas heterocromaticas
escuras (bandas G) e eucrométicas claras alternadas (G - negativas). Cada lamina foi inicialmente
colocada em uma cubeta de pléstico, contendo 50 mL de tampao HBSS (Hanks Balance Salt
Solution) e 100uL de tripsina, 2,5% a 37°C, solucdo que ird submeter 0os cromossomos a uma
digestdo controlada, durante um tempo varidvel de 15 a 25 segundos. Ap6s serem retiradas do
frasco com tripsina, as laminas foram mergulhadas em frasco contendo apenas HBSS (50 mL),
retiradas, e em seguida mergulhadas em um terceiro frasco contendo 50 mL de HBSS e 1 mL de
soro fetal bovino, e finalmente, mergulhadas em um quarto frasco contendo apenas HBSS,
retiradas e submetidas a coloracdo com Giemsa nas mesmas propor¢des ja descritas (Seabright,

1971).

5.4.1.3 Analise Citogenética

A andlise citogenética constituiu em procurar as metidfases ao microscopio, contd-las e
identificar se existe alguma fragilidade na porcdo subterminal do cromossomo X. Para andlise
utilizou-se microscépio Optico, com objetiva de imersdo com aumento de 100x e ocular de 10x,
totalizando um aumento de 1000x.

A descricao do cariétipo segue regras precisas estabelecidas pelo Sistema Internacional de
Nomenclatura Citogenética (ISCN, 1995). Um cariétipo normal € designado 46,XX ou 46,XY. A
fragilidade no cromossomo X € designada pela letra mindscula “fra” seguida, entre parénteses, do
cromossomo envolvido e novamente entre parénteses o braco e a banda do cromossomo

respectivamente, ex: 46,X.,fra(X)(q27.3).
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Foi considerado X fragil positivo quando se encontrou a mesma anormalidade estrutural
em pelo menos 3 metafases em 100 analisadas, em individuos do sexo masculino (Webb et al.,
1986). Em relagdo as mulheres, é evidente que o estudo cromossdmico € inconclusivo nos casos
com freqiiéncias de até 3% (Mingroni- Netto et al.,1995), por isso foi considerado nessa amostra

como ponto de corte freqiiéncias superiores a 4%.
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5.4.2 Imuno-histoquimica

5.4.2.1 Deteccao da expressao da proteina FMRP em bulbo de cabelo

(Willemsen et al., 1999, com modificagdes)

Foi utilizada nessa pesquisa a técnica de fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina
(APAAP), onde o primeiro passo consistiu na fixacdo dos bulbos de cabelo com paraformaldeido
3% durante 10 min, a fim de preservar toda morfologia do tecido. Em seguida, as células foram
permeabilizadas com a solucdo de metanol/H,O, a 30% durante 30 min, a qual bloqueia a
atividade da peroxidase enddgena e consequentemente impede que o sitio antigé€nico seja
danificado. Os bulbos foram lavados com PBS. Acrescentou-se uma solu¢ao de PBS/albumina
bovina sérica (BSA) 3%/glicina 1,5% durante 20 min, que atua no bloqueio dos antigenos
inespecificos, por competir com os sitios de ligacao, evitando assim, liga¢cdes inespecificas. Logo
apo6s, os bulbos de cabelo foram incubados com anticorpo primario monoclonal anti-FMRP
(Mouse Anti-Fragile X Mental Retardation Protein FMRP - CHEMICON® ) (titulacao 1:2000)
em geladeira a 4°C por uma noite, permitindo sua ligacdo especifica ao antigeno de interesse, a
proteina FMRP.

Apds 24 horas, as amostras foram retiradas da geladeira e deixadas por 15 min a
temperatura ambiente para dar inicio a segunda etapa do procedimento. Os bulbos foram
inicialmente lavados com Tris 0,IM e em seguida incubados com Anticorpo secunddario
biotinilado (Link Goat Anti-Mouse Immunoglobulins. Swine Anti- Rabbit Immunoglobulins -
DAKO®) em banho-maria 2 37°C durante 15 min, a fim de aumentarem os sitios de liga¢do (4
em vez de 1) e consequentemente amplificar o sinal de expressao. Depois de serem lavados com
Tris 0,1M, foram novamente incubados, sendo que agora com o complexo APAAP (Immune

Complex APAAP - Alkaline Phosphatase- Antialkaline Phosphatase - DAKO®) em banho-maria
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a 37°C durante 15 min. Este complexo reconhece o anticorpo secundario e amplifica o niimero de
moléculas de fosfatases que irdo se prender ao antigeno, ampliando a revelagdo do sinal e
tornando este método muito mais sensivel. Apds a lavagem com Tris 0,1M, a reacdo foi revelada
pelo cromégeno vermelho rapido “Fast Red” (2mL do tampao de substrato : 1 tablete de Fast red
- DAKO®) durante 15 a 20 min, o qual promove a visualizacdo dos complexos antigeno-
anticorpo (essa solu¢do deve ser preparada e filtrada na hora para que nao sofra precipitacdo).
Terminada a revelagdo faz-se a udltima lavagem com Tris 0,1M para posterior montagem das
laminas. As laminas foram identificadas e montadas com ultramont (DAKO®), e depois de secas,

os bulbos foram enumerados para evitar que fossem analisados mais de uma vez (Figura 6).

Complexo

APAAP

Ac Secunddrio

Ac Primdrio

Antigeno

Figura 6 — Esquema da interacdo antigeno-anticorpo por meio da técnica de fosfatase alcalina anti-fosfatase
alcalina. Fonte: www.dakocytovision.com, acessado em 12/05/2007 com modificagdes.

Para controle negativo, alguns bulbos foram incubados com PBS em substituicio do
anticorpo primdrio; e para controle positivo foram utilizados bulbos de pacientes positivos que

sabidamente ndo iriam expressar a proteina FMRP.
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5.4.2.2 Critérios de analise do bulbo de cabelo

O diagndstico € feito pela coloragdao avermelhada quando a proteina FMRP for expressa
no bulbo de cabelo. Inimeras varidveis como: qualidade do bulbo, integridade, espessura da
bainha e cabelos muito escuros, podem influenciar o resultado.

Uma andlise semiquantitativa dos bulbos de cabelo foi executada e classificada em cruzes,
variando de zero a quatro cruzes, dependendo da intensidade e do tamanho da drea de expressao
(coloracao) da proteina FMRP, de acordo com os seguintes parametros: (-) ausente; (+) leve; (++)
moderada; (+ + +) intensa; (+ + + +) muito intensa. Individuos normais deveriam apresentar alta
expressdo da proteina, em torno de 3 a 4 cruzes, enquanto que afetados, teriam auséncia da
proteina FMRP e consequentemente baixa ou nenhuma expressdo da mesma, ficando em torno de
0 a 2 cruzes, o que € caracteristico da sindrome do X fragil.

Para a andlise dos resultados utilizou-se microscopio 6ptico com ocular de 10x com duplo
canhdo executada simultaneamente por dois observadores, em teste cego. A avaliacdo
semiquantitativa da coloracdo apresentada pelos bulbos capilares era assinalada somente quando
houvesse concordancia entre os observadores.

Foi estabelecido como ponto de corte a menor percentagem de expressdao em individuo
controle da proteina FMRP, que neste caso foi de 75%. Assim, com 75% de expressdo da
proteina o individuo foi caracterizado como normal. Os portadores da SXF apresentaram
expressdao muito baixa ou ausente, proxima a zero. As percentagens dos resultados foram obtidas
de acordo com a classificacdo em cruzes (zero a 4) divididas pelo nimero de bulbos de cabelo

analisados.
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5.4.3 Molecular (PCR)

5.4.3.1 Extracao de DNA a partir de linfécitos

(Miller et al., 1988, com modificacoes)

Foram coletados 10mL de sangue periférico em tubos para coleta a vicuo com EDTA
(50uL EDTA (K3) a 15%). A cada amostra foram adicionados 35mL de uma solugdo de lise de
hemacias 1x (NH4Cl 1550mM; KHCO; 100mM; EDTA 10mM; pH 7.4) em tubos de fundo
conico de 50mL (falcon). As amostras foram homogeneizadas e deixadas em banho de gelo
durante 30 minutos para obtencdo de lise das hemécias, e centrifugadas por 10 minutos a 4°C e a
1800 rpm. O sobrenadante foi descartado e repetido o mesmo procedimento mais uma vez para
garantir a completa lise de hemadcias. Apds a segunda centrifugacio o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 3mL de solucdo de lise de nucleos 1x (Tris-HCI
100mM; NaCl 4M; EDTA 20mM pH 8.2), a fim de lisar os nicleos e degradar as proteinas;
acrescido de proteinase K na concentracdo de 10mg/mL, que ird aumentar a eficiéncia do dodecil
sulfato de sédio (SDS) na dissociacdo das proteinas dos acidos nucléicos; e por fim SDS 20%,
que atua como detergente, dissociando as proteinas dos 4cidos nucléicos, dissolvendo os lipideos
de membrana e inibindo a ac@o de nucleases. As amostras foram misturadas delicadamente com
movimentos rotatérios e incubadas em banho-maria a 37°C por uma noite (solucdo deve se
apresentar limpida e viscosa).

No dia seguinte foi adicionado 1mL de NaCl 6M e os tubos agitados vigorosamente no
vortex por 30 segundos e em seguida, centrifugados por 15 minutos a 25 °C e a 2500 rpm. O
NaCl em altas concentracdes idnicas desnatura as proteinas e as precipita. Essa etapa é
fundamental para separar o DNA das proteinas. Quando da presenca de sobrenadante turvo foi

este transferido para um tubo falcon limpo, agitado no vértex e centrifugado novamente sem
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adicionar mais NaCl. Esta etapa foi sempre repetida para garantir um DNA mais puro. Apds a
ultima centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio e o DNA foi
precipitado adicionando-se dois volumes de etanol absoluto e invertendo-se o tubo, permitindo
assim, a retirada das moléculas de dgua devido a sua competicdo com as pontes de hidrogénio da
dgua, provocando uma compactacdo do DNA. O DNA foi entdo capturado em um capilar de
vidro, lavado em etanol 70%, a fim de retirar o excesso de sal, e dissolvido em 600-800ul de TE
(Tris-HCI 10mM pH 8.0 e EDTA ImM pH 8.0) e armazenados em eppendorf. A seguir as
amostras foram colocadas em uma placa aquecedora a 65°C durante 30 minutos, proporcionando

a inativacdo de enzimas e proteinas, e posteriormente guardadas em geladeira.

5.4.3.2 Estimativa da concentraciao do DNA nas amostras

A concentracdo de DNA das amostras foi estimada por meio do espectrofotometro, a
partir do valor da absorbancia a 260nm previamente zerado com o branco (TE). Foi, entao,
diluido em uma concentracdo de 1 para 100 de TE. O célculo da concentracdo em ug/ulL. foi

obtido da seguinte maneira:

Abs (260nm) x 50 O.D. x fator de dilui¢do (100)/ 1000 = pg/uLL

Onde O.D. significa densidade 6tica do DNA de fita dupla. A leitura da proteina é
realizada a 280nm e a relacado DNA/Proteina (Axgo /Azg0) fornece um parametro de avaliagdo da
pureza das preparacOes de dcidos nucléicos, onde a razdo 6tima € entre 1.8-2. Valores inferiores a
1,8 resultam de contaminagdo com proteina; e valores acima de 2 resultam de contamina¢do com

RNA.
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5.4.3.3 Reacido em cadeia da polimerase — PCR

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada segundo Gerard et al (1997), com
modificagdes. Foram empregados aproximadamente 50ng do DNA gendmico por reacdo (Figura
7). O reagente da PCR foi preparado contendo 20pmoles de cada primer que funcionard como
iniciadores da reagdo (primer C: 5'GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT 3%
primer F: 5° AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA 3"). Outro par de primers
que funcionard como controle interno da reacdo (gene da enzima Metileno tetra-hidrofolato
redutase) (Primer MTHFR F: 5° TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3’; Primer MTHFR
R: 5> AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 3’) diluidos em tampao 10x da Taq Platinum (Tris-
HCI 50,25mmol/L, pH 8,8; (NH4),SO4 1M; MgCl, 2mmol/L; BSA 127,5ug/mL); 200umol/l dos
nucleotideos dATP, dTTP, dCTP; 150umol/L. do dGTP; 50umol/l do 7-deaza-2’dGTP,
dimetilsulfoxido a 10% (Quadro 1) e 2,5U de Platinum® Tag DNA polimerase (Invitrogen) no
volume final de 25ul (Quadro 2). Realizou-se um ciclo inicial de 95°C por 10 minutos, seguido
de 33 ciclos de amplifica¢do (95°C, 1 minuto; 64 °C, 1,5 minutos e 72°C, 2 minutos) e extensdo
final de 72°C, 5 minutos (Quadro 3). Do produto da PCR, 12ul foram submetidos a eletroforese
70 volts por aproximadamente 3 horas, em gel de agarose a 2,5% contendo 0,5ug/mL de brometo

de etidio.

Nucleotideos (estoque) | Concentracio por reacio | Volume a pipetar
dATP (100mM) 200 umol/L 8uL
dTTP (100mM) 200 umol/L 8uL
dCTP (100mM) 200 pmol/L SuL
dGTP (100mM) 150 umol/L 6uL
Deaza dGTP (SmM) 50 umol/L 40uL

Quadro 1 - Nucleotideos (AINTP’s) e suas respectivas concentracdes e volume.
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Amostra Controle (-) da reacao

'? .

= J

4uL. H,O milli Q
+ luL DNA
+ 20uL mix com enzima.

‘? y

Ul

SuL H>O milli Q
+ 20uL mix com enzima

Figura 7 — Preparo dos tubos da PCR mostrando as solucdes utilizadas.

Mix Taq Platinum

Reagentes: 1 Reagao
H,O 9.51 uL
DMSO 100% 2,5uL
Tampao 10x 2,5ul
MgCl, 50mM 0,75 uL.
dNTPs (10mM cada) 0,44 uL.
Primer C (20pmoles/uL) 1 uL
Primer F (20pmoles/uL) 1 uL
Primer MTHFR F (20pmoles/uL) 1 uL
Primer MTHFR R (20pmoles/uL) 1 uL
Enzima Taq Platinum (5U/uL) 0.3 uL
TOTAL 20 uL

Quadro 2 - Reacdo MIX utilizada no preparo da PCR.

Temperatura Tempo N° de ciclos
95°C 10 -
95°C I’
64°C 1,5 } 33
72°C 2
72°C 5 -
4°C 00 -

Quadro 3 — Programa dos ciclos da PCR
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5.4.3.4 Aplicacao das amostras da PCR no gel

Devem ser aplicados no primeiro poco do gel de agarose Sul do marcador molecular que
servirda como referéncia para a confirmac¢do das bandas da amostra amplificada. O marcador
utilizado nos géis foi de 100pb, em razdo da banda de interesse ser em torno de 300pb.

Foram aplicados 2ul de tampao de amostra 10x (azul de bromofenol) com 12ul do
produto de PCR em cada pogo do gel de agarose. O tampao de amostra foi usado com dois
propdsitos: a) como agente espessante de alta densidade (glicerol), evitando o refluxo da amostra
de DNA ao ser aplicada no poco do gel; b) como corante permitindo o acompanhamento da
frente de corrida. O azul de bromofenol migra concomitantemente com os fragmentos lineares de
300pb, enquanto xileno cianol migra com a mesma velocidade dos fragmentos lineares de cerca
de 4kb. No caso presente o que melhor se adequou foi o azul de bromofenol, porque o xileno
cianol apresentou uma mancha bem em cima das bandas de interesse. Ja na diluicdo do marcador

molecular foi colocada a mistura dos dois tampdes de amostra.

5.4.3.5 Concentracao do gel de agarose

Os géis foram feitos de agarose a 2,5%. Essa alta concentracdo desempenha importante
papel na resolucdo do fragmento amplificado, em especial nos casos de mulheres heterozigotas
normais, onde € imprescindivel que os dois alelos do cromossomo X fiquem distintos.

A molécula de DNA possui carga negativa em pH neutro ou alcalino e quando € aplicada
ao gel e submetida a um campo elétrico, essa macromolécula migrard em dire¢cdo ao anodo, ou

seja, polo positivo.
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A migracao do DNA e a qualidade do resultado de uma eletroforese sdo afetadas pelo
tamanho da molécula, concentracdo do gel, concentracdo e forca idnica do tampao de corrida e

voltagem aplicada.

5.4.3.6 Registro dos géis

Todos os géis foram fotografados para registro das amostras. Esse procedimento deve ser
realizado rapidamente para que as bandas ndo percam a intensidade da fluorescéncia e a fim de

minimizar o contato com a luz UV do transiluminador, que € altamente mutagénica.

5.4.3.7 Critérios de avaliacdo do Exame Molecular (PCR)

Os resultados obtidos por este método ocorrem de forma indireta, ou seja, a presenca da
mutacdo completa impossibilita a amplificacdo e a conseqiiente observacdo dos alelos FMRI
mutados. Em amostras de individuos do sexo masculino, a amplificagdo do sinal de seu tnico
alelo de aproximadamente 300pb por meio da PCR permite descartar o diagnéstico (sdo
negativos para a SXF), enquanto que a auséncia de amplificacdo o confirma (Pierreti et al.,
1991).

No caso de mulheres, a triagem da SXF pela PCR torna-se dificil por haver a chance
destas serem homozigotas ou heterozigotas. Elas possuem dois cromossomos X, ambos com a
presenca da regido polimérfica CGG do gene FMRI. A analise da PCR de mulheres homozigotas
normais se apresenta com apenas uma banda, onde os dois alelos estdo sobrepostos, pois 0 seu
par de alelos é de igual tamanho (em torno de 300pb). As heterozigotas afetadas com um alelo

normal e o outro alelo expandido (mutado) também apresentam apenas uma banda,
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correspondente ao alelo normal (de aproximadamente 300pb), visto que o alelo mutado nao é
amplificavel. Essas situacdes impossibilitam distinguir, por meio da reacdo da PCR, mulheres
homozigotas normais de heterozigotas com um alelo mutado, ndao amplificavel, tornando o
resultado da PCR, nessas duas condic¢des, inconclusivo. J4 mulheres heterozigotas normais, por
outro lado, permitem a amplificagdo dos seus 2 alelos (2 bandas) de tamanhos diferentes, porém
normais, o que possibilita considera-las negativas a PCR. Entretanto essa freqiiéncia é realmente
muita baixa na populagao.

Vale a pena ressaltar que este método (PCR) é empregado como triagem para a sindrome
do X fragil e que em caso de resultados inconclusivos, deverdo ser confirmados pela técnica de
Southern blot.

Até pouco tempo atrds era necessario confirmar os casos positivos da SXF
(caracterizados pela auséncia de amplificacdo) em individuos do sexo masculino pelo Southern
blot, porque niao ocorrendo amplificacdo do gene FMRI, ndo era possivel determinar se a
auséncia da amplificacdo era realmente caracteristica da SXF ou se era devido a falha na reacao.
Com intuito de evitar essa inseguran¢a no diagndstico e ter que posteriormente confirmé-lo pelo
Southern blot foi utilizado um controle interno na rea¢do da PCR para permitir a amplificacdo de
um fragmento controle, sendo agora possivel identificar a amplificacdo de dois fragmentos (duas
bandas) nos individuos normais, uma correspondendo ao gene FMRI e a outra ao gene do
controle interno, que ndo tem nenhuma correlacio com a SXF. Dessa maneira, nos casos
positivos para SXF ocorrerd apenas a amplificacdo do controle interno, excluindo assim,
possiveis falhas na reacao da PCR (Fu et al., 1991).

Foi utilizado como controle interno da reacdo o gene da enzima Metileno Tetra-Hidro
Folato Redutase (MTHFR), o qual permite a amplificacdo de um fragmento em aproximadamente

200pb, ndo sobrepondo com as bandas de interesse que ficam em torno de 300pb. Esse gene,
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basicamente, estd relacionado a doengas vasculares e cardiacas, em razdo da sua deficiéncia no
processo de metilacdo (Van der Put et al., 1995; Melo et al., 2006).

A PCR representa o melhor método de triagem molecular da mutacio CGG. Seu
emprego permite confirmar resultados obtidos pelas técnicas de imuno-histoquimica e
citogenética. A PCR serd considerada como o método de referéncia na validacdo das técnicas ja
descritas, possibilitando, desta forma, o cdlculo das propriedades estdveis (sensibilidade e
especificidade), dos valores preditivo positivos e negativos e da acuricia (exatidao) do teste do

bulbo de cabelo.
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5.5 Calculo das propriedades estaveis

O célculo das propriedades estdveis (sensibilidade e especificidade), dos valores
preditivos positivos e negativos e da acurdcia das técnicas de imuno-histoquimica e citogenética
nos pacientes do sexo masculino, tendo como padrao-ouro a técnica de PCR, foi obtido segundo

as seguintes férmulas (Pereira, 1995; Soares et al., 1999):

Sensibilidade = (a/a+c) x 100

Especificidade = (d/ b+d) x 100

Valor preditivo positivo = (a/a+b) x 100

Valor preditivo negativo = (d/c+d) x 100
Acuracia (exatiddo): = [(a+d) / (a+b+c+d) x 100

Onde:
a = Verdadeiros positivos
b = Falso-positivos
¢ = Falso-negativos

d = Verdadeiros negativos

Para realizacdo dos célculos do intervalo de confianga (IC95%), foi utilizada a seguinte
féormula (Pereira, 1995):

P+2+p.q/n
Onde:

p = prevaléncia

q=1-p
n =n° da amostra
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6. Resultados
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O nimero amostral correspondeu ao nimero de conveniéncia representado por todos os
pacientes encaminhados ao laboratério com suspeita da SXF. Foi possivel alcancar um niimero
amostral de 121 pacientes que realizaram pelo menos uma técnica de diagndstico para a SXF. A
menor idade observada entre os pacientes do sexo masculino foi de 4 e a maior de 32 anos (média
de 13 anos, mediana de 12 anos) enquanto no sexo feminino a menor idade foi de 8 e a maior de
57 anos (média de 33 anos, mediana de 35 anos). Os pacientes do sexo feminino representaram

51,2% da amostra. Esse aumento se deve a inclusio das maes de afetados na pesquisa (Tabela 2).

Tabela 2 — Freqiiéncias absoluta e relativa da populagdo estudada segundo o sexo, Brasilia, 2006-2007.

Freqiiéncias
Sexo
Absoluta Relativa (%)
Masculino 59 48,8
Feminino 62 51,2
TOTAL 121 100

Dentre os 121 pacientes estudados, 104 realizaram o exame citogenético; 113 o exame
imuno-histoquimico; 119 o exame molecular (PCR). Para controle negativo da reacdo de imuno-

histoquimica foram obtidos 90 individuos normais (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribui¢do da populacdo estudada segundo o sexo e os exames realizados, Brasilia, 2006-2007.

Freqiiéncia Absoluta
Sexo
Controle (-) Citogenética  Imuno-histoquimica  Molecular - PCR
Masculino 58 57 54 57
Feminino 32 47 59 62
Total 90 104 113 119
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6.1 Resultados da Citogenética

Foram diagnosticados pela citogenética 104 casos, onde 57 representaram os individuos
do sexo masculino, desses: 34 apresentaram resultados positivos e 23 foram negativos. J4 as
mulheres representaram 47 casos, onde 27 obtiveram resultados positivos e 20 foram negativos

(Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados da citogenética segundo o sexo, Brasilia, 2006-2007.

Citogenética
SEXO TOTAL
Positivo Negativo
Masculino 34 23 57
Feminino 27 20 47

Os pacientes submetidos ao exame citogenético com técnica de bandamento G
mostraram-se 58,6% positivos para SXF (61/104). A tabela 5 relaciona a freqiiéncia de células
que expressam o sitio fragil nos casos analisados como positivos: nos 34 homens, a menor
expressdo do sitio fragil detectada foi 3% enquanto a maior foi de 36%; ja nas 27 mulheres, o
nivel de expressdo variou de 5,4% a 37,1%. Porém, houve duas pacientes que apresentaram 2% e
2,8% de FRAXA. Estas foram retiradas da amostra de pacientes positivas, devido ao baixo
percentual encontrado sendo, portanto, consideradas negativas para SXF. Conseqiientemente, a
menor percentagem observada passou a ser 5,4% de FRAXA. Freqiiéncias inferiores a 10%
ocorreram em 32,3% dos homens e 26% das mulheres, enquanto freqiiéncias superiores ou iguais

a 10% ocorreram em 67,7% dos homens e 74% das mulheres.
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Tabela 5 — Portadores da SXF com a menor e maior percentagem de células que expressaram o sitio
fragil, juntamente com a freqiiéncia de <10% ou >10% que ocorreram nos individuos

afetados, Brasilia, 2006-2007.

Expressdo do sitio fragil  Freqiiéncias
SEXO
Menor Maior <10% >10%
Masculino 3% 36% 32,3 67,7
Feminino 5.4% 37,1% 74

A visualiza¢do se d4 como uma constri¢do pouco corada em uma ou ambas as cromatides

de um cromossomo metafdsico, préximo a extremidade do braco longo do cromossomo X

conforme indicado na figura 8.
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Figura 8 — Visualizacdo do sitio fragil numa metafase obtida de cultura de linfécitos. Fonte: Laboratério

de Genética Clinica — Faculdade de Medicina (UnB), Brasilia, 2006-2007.
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6.2 A prevaléncia de polimorfismos entre os pacientes suspeitos da SXF

Entre as alteragdes cromossOmicas encontradas pela andlise citogenética de bandamento
G, foram observadas 1,9% de polimorfismos nos pacientes suspeitos da SXF. Foram detectados
dois tipos de polimorfismos cromossdmicos (2/104) com os seguintes resultados: 46,XY,9qh+;
46,Y ,fra(X)(q27.3),16gh+.

Em relagdo ao aumento da heterocromatina observada nos cromossomos 9 e 16, foram
encontradas em dois individuos do sexo masculino. Nos dois casos as técnicas de imuno-
histoquimica e PCR foram negativas, porém no segundo (16gh+), ainda foi observada fragilidade

cromossomica em 3% das células analisadas.

6.3 Resultados da Imuno-histoquimica

Ap6s o consentimento informado, os bulbos de cabelo foram coletados de 113 pacientes
(54 homens e 59 mulheres), e de 90 individuos sadios (58 homens e 32 mulheres) que foram
usados como grupo controle.

Nos 54 pacientes do sexo masculino analisados pela imuno-histoquimica, foram
observados 17 resultados positivos, 28 resultados negativos, nove resultados inconclusivos.
Como j4 descrito anteriormente, o ponto de corte estabelecido pela expressao da proteina FMRP
para individuos normais foi de 75-100%, enquanto os individuos afetados apresentaram auséncia
ou baixa expressao da proteina FMRP ficando em torno de 0-6,2% de expressdo. Entretanto, ndo
foi possivel classificar alguns pacientes nas categorias acima, sendo os resultados que variaram
de 28-70% de expressdo da FMRP considerados inconclusivos. Em relacdo as 59 mulheres,
foram analisados sete resultados positivos, 27 resultados negativos e 25 resultados inconclusivos.

Porém nas mulheres os resultados positivos considerados variaram de 0-22% de expressdo da
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proteina FMRP, enquanto nos resultados inconclusivos, a variagdo observada foi de 30-74% de

expressao da proteina FMRP (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados da imuno-histoquimica segundo o sexo, Brasilia, 2006-2007.

Imuno-histoquimica

SEXO TOTAL
Positivo Negativo Inconclusivo
Masculino 17 28 9 54
Feminino 7 27 25 59

Em individuos normais a presenca da proteina FMRP resultard em coloracao
avermelhada no bulbo de cabelo. Os afetados, por nao possuirem a proteina FMRP, apresentarao

cor esbranqui¢ada no bulbo de cabelo (Figura 9).

Figura 9 — Expressdo da proteina FMRP em bulbo de cabelo por meio da técnica de fosfatase alcalina indireta.
Imagem A — corresponde a um individuo controle (alta expressao da proteina FMRP); Imagem B -
representa um individuo afetado (auséncia da expressdo). Fonte: Laboratério de Imunopatologia —
Faculdade de Medicina (UnB), Brasilia, 2006-2007.
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6.4 Resultados da PCR

Dentre 119 amostras de DNA analisadas pela PCR, foram detectados 20 resultados
positivos (16,8%), 40 negativos (33,6%) e 59 inconclusivos (49,6%). Estas 59 amostras
inconclusivas foram provenientes de pacientes do sexo feminino. As demais amostras de

pacientes do sexo feminino (3/62) mostraram-se heterozigotas normais (Tabela 7).

Tabela 7 — Resultados da PCR segundo o sexo, Brasilia, 2006-2007.

PCR
SEXO TOTAL
Positivo Negativo Inconclusivo
Masculino 20 37 - 57
Feminino - 3 59 62

Os resultados obtidos das amostras de DNA de 14 individuos pela reagao da PCR estdo
apresentados na figura 10. E possivel verificar que de oito amostras de individuos do sexo
feminino, apenas duas apresentaram amplificacdo de dois alelos. Esta informacdo permite
consideré-las heterozigotas normais. No entanto, as outras seis amostras do sexo feminino foram
consideradas inconclusivas por apresentarem apenas uma amplificacdo. No caso dos seis
individuos do sexo masculino, trés foram negativos para a SXF enquanto os outros trés foram

positivos pela auséncia da amplificacao.
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Figura 10 — Gel de agarose a 2,5%, contendo produtos da PCR. A esquerda observa-se um marcador de peso
molecular (100pb). As colunas 1,2 e 3 correspondem a um homem normal (apenas 1 alelo); as colunas
4.5 e 6 representam homens afetados (auséncia de amplificag@o); colunas 7 e 8 mulheres heterozigotas
normais (dois alelos amplificados); colunas 9, 10, 11, 12, 13 e 14 mulher com resultado inconclusivo
(homozigota ou heterozigota com um alelo mutado); e coluna 15 representa o controle negativo. A
banda de 200bp corresponde ao controle interno da reacdo. Fonte: amostras de DNA dos pacientes
submetidos ao exame molecular (PCR), Laboratério de Citogenética — Hospital de Apoio (HAB),
Brasilia, 2007.

6.5 Comparacao entre os resultados das técnicas de imuno-histoquimica e PCR em

pacientes suspeitos da SXF

Dos 52 pacientes do sexo masculino, em comum, que realizaram os exames imuno-
histoquimico e molecular (PCR), 19 pacientes apresentaram resultado positivo para SXF, pelo
exame molecular (PCR). O gréfico 1 representa em azul o nivel de expressdo da proteina FMRP
nos individuos que foram negativos pela PCR (28,6-100%) e em vermelho estdo representados os
pacientes portadores da SXF (0-6,2% de expressdao FMRP). Todos os controles (90 individuos) se

situaram acima da linha que representa 75% de expressdo da proteina FMRP. Foi possivel
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observar que a imuno-histoquimica corroborou em 16 casos, mostrando que ndo havia
praticamente nenhuma expressao da proteina FMRP.

Em trés pacientes verificou-se alta expressdo da proteina FMRP nos bulbos de cabelo
analisados, revelando respectivamente 90,2%, 100% e 100% sendo, portanto, considerados
normais (falsamente-negativos) pela imuno-histoquimica e afetados pela técnica da PCR. Estas
trés amostras foram posteriormente repetidas e seus resultados confirmados. A analise
citogenética destas mesmas amostras revelou respectivamente uma percentagem de 6,1%, 5,4% e

10% de células com fragilidade cromossdmica, valor considerado significativo.

Comparagdo entre os resultados de imuno-histoquimica e

PCR em homens

~
(6]

[6)]
o

% Expressdo FMRP
N
(6]

;

0 5 10 15 20 25 30 35
N° de individuos

* PCR(-) ® PCR (+)

Griéfico 1 — Comparagdo entre os resultados das técnicas de imuno-histoquimica e PCR, em individuos
do sexo masculino suspeitos da SXF, Brasilia, 2006-2007.

6.6 Comparacao entre os resultados das técnicas de citogenética e PCR em pacientes
suspeitos da SXF

Nos 59 pacientes do sexo masculino, somente 55 realizaram a andlise citogenética e a

técnica da PCR. Dezenove pacientes foram concordantes quanto a resultados positivos e 22
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pacientes quanto a resultados negativos para a SXF por ambas as técnicas. Quatorze pacientes
foram discordantes, apresentando resultados positivos pela citogenética, porém negativos pela
PCR. Quatro pacientes que ndo realizaram um dos exames descritos, sendo conseqiientemente
desconsiderados na comparagdo entre os resultados. Portanto, foi possivel constatar que a
fragilidade cromossdmica observada nos casos suspeitos da SXF nem sempre correspondeu ao
sitio fragil em nivel de Xq27.3, como pode ser observado no grafico 2 ao se compararem 0s

resultados obtidos pela citogenética e PCR.

Comparagdo entre os resultados da citogenética e PCR em homens

”s o0 & citogenética/PCR (-)
E Citogenética/PCR (+)
201 @ Citogenética (+)/PCR (-)
I 15 O Citogenética(-)/PCR(+)
10
5
0.

Griéfico 2 — Comparacdo entre a freqiiéncia relativa dos resultados da citogenética e PCR em homens
suspeitos da SXF, Brasilia, 2006-2007.

6.7 Comparacao entre as técnicas de citogenética, imuno-histoquimica e PCR em pacientes

do sexo feminino suspeitos da SXF

Dos 46 pacientes do sexo feminino, em comum, que realizaram os exames: citogenético,
imuno-histoquimico e molecular (PCR), 27 pacientes apresentaram resultado positivo para SXF,
pela andlise citogenética, 6 foram positivos pela imuno-histoquimica, enquanto nenhum paciente

foi seguramente positivo pelo exame molecular (PCR). O grifico 3 representa os diferentes
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resultados obtidos. Foi possivel observar que a imuno-histoquimica quando comparada a
citogenética corroborou em 3 casos positivos, 7 casos negativos e o Unico caso negativo pela
PCR foi negativo para as outras duas técnicas citogenética e imuno-histoquimica.

A citogenética foi a melhor técnica entre as realizadas para SXF para mulheres, com
maior sensibilidade que as demais. A PCR foi a que obteve maior nimero de resultados

inconclusivos, mostrando-se insatisfatéria para triagem da SXF no sexo feminino.

Comparacdo entre as trés técnicas de diagnéstico realizadas para SXF em mulheres
50 45
401 O Positivo
304 = @ Negativo
19 22 18 O Inconclusivo
20+
10+ 0 €
o 1
O,
Citogenética Imuno-histoquimica PCR

Griéfico 3 — Comparagdo entre a freqiiéncia absoluta dos resultados obtidos pelas técnicas de citogenética,
imuno-histoquimica e PCR em mulheres suspeitas da SXF, Brasilia, 2006-2007.

6.8 Propriedades estaveis da imuno-histoquimica

Para efeito dos célculos das propriedades estdveis, os casos inconclusivos pela técnica
imuno-histoquimica (9/54) foram considerados negativos. Da comparagdo com os resultados
obtidos pela técnica de PCR utilizando apenas pacientes do sexo masculino, foram obtidos os

resultados abaixo (Tabela 8):
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Sensibilidade = 84,2% (IC 95% = 68 a 100)
Especificidade = 100%

Valor preditivo positivo = 100%

Valor preditivo negativo = 91,7% (IC 95% = 83 a 100)

Acuricia (exatidao): = 94,2%

PCR
Imuno-histoquimica Positivo Negativo Total
Positivo 16 (a) - (b) 16
Negativo 3(c) 33 (d) 36
Total 19 33 52

Tabela 8§ — Resultados das andlises de imuno-histoquimica e PCR de pacientes do sexo masculino
suspeitos da SXF, Brasilia, 2006-2007.

6.9 Propriedades estaveis da citogenética

Para efeito de cdlculo das propriedades estdveis da citogenética construiu-se a tabela 9,

utilizando apenas pacientes do sexo masculino:

Sensibilidade = 100%

Especificidade = 61,1% (IC 95% =45 a 77)

Valor preditivo positivo = 57,6% (IC 95% =41 a 75)
Valor preditivo negativo = 100%

Acuracia (exatidao): = 74,5%
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PCR

Citogenética Positivo Negativo Total
Positivo 19 (a) 14 (b) 33
Negativo -(0) 22 (d) 22

Total 19 36 55

Tabela 9 — Resultados das andlises citogenética e PCR de pacientes do sexo masculino
suspeitos da SXF, Brasilia, 2006-2007.

Analisando simultaneamente a percentagem dos valores obtidos com as propriedades

estdveis entre as duas técnicas imuno-histoquimica e citogenética, construiu-se o grafico 4 para

representar o resultado de cada técnica realizada.

Propriedades estdvéis entre técnicas de imuno-histoquimica e citogenética

O Imuno-histoquimica

I
84,2
sensibilidace [ ] 00
@ Citogenética

100

Especificidade 61,1

- - ] 100
e T
91,7
e e e 0
94,2

Acurdcia (exatiddo): 745

Fregqiiéncias %

Grifico 4 — Valores referentes as propriedades estdveis obtidos pela comparacdo das técnicas de
imuno-histoquimica/PCR e citogenética/ PCR em homens suspeitos da SXF, Brasilia,

2006-2007.
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7. Discussao
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Sendo a sindrome do X fragil (SXF) a mais comum causa de retardo mental hereditario ha
interesse em uma técnica de facil aplicabilidade e segura para o diagndstico de portadores.
Apesar dos avancos obtidos na drea da biologia molecular, durante as ultimas décadas, que
permitem um diagndstico preciso e eficiente, observa-se que a SXF ainda € sub-diagnosticada,
até mesmo em paises em que o servico de genética € amplamente difundido.

Em paises como o Brasil torna-se impossivel acompanhar a aceleracdo imposta pela
répida expansdo tecnoldgica e diversificagdo dos meios de diagndstico. Perpetua-se, em
conseqiiéncia, o uso de técnicas ja tradicionais que no caso da SXF baseiam-se, principalmente,
na identificagdo do FRAXA no cromossomo X pela técnica citogenética.

No presente estudo o objetivo principal foi o de avaliar a eficdcia da técnica de imuno-
histoquimica em bulbos de cabelo como método alternativo de diagndstico em pacientes
suspeitos de serem portadores da SXF e, secundariamente, o de comparar seus resultados com os
obtidos com a andlise citogenética e com a técnica de PCR.

A técnica de imuno-histoquimica, alvo do presente trabalho, apresenta vantagens e
desvantagens quando comparada a outras técnicas utilizadas no rastreamento e diagndstico de
portadores da SXF. Dentre as vantagens podem ser citadas: (a) a facilidade da colheita de
amostras de bulbo de cabelo e o fato destas poderem facilmente ser enviadas, via postal a centros
de referéncia; (b) ser bem menos invasiva do que a colheita de amostras de sangue; (c) ser uma
técnica mais barata, rapida em seu processamento e andlise; (d) utilizar materiais e equipamentos
de facil obtenc¢do, geralmente presentes na maioria dos laboratdrios; (e) o fato de seu baixo custo
permitir estudos de rastreamento mais extensivos permitindo a identificacdo de novos casos da
afeccdo que € ainda sub-diagndsticada em nosso meio. Dentre as desvantagens podem-se citar:
(a) ser técnica subjetiva, dependente de interpretacdo do observador, quando comparada a técnica

de PCR; (b) ser dificil, em raras ocasides, a obten¢cdo de bulbos de boa qualidade que permitam
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andlise confidvel; (c) o fato de, apesar de ser mais especifica que a técnica citogenética perde em
sensibilidade e especificidade para a técnica da PCR.

A técnica de imuno-histoquimica no bulbo de cabelo nao € nova, tendo sido
frequentemente utilizada, desde a década de 70, principalmente na identificacio de doencgas
ligadas ao cromossomo X, tais como a sindrome de Lesch-Nyhan, a deficiéncia de glucose-6-
fosfato desidrogenase e a doenca de Fabry (Gartler et al., 1969, 1971; Vermorken et al., 1978).

Os primeiros autores a avaliar a técnica de imuno-histoquimica em bulbo de cabelo para o
diagnostico da SXF foram Willemsen er al (1999). Estes autores estudaram trinta e quatro
pacientes SXF mentalmente retardados (22 homens e 12 mulheres) e 15 pacientes mentalmente
retardados, mas sem as caracteristicas da SXF excluidos desse diagndstico por andlise de DNA e
130 individuos normais como controle (homens e mulheres). No estudo nio ficou evidenciada
sobreposicdo na expressao da FMRP no bulbo de cabelo entre individuos controles e os pacientes
SXF testados. O padrao de expressao da FMRP de individuos retardados, mas nao portadores da
SXF mostrou-se normal nas 15 pessoas. Mulheres portadoras da mutagdo completa e alguma
deficiéncia mental mostraram expressdo (<55%) de FMRP nos bulbos. Também no caso das
mulheres nao foi observada sobreposi¢cao na percentagem de expressdao da FMRP nos bulbos de
cabelo entre individuos controles e pacientes com SXF (Willemsen et al.,1999).

No presente trabalho, individuos normais utilizados como controle negativo da técnica de
imuno-histoquimica, apresentaram alta expressdo da proteina FMRP em bulbos de cabelo
analisados, visto que os pacientes afetados pela SXF, ndo apresentaram praticamente nenhuma
expressdo na maioria dos bulbos, tabela 6 (p.64) e grafico 1 (p.67). Foi possivel demonstrar que a
técnica de imuno-histoquimica apresentou bom poder de diagndstico nos individuos do sexo
masculino. A maioria dos bulbos de cabelo de homens afetados pela SXF, confirmados por meio

do exame molecular (PCR), foi destituido da proteina FMRP. De acordo com os resultados
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obtidos por Willemsen et al (1999) em estudo com 22 individuos afetados, a maior percentagem
encontrada foi de 33% de expressdo da proteina FMRP nos bulbos de cabelo, enquanto nos
resultados deste estudo, a maior percentagem encontrada no grupo de afetados foi de 6,2% de
expressdo da proteina FMRP, visto que para os individuos normais (controles) a menor
percentagem obtida foi de 75% . Logo, pode-se referir que o teste do bulbo de cabelo permitiu a
identificacdo segura, quase absoluta nos pacientes do sexo masculino suspeitos da SXF. Nossos
resultados sdo concordantes com o estudo de Willemsen et al (1999) onde os resultados obtidos
ndo apresentaram nenhuma sobreposicdo da expressdo da proteina FMRP entre controles e
pacientes afetados pela SXF sugerindo um bom poder discriminatério do teste de imuno-
histoquimica tanto para os homens afetados como para os controles. Somente trés pacientes dos
19 afetados, diagnosticados pela PCR, apresentaram alta expressdo da proteina FMRP, gréfico 1
(p.67), sendo conseqiientemente discordantes do resultado obtido pela técnica de imuno-
histoquimica quando comparados a PCR e a citogenética.

Estes trés pacientes apresentaram resultados negativos para SXF pela técnica de imuno-
histoquimica com mais de 90,2% de expressdao da proteina FMRP, porém pela PCR foi possivel
observar que se tratava de individuos afetados, ou seja, nestes casos a imuno-histoquimica
mostrou-se falsamente-negativa. Correlacionando estes resultados com o exame citogenético, foi
possivel verificar fragilidade cromossomica acima de 5,4%, freqiiéncia esta bem significativa.
Esta diferenca nos resultados foi de interesse desde que mesmo a repeti¢ao da técnica de imuno-
histoquimica com novas amostras de bulbo de cabelo revelou resultados idénticos aos
anteriormente obtidos. Nao foi possivel encontrar uma explicacdo exata para esta discrepancia,
mas possiveis hipoteses levantadas para explicar estes resultados seriam:

(a) a expansao CGG herdada seria proveniente de um mosaicismo e que por instabilidade

somadtica resultaria em perda de cdpias das repeticoes CGG, gerando fragmentos menores (pré-
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mutados). De acordo com Thompson & Thompson (2002) o alto grau de instabilidade mitética
pode resultar em maior variabilidade nos nimeros de repeticdes encontrados entre células do
mesmo tecido e entre tecidos somaticos diferentes em um mesmo individuo;

(b) os resultados seriam conseqiientes a um “splicing” alternativo, onde as proteinas
reguladoras do splicing seriam produzidas de formas diferentes em tecidos e tipos de células
diversas, em estagios variados do desenvolvimento do mesmo tecido (Gil Ast, 2004).

(c) a improvavel possibilidade de o resultado obtido ser decorrente de delecdo total ou
parcial do gene FMRI, como descritos por Quan et al (1995) e Gronskov et al (1997), fica
descartada, pois se houvesse delecio do gene FMRI nao haveria producdo de FMRP e
conseqiientemente os bulbos de cabelo estariam destituidos da FMRP. No entanto, o que se
verificou foi uma elevada expressao de FMRP nos bulbos de cabelo analisados.

(d) estes resultados poderiam ser ainda conseqiientes a um erro técnico (fixagao,
permeabilizacdo e imuno-incubagdo), esta hipdtese é a menos aceitavel, por ter sido a técnica
repetida com novas amostras de bulbo de cabelo e também por ter sido observada alta expressao
da FMRP. Em caso contrdrio, ou seja, o de uma baixa expressaio da FMRP poderia ser
considerado fortemente sugestivo de falha técnica ou de baixa qualidade do bulbo de cabelo.

Nos 16 pacientes que se mostraram positivos por ambas as técnicas (imuno-histoquimica
e PCR), como pode ser observado no griafico 1 (p.67), a técnica de citogenética revelou
fragilidade cromossdmica em todos, com uma freqii€éncia variando entre 3,7 e 36%. Nossos dados
foram concordantes com os de Staley et al (1993), que verificaram tendéncia a alta expressao
citogenética do FRAXA em homens com a mutacdo completa. A expressdo citologica do
FRAXA ¢ sem duvida influenciada pela extensdo das repeticoes CGG, quanto maior o tamanho
da expansdo, maior serd a freqii€ncia do sitio fragil observado em cultura (Yu et al., 1992; Staley

et al., 1993).
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De acordo com os resultados apresentados no gréafico 2 (p.68), onde se comparam os
resultados obtidos pela citogenética com os da PCR, pode ser observado valor discordante entre
os resultados positivos pela citogenética (14/55), porém negativos pela PCR. Por essa razao, os
dados encontrados nos levam a acreditar que a fragilidade verificada seja proveniente de outros
sitios frageis muito proximos ao FRAXA, como por exemplo, o FRAXE e o FRAXF. O sitio
fragil FRAXE situado a 600Kb de distancia do FRAXA €, indistinguivel, do ponto de vista
citogenético, do FRAXA sendo sua identificacdo somente possivel por meio da andlise molecular
(Sutherland et al., 1993).

Embora a mutagdo do FRAXE seja considerada rara, Brown et al (1996) estimando-se
aproximadamente 1/50.000 homens, ainda assim é considerada como sub-diagnosticada, devido
ao fato do fendtipo desses individuos ser geralmente menos chamativo do que os pacientes
afetados pela SXF. Conseqiientemente, individuos positivos para 0 FRAXE nao estariam sendo
testados normalmente. Por estas razdes, para definir a real incidéncia da mutacdo do gene FMR2
seria necessario a realizagdo rotineira do rastreamento do FRAXE em pacientes com retardo
mental diagnosticados como SXF (Santos et al., 2001).

Nossa amostra apresentou concordancia quase absoluta entre os resultados da andlise das
técnicas de imuno-histoquimica, citogenética e PCR em homens afetados e ndo afetados pela
SXF, se considerarmos os resultados inconclusivos pela imuno-histoquimica como negativos.
Excecdo deverd ser considerada dos trés casos que foram positivos pela PCR, porém negativos
pela imuno-histoquimica. E dos 14 casos que foram positivos pela citogenética, porém negativos
pela PCR, sendo que neste dltimo caso € provavel tratar-se da presenca de outro sitio fragil que

nio o FRAXA (FRAXE);
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Dois pacientes, do sexo masculino, diagnosticados como portadores da SXF pela anélise
citogenética apresentaram resultados inconclusivos pela técnica de imuno-histoquimica, o que
revela niveis intermedidrios de expressio da FMRP sendo, no entanto, considerados negativos
pela PCR. Estes dois resultados inconclusivos poderiam ser conseqiientes a casos de mosaicismo.
Quando a expansao CGG € muito grande se torna instdvel podendo levar a ocorréncia de quebras
de diversos tamanhos das expansdes em diferentes células constituindo um mosaicismo
(Mingroni-Netto, 1995). O mosaicismo explicaria os dados obtidos, pois estes pacientes
poderiam apresentar desde células com a pré-mutacdo até células com mutacdo completa,
mostrando niveis intermedidrios de expressao FMRP.

No nosso caso, os resultados inconclusivos obtidos pela imuno-histoquimica mostraram
niveis maiores de expressio da FMRP respectivamente (60% e 64,3%), sendo, além disso,
negativos quando submetidos ao padrao-ouro de diagnéstico (PCR). Estes resultados nao foram
concordantes com os achados de Willemsen et al (1999), que observaram mosaicismo em 10 dos
22 pacientes afetados, com baixa expressao da proteina FMRP (< 30%) nos bulbos analisados.

Em relacdo aos sete casos restantes que apresentaram resultados inconclusivos, todos
foram negativos pela PCR e citogenética. Logo, podemos sugerir que o resultado inconclusivo
observado neste trabalho seja proveniente provavelmente da méa qualidade dos bulbos analisados,
em razdo da significante expressao (média de 52,8%) encontrada.

As mulheres t€ém duas populac¢des de células, nas quais um ou o outro cromossomo X é o
ativo, ou seja, elas s@o mosaicos com relacdo aos seus genes ligados ao X (Thompson &
Thompson, 2002). Além disso, tem sido sugerido por Willemsen et al (2003) que o teste do bulbo
de cabelo poderia ter um valor preditivo para funcionalidade mental em mulheres portadoras da
mutagdo completa porque, como acontece com o tecido cerebral, os bulbos de cabelo t€ém

também uma origem ectodérmica na embriogénese. Assim, parte da inativacdo do cromossomo X
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nos bulbos de cabelo pode indicar o modelo de inativagdo do X no cérebro e este caminho
refletiria o nimero de neurdnios que expressam a proteina FMRP.

O XIST, gene responsavel pela iniciagao da inativagdo do cromossomo X, ndo é capaz de
manter este processo nas linhagens celulares somdticas subseqiientes. E preciso que mecanismos
especificos de manutengcdo permanecam nos descendentes clonais celulares; A metilacdo € o
mecanismo mais freqiiente para a manutencao da inativacdo (Jorde et al., 1996).

Em relacdo as mulheres, estas obtiveram a maior freqiiéncia (42,4%) de resultados
inconclusivos (25/59) quando comparadas ao sexo masculino, tabela 6 (p.64). Isto pode ser
explicado pela inativagdo do cromossomo X, que € um processo determinado aleatoriamente, mas
que se mantém nos tecidos. A partir do momento em que um dos cromossomos X € inativado,
todos os descendentes clonais daquela célula apresentardo o mesmo X inativo (Thompson &
Thompson, 2002).

Nossos resultados sdo concordantes com os de Willemsen et al (1999), que nao
evidenciaram sobreposi¢ao na expressao da FMRP no bulbo de cabelo entre individuos controles
e mulheres suspeitas da SXF. As mulheres confirmadas como portadoras da mutagdo completa e
alguma deficiéncia mental mostraram uma expressao da proteina FMRP (<55%) nos bulbos. No
presente estudo, embora ndo tivéssemos como confirmar a presenga da mutacdo completa nas
mulheres portadoras fizemos uma analogia ao analisar como se comportaria a técnica de imuno-
histoquimica quando aplicada a maes de individuos afetados do sexo masculino. Realizamos esta
andlise nas maes dos 20 pacientes do sexo masculino, diagnosticados pela PCR como positivos
para SXF. De 15 maes de 20 pacientes que realizaram o exame foram excluidos quatro pacientes
cujas maes nio puderam ser contatadas (ou por serem adotados ou pelo fato da mae nado residir
mais com eles). A mae de dois filhos afetados s foi citada uma vez. Oito méaes manifestaram alta

expressdo FMRP, sendo, entdo, consideradas negativas para SXF, seis maes obtiveram resultados
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inconclusivos, e somente uma mae apresentou baixa expressdo da proteina FMRP (11,1%),
caracteristico de afetada. Possiveis hipdteses foram levantadas para explicar os resultados
negativos das maes de afetados pela imuno-histoquimica (portadoras heterozigotas afetadas):

a) o modelo de inativagdo do cromossomo X no ectoderma durante o desenvolvimento
precoce teria padroes similares a inativacdo do cromossomo X no cérebro e nos bulbos de cabelo
(Willemsen et al., 2003), ou seja, inativagdo do X pelas técnicas que utilizam células sanguineas
(citogenética e PCR) pode ndo ser similar a inativacdo do cromossomo X nos neuronios do
cérebro e pela técnica do bulbo de cabelo.

b) Segundo Carrel & Willard, 2005, cerca de 15% dos genes do cromossomo X inativo
escapam a inativagdo e expressam-se tanto pelo cromossomo X ativo, como pelo inativo. As
maes podem ter escapado a inativa¢do do cromossomo afetado nas células do bulbo de cabelo.

¢) a inativagdo do cromossomo X € bastante estdvel, porém, em casos raros pode haver
desvio no sentido de um tipo preferencial de inativa¢do: a) Lyonizagdo seletiva — inativacdo
ocorre preferencialmente no X onde ha defeito, permitindo a selecdo de X ativos sem mutagdo e
tendo, portanto, um efeito benéfico; b) Lyonizacdo negativa — neste caso também hd uma
mutacdo presente em um dos cromossomos X, mas hd uma inativacdo preferencial do
cromossomo X normal, permanecendo o X mutado na maioria dos cromossomos X ativos
(Thompson & Thompson, 2002). Logo, o resultado negativo para SXF obtido em maes de
pacientes afetados possivelmente fosse conseqiiente a Lyonizagdo seletiva nas células do bulbo
de cabelo resultando em células normais, ou ainda, que as células sanguineas tenham sido
originadas pela Lyonizacdo negativa, levando a inativagdo preferencial do cromossomo X nao
portador da mutacdo e conseqiientemente a um resultado positivo somente nas técnicas de

citogenética e PCR.
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A andlise citogenética nas 14 maes de pacientes afetados revela cinco maes com
resultados negativos, nove maes positivas para SXF. Nas nove maes que apresentaram
positividade pela citogenética, a fragilidade cromossomica observada variou de 9,1 a 21,4%,
sendo, portanto, uma percentagem significativa.

O resultado do exame molecular (PCR) realizado nas 15 mées de individuos afetados foi
inconclusivo para a SXF e, conseqiientemente, precisaria ser confirmado pelo método de
Southern blot, pois nossos resultados revelaram amplificacdo de apenas um alelo FMRI, nao
sendo possivel distinguir por meio da PCR se: (a) a banda unica correspondia a dois alelos
sobrepostos, no caso de uma homozigota normal, sendo o seu par de alelos de igual tamanho (em
torno de 300pb) ou (b) se teria havido amplificacdio de apenas um dos alelos (de
aproximadamente 300pb), tendo o outro alelo sofrido mutagdo tratando-se, portanto, de uma
heterozigota afetada (Dantas, 2001). Essa segunda hipétese poderia ser considerada significativa
em caso de maes portadoras, ao considerarmos que estas maes seriam heterozigotas afetadas.

As discrepancias entre os métodos de diagndstico realizados nas maes dos individuos
afetados pela SXF sao nitidas. Os métodos ndo permitem resultado seguro ao testarmos mulheres
normais, mulheres portadoras da pré-muta¢do ou mulheres afetadas. Como realmente ndo temos a
certeza de que aquelas 15 maes seriam afetadas, desde que poderiam ser consideradas como
apenas portadoras da pré-mutacdo, podendo seus filhos ter conseqiientemente evoluido para
mutacdo completa, teremos somente uma mae positiva pela imuno-histoquimica e nove positivas
pela citogenética para SXF. Mesmo assim, os resultados ndo coincidem. L.ogo, as comparagdes
realizadas ndo permitiram um resultado significativo entre as trés técnicas de diagnostico. Apesar
de o resultado molecular ter sido inconclusivo em praticamente todas as mulheres (com excec¢do
de trés) se acreditarmos que aquelas 15 maes de pacientes afetados eram realmente heterozigotas

afetadas, serd o unico método com resultados concordantes com o esperado. Porém o mesmo
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raciocinio nao se aplica as mulheres com suspeita da SXF que apresentaram resultados
inconclusivos porque com excecdo das trés pacientes heterozigotas normais, o restante da
amostra, composta por 59 mulheres, mostrou resultados inconclusivos, o que permite deduzir
que, em se tratando de mulheres, tanto a PCR, como a imuno-histoquimica nao sdo métodos
eficazes, sendo a citogenética a técnica de escolha.

Dentre as 62 mulheres inicialmente analisadas, identificamos apenas trés mulheres
heterozigotas normais para SXF por meio do exame molecular (PCR). Duas destas mulheres
apresentaram resultado inconclusivo pela imuno-histoquimica, e a outra apresentou resultado
negativo pela imuno-histoquimica. Nos trés casos nao foi realizado exame citogenético. Os dois
filhos de duas das mulheres (a terceira nao tinha filho) foram ambos negativos pela técnica de
PCR. No entanto, pela citogenética um paciente apresentou resultado positivo com 10,8% de
fragilidade cromossdmica, o outro resultado negativo.

Nao detectamos correlacao significativa entre os resultados obtidos pelas trés técnicas em
se tratando de mulheres, como apresentadas nas tabelas 4, 6 ¢ 7 (p.61, 64 e 65). Acreditamos que
mais estudos e amostras maiores serdo necessarios para esclarecer a influéncia do efeito da
inativacao de um cromossomo X nos exames aplicados.

E possivel supor que a maior dificuldade em evidenciar correlacdo significativa no caso
das mulheres seria devido a um efeito da inativacdo do cromossomo X sobre a expressdo da
proteina FMRP nas amostras de bulbos de cabelo, assim como a expressdo do FRAXA em
cultura de linfécitos. Contudo, ha evidéncias na literatura de que coeficientes de correlagdo sdao
praticamente idénticos entre o tamanho das repeticdes CGG e a freqiiéncia do FRAXA em caso
de homens e de mulheres, o que fala contra uma influéncia da inativagdo (Mingroni Netto et al.,

1994; Yu et al.,1992).
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Os dados apresentados nas tabelas 4, 6, 7 (p.61, 64 e 65) mostram claramente que as
mulheres portadoras da pré-mutacdo e da mutagdo completa ndo podem ser distinguidas com
seguranca das ndo portadoras por meio das técnicas de imuno-histoquimica, citogenética e PCR.
De todas essas trés técnicas citadas, a que melhor se aplicou a mulheres foi a citogenética, onde
foi verificado que nove maes daqueles individuos afetados que realizaram o exame citogenético
apresentaram positividade para o FRAXA, sendo a menor freqii€ncia observada de 9,1% e a
maior de 21,4%. A maioria das mulheres com a pré-mutagdo, descritas na literatura, é negativa
para SXF pela andlise citogenética (Rousseau et al., 1991; Yu et al., 1992). No presente estudo,
as menores freqii€ncias encontradas do FRAXA foram: 2%, 2,8% e 5,4%. No entanto,
freqiiéncias entre 2 e 2,8% foram excluidas das amostras positivas para SXF, ficando em 5,4% a
menor percentagem encontrada do FRAXA. Comparando estes casos com o resultado imuno-
histoquimico podemos classificar respectivamente as mulheres em afetadas, inconclusivas e
normais. Mesmo ao se compararem as maiores freqiiéncias de fragilidade cromossdmica
encontradas, que foram de 30,7% e 34,1% nao foi possivel obter correlagdo significativa com a
técnica de imuno-histoquimica que nestes casos mostrou-se respectivamente normal e
inconclusiva.

Outros estudos precisam ser executados para melhor diagnéstico das mulheres normais,
pré-mutadas e afetadas. Aparentemente, o modelo de inativacdo do cromossomo X pelas técnicas
que utilizam sangue ndo € similar a inativacdo do cromossomo X nos neur6nios do cérebro pela
técnica do bulbo de cabelo. Os bulbos de cabelo devem apresentar um valor preditivo da
capacidade intelectual das mulheres com a mutacdo completa, porque sdo originados da mesma
maneira que o tecido cerebral, do ectoderma, durante o desenvolvimento embriondrio. E provavel

que o modelo de inativa¢do do cromossomo X dentro do ectoderma durante o desenvolvimento
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precoce causard padrdes similares da inativagdo do cromossomo X no cérebro e nos bulbos de
cabelo (Willemsen et al., 2003).

Com base nestes dados, a técnica de imuno-histoquimica ndo seria adequada para
diagnostico de mulheres afetadas ou portadoras da pré-mutacao devido a grande possibilidade de
resultados falsamente negativos, mesmo com grande nimero de bulbos analisados. A técnica
preferencial para o diagndstico em mulheres continua sendo o Southern blot, porém devido a
complexidade desta técnica, o seu alto custo e a freqiiente inexisténcia de instalacdes adequadas
para sua execucdo, a técnica de citogenética pode ser considerada a melhor op¢ao entre os trés
métodos aqui analisados.

Além do controle negativo utilizado para distinguir principalmente os homens afetados de
uma possivel falha na reacdo, podemos citar outros pontos que fizeram da PCR a melhor técnica
utilizada neste trabalho em individuos do sexo masculinos, como: (a) vdrias amostras podem
simultaneamente ser processadas e analisadas com baixo custo e rapidez, sendo possivel a
obtenc¢ao dos resultados no mesmo dia; (b) evita-se o uso de material radiativo como € o caso da
técnica do Southern blot desde que, apesar da existéncia de marcagdo a frio, muitos centros ainda
realizam a técnica por meio de sondas radioativas devido ao seu menor custo; (c) pequena
quantidade de DNA ¢ suficiente para realizacdo da técnica e (d) apresenta boa sensibilidade e
especificidade, respectivamente de 99% e 100%.

Quanto as desvantagens da PCR podemos enfatizar a sua j4 mencionada ineficiéncia no
diagnéstico de mulheres homozigotas normais de heterozigotas afetadas, e os diferentes estagios
de mutagdo (pré-mutagdo e mosaicismo).

O exame citogenético foi o primeiro exame utilizado rotineiramente para diagndstico de
portadores da SXF. Logo surgiram as técnicas moleculares de diagndstico, no final da década de

80, que sdo sem duvida, mais sensiveis e especificas, porém, muito caras. Esta seqiiéncia de
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eventos nao fez, em absoluto, com que a citogenética perdesse seu lugar central, mas pelo
contrario, com esta associacdo a biologia molecular, ganhou ela novo poder de resolu¢ao abrindo
a era da citogenética molecular (Mingroni Netto, 1995).

O diagnéstico citogenético de rotina é realizado por meio da cultura de linfécitos. A sua
principal desvantagem, além de ser extremamente laboriosa é a de exigir um examinador
altamente qualificado. Além disso, o tempo de cultura de células é prolongado (96 horas),
exigindo um critério rigoroso no processamento da amostra, a fim de evitar contaminacio e
conseqiientemente nao crescimento e boa qualidade da cultura.

A técnica de bandamento G € importante na identificacdo de alteracdes cromossdmicas
numéricas e estruturais presentes em varias sindromes genéticas que cursam com o RM. Embora
de utilidade limitada no diagnéstico da SXF, mostra-se ttil quando empregado em pacientes que
obtiveram resultados negativos pelas técnicas de PCR e imuno-histoquimica, por permitir a
possivel identificacdo de outros sitios frageis (Marini et al., 1997).

Estudo citogenético e molecular realizado por Marini et al (1997) em uma série de 532
pacientes com algumas caracteristicas fenotipicas sugestivas para a SXF revelou uma prevaléncia
total de outras cromossomopatias da ordem de 3,2%. Comparando os nossos achados com o
estudo supracitado, embora os critérios de inclusdo e afericio em ambos nao sejam exatamente
iguais estatisticamente ndo encontramos nenhuma freqii€ncia de cromossomopatia. Apesar dessa
auséncia € possivel deduzir que o emprego sistemdtico do caridtipo com bandamento G em
pacientes negativos para a SXF, é de interesse por permitir o diagndstico de outras formas de
retardo mental associadas a cromossomopatias. Embora consensualmente a andlise citogenética
ndo seja a melhor escolha para confirmagcdo da SXF, ela é recomendada para diagndstico de
outros sitios frageis (FRAXE) além de outras anomalias cromossOmicas que, porventura,

poderiam estar presentes no paciente em investigacdo (Carakushansky, 2001). Em nosso estudo
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nao foi encontrada nenhuma cromossomopatia nas amostras analisadas, ficando evidente somente
um polimorfismo em dois casos, onde a heterocromatina apresentava-se aumentada
respectivamente nos cromossomos 9 e 16, sendo neste ultimo encontrada fragilidade
cromossdmica de 3%. Esse polimorfismo acontece de maneira estavel na populagdo.

Em programas de rastreamento dos loci FRAXA e FRAXE, em que sdo numerosas as
amostras investigadas, o uso da andlise por Southern blot € impraticavel devido ao alto custo e a
demora no procedimento das amostras. Entdo, a implantacdo de uma técnica de PCR para o
FRAXE pode ser uma ferramenta importante e util neste tipo da investigacdo. Também, é
questiondvel se os alelos do FRAXE intermedidrio e/ou pré-mutados, da mesma forma que os
alelos do FRAXA pré-mutados sdo associados a um fenétipo de inabilidade cognitiva (Santos, et
al., 2001).

Para validar um exame laboratorial, necessita-se de uma referéncia. Essa referéncia deve
ser um outro método considerado de exceléncia, ou seja, que sempre produza resultados corretos
(Pereira, 1995). Para validar a técnica de imuno-histoquimica como método de triagem,
empregou-se neste estudo o método da PCR como referéncia (padrao-ouro), tabela 8 (p. 70),
graficos 1 e 4 (p. 67 e 71).

A sensibilidade e a especificidade sdo propriedades que qualificam um método e sao
conhecidas de uma forma genérica como propriedades estdveis, por nao sofrerem influéncia da
prevaléncia do evento sob investigacdo, aqui representados pela presenca da SXF. A
sensibilidade significa a probabilidade de um teste, no caso a imuno-histoquimica, em indicar
todos os resultados verdadeiramente positivos dentre o universo de doentes (PCR positivos).
Quanto a sensibilidade, 0 método sob validacdo foi considerado 84,2% sensivel por terem gerado
trés resultados falso-negativos. Por outro lado, a especificidade representa a probabilidade de um

dado teste, no caso a imuno-histoquimica, em fornecer resultados verdadeiramente negativos
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dentre o universo de individuos nao doentes ou com a doenga sob investigacdo ausente (PCR
negativos). Neste estudo, o método sob validacdo foi considerado 100% especifico (Soares et al.,
1999).

Assim sendo, a importancia maior da sensibilidade ou da especificidade depende do
proposito ao qual o teste se aplica. Quando € proposto para a triagem de uma dada patologia, a
sensibilidade torna-se mais importante, visto que se considera bom método de triagem aquele que
apresenta menor numero possivel de resultados falsamente negativos. Por outro lado, a
especificidade torna-se importante quando o método sob validacdo € empregado com o propdsito
de estabelecer o diagndstico de uma dada doenga entre individuos com forte suspeita para aquela
doenca. Considera-se como sendo um bom método diagndstico, aquele capaz de apresentar
menor numero possivel de resultados falsamente negativos e conseqiientemente, alta
especificidade. Na prética, € raramente possivel contar com métodos que sejam 100% sensiveis e
especificos, dai a importincia de se conhecer a aplicabilidade da sensibilidade ou da
especificidade, conforme seja a situag@o em questdo de triagem ou de diagndstico (Pereira, 1995).

A técnica de imuno-histoquimica neste estudo mostrou sensibilidade de 84,2% (IC 95%:
68 a 100) e especificidade de 100%. Desta forma, a sensibilidade e a especificidade da imuno-
histoquimica sob validacdo permitem qualificd-la como sendo um bom método de diagndstico
nos individuos do sexo masculino em virtude de ter apresentado somente trés resultados
falsamente negativos. Porém, apesar destes trés casos falsamente negativos pela imuno-
histoquimica, a sensibilidade ndo representa motivo de grande preocupacgdo, devido ao fato de
que estes pacientes devem, provavelmente, apresentar uma expansdao muito grande, sendo,
portanto conseqiiéncia de uma instabilidade ao nivel somdtico (mosaicismo), ou seja, a alta
expressdo da proteina FMRP deve ser proveniente de células com apenas a pré-mutacio, capazes

de produzirem a proteina. Estes pacientes foram submetidos a exames complementares
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(citogenética e PCR), a fim de garantir um resultado seguro, tendo ambos estes exames
apresentado resultados positivos para SXF. A expressao tdo evidente da presenca da proteina
FMRP nestes individuos afetados, se torna, entdo, alvo de investigacdo de provavel mosaicismo
ou “splicing” alternativo. A especificidade de 100% representa o quanto € importante a qualidade
de uma amostra.

A acurécia ou exatidao de um método laboratorial significa a probabilidade de um dado
teste identificar os verdadeiros positivos e os verdadeiros negativos estabelecidos pelo método de
referéncia (Soares et al., 1999). A acurdcia da imuno-histoquimica neste estudo ficou
estabelecida em 94,2%, o que permite mais uma vez considerd-la um bom método de diagnéstico
entre homens, devido a baixa existéncia de resultados inconclusivos nesse grupo.

Enquanto as propriedades estdveis (sensibilidade e especificidade) de um método
representam as caracteristicas a ele inerentes, por outro lado, os valores preditivos (positivo e
negativo), representam uma questao probabilistica que sofre influéncia da prevaléncia do evento
sob investigacdo, representada neste estudo pela presenca da SXF. O valor preditivo positivo
representa a propor¢do de individuos doentes dentre os considerados positivos ao teste, enquanto
que o valor preditivo negativo representa a proporcao de individuos sadios entre os considerados
negativos ao teste (Pereira, 1995; Soares et al., 1999). O valor preditivo positivo obtido foi de
100%, ou seja, um individuo com a SXF quando testado por este método tem 100% de
probabilidade de obter um resultado verdadeiramente positivo. O valor preditivo negativo foi de
91,7% (IC 95%: 83 a 100), ou seja, um individuo sem a SXF quando submetido a imuno-
histoquimica tem, na prética, 91,7 % de probabilidade de se apresentar como verdadeiramente
negativo, em funcdo da ocorréncia de trés casos falsamente negativos. Os valores preditivos na
rotina clinica auxiliam o médico a valorizar ou ndo um resultado laboratorial, em particular

quando se conhece a prevaléncia do evento na populacdo sob investigacao.
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A maior eficiéncia da PCR na triagem de individuos do sexo masculino deve-se a
inexisténcia de resultados inconclusivos nesse grupo, o que permite qualifici-la como um
eficiente método de triagem da SXF, especialmente entre homens.

Adicionalmente, é importante ressaltar que a técnica imuno-histoquimica em questio
representa um método ripido e econdmico, o que permite indicd-la como uma alternativa
excelente de ferramenta a ser empregada em estudos populacionais extensos que visem estimar a
real prevaléncia da SXF, em particular em populacdes selecionadas onde se espera alta
prevaléncia deste evento.

Identificagdo dos pacientes com a SXF € fundamental porque a) permite uma precoce
intervencdo de estratégias e instru¢do educacional; b) permite o aconselhamento genético para
membros da familia com risco de recorréncia. A técnica de imuno-histoquimica realizada no
bulbo de cabelo possui grande potencial para possivel programa de rastreamento de individuos
com a SXF freqiientadores de institui¢des especiais ou em escolas para criangas com dificuldade
de aprendizagem, seguidas pela cascata de membros em risco da familia. A experiéncia obtida

com tais programas pode ser posteriormente ampliada a programas de rastreamentos

populacionais.
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8. Conclusoes

90



A técnica de imuno-histoquimica em bulbos de cabelo demonstrou:

a)

b)

ndo ser eficaz no diagndstico de homens e mulheres com mosaicismo ou suspeitos de
serem portadores da pré-mutacdo ou de mulheres com a mutagdo completa responsavel

pela SXF;

na comparacdo dos métodos rotineiramente utilizados no diagnéstico da SXF (imuno-
histoquimico, PCR e citogenético), o método imuno-histoquimico mostrou-se aplicdvel a
um possivel rastreamento populacional devido a alta especificidade obtida e melhor

proporcao de custo-beneficio em relagdo as técnicas anteriormente citadas.
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ANEXO 1
Solucoes utilizadas nos protocolos
¢ (Citogenética

Meio de cultura - RPMI

Meio RPMI (1640) 80%
Soro fetal bovino 15%
Fitohemaglutinina 4%
Penicilina Smg
Estreptomicina 10mg
Agua estéril 1L

Obs: Aliquotar 9mL em garrafinhas de cultura e congelar.

Tampao Fosfato

NazHPO47H20 0,06M
KH,PO, 0,06M

Solu¢ao Hipotonica (KCI)
Cloreto de Potassio - KC1 0,075M

Solucao de Tripsina

Tripsina (Sigma) 500¢g
Agua milli Q 15mL
Obs: Aliquotar em eppendorfs e congelar.

Solucao de Timidina

Timidina 15mg
Agua milli Q 100mL
Obs: Aliquotar em eppendorfs e congelar.

Solucao de Colchicina — 10X

Colchicina 160mg
Agua milli Q 100mL
Obs: Armazenar em frasco ambar na geladeira.
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Solucao de Giensa

Giensa (Merck) g
Glicerina 54mL
Metanol 84mL

Obs: Armazenar em frasco ambar a temperatura ambiente.

Soluc¢io de Hank’s Balance Salt Solution (HBSS) - 10X

NaCl 80g
KCl 4,0g
Na,HPO, 0.5g
Glucose 10g
Agua dest. gsp 1L

Obs: Ajustar o pH para 8,0. Aliquotar 100mL e congelar.
Solugdo para uso: 20mL de HBSS + 180mL de H,O destilada.

Solucio de KOH
I§OH 40g
Alcool comercial 99% 1L

¢ Imuno-histoquimica

Tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) - 10X

NaCl 1,37 M
KCL 27 mM
NazHPO4 100 mM
KH,PO4 20 mM

Solucao de Tris
Tris 0,IM

Solucao de Paraformaldeido

Paraformaldeido 3g

NaOH 10M 50ul
Aquecer a 65°C, esfriar e adicionar:

PBS concentrado 10x 10mL

H,O destilada g.s.p. 100mL

Aliquotar e armazenar a -20°C
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Solucao de PBS/BSA/Glicina

PBS 0,1IM

BSA 3%

Glicina 0,15%
Soluc¢ao de PBS/BSA

PBS 1X

BSA 3%

Solucao de Metanol/H,0O; a 30%

Metanol 2.100pl
H,0, 30% 150ul
Obs: O volume deve ser preparado em pequena quantidade para utilizacdo imediata. O cdlculo

acima foi para 20 amostras.

Anticorpos e reagentes utilizados:

Anticorpo Secundario Biotinilado
“4 Link Goat Anti-Mouse Immunoglobulins. Swine Anti- Rabbit Inmunoglobulins”

(DAKO®, n° de catdlogo: PL 0311 / 1089).

Conjugado APAAP com fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina
“5S Immune Complex APAAP (Alkaline Phosphatase - Antialkaline Phosphatase)”
(DAKO®, n° de catdlogo: PL0299 / 1089).

Tampao APAAP

“8 Substrate 1 APAAP Substrate Buffer — 0,1M tris” (DAKO®, n° de catdlogo: PL
0302/ 1089).

Cromégeno

“Fast Red substrate tables” (DAKO®, n° de catdlogo:PL.0301/1089).
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Mounting
Faramount ou ultramount, Aqueous mounting medium containing 15 mM NaNj3

(DAKO®, n° de catdlogo: PL1021 / 1294).

Anticorpo primario monoclonal FMRP
“Mouse Anti-Fragile X Mental Retardation Protein — FMRP” (Chemicon
International®, n° de catdlogo: MAB2160) — produzido em camundongo.

Utilizado com a titulacdo de 1: 2.000 diluido em PBS 1X com BSA 3%.

e Extraciao de DNA de sangue periférico

Tampao de Lise de Hemacias (Bloodlysisbuffer) - 10X

NH,Cl 8291g
KHCO; 10,01g
EDTA 0,2M (pH7,4) 50mL
Agua dest. gsp 1L

Tampao de Lise de Nucleo (Nucleouslysisbuffer) - 10X

Tris-HCl 1M 10mL

NaCl 23,38¢g

EDTA 0,2M (pHS,2) 10mL

Agua dest. qsp 100mL
Tampao TE

Tris HCI (pH8.0) 10mM

EDTA (pH 8.0) 1mM
Solucao de EDTA

EDTA pH 7.4 0,2M

EDTA pH 8.0 0,2M

Obs: O pH precisa ser ajustado com NaOH

Solucao de Tris

Tris IM
Obs: Ajustar o pH com HCL para 8,0.
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Soluciao de Cloreto de Sodio
NaCl 6M

Soluciao de Cloreto de Calcio

CaCl, 0,5M

Solucio de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)
SDS 20%

Solucao de Glicerol 50 %

Glicerol 100% 50mL
H,0 milli Q 50mL
Proteinase K (10mg/mL)

Solugdo preparada Segundo fabricante (aliquotar e armazenar a -20°C) (Invitrogen

Life Technologies®, n° de catalogo: 25530-015)

Proteinase K 100mg
Tris IM pH 7.5 100uL
Cloreto de Calcio 1M 500uL
Glicerol 50% 9.400uL

Enzima utilizada
Taq Platinum DNA — 5U/ uL (Invitrogen Life Technologies®, n° de catélogo:
10966-030).

Tampio da Taq Platinum DNA (Invitrogen Life Technologies®).

Tris-HCL (pH 8.4) 200mM
KCL 500mM
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Oligonucleotideos especificos

C (Integrated DNA Technologies, n° de catdlogo: 16873316) — 30 nts

5 *GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT 3’

F (Integrated DNA Technologies, n° de catdlogo: 16873317) — 30 nts

5" AGCCCCGCACITCCACCACCAGCTCCTCCAZ

MTHEFR F (Invitrogen Life Technologies, n° de catdlogo: 10336022) — 23 nts

5'TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3’

MTHFR R (Invitrogen Life Technologies, n° de catdlogo:10336022) — 20 nts

5" AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 3’

¢ Diluicao dos Primers

Soluc¢io mae - [ ] 200pmoles/uL

[Concentragdo] = n° de moles / volume

Solucao filha - [ ] 20pmoles/pL

10uL do primer 200pmoles/uL + 90 uL. de TE = 100 pL volume final

Solugoes para eletroforese em géis de agarose

Tampao de corrida para gel de agarose - TBE (10X)

Tris 108g
EDTA 0,5M(pH 8.0) 40mL
Acido Bérico 55g
Agua dest. qsp 1.000mL

Tampao de Amostra para DNA (10X)

Glicerol 50% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
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Tampao de Amostra para marcador molecular (10X)

Glicerol 50% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno cianol 0,1% (p/v)

Solucao de Brometo de Etidio (EtBr)
Estoque - 10mg/mL

Concentragdo adequada no gel é 0,5ug/mL

Gel de Agarose 2,5%
TEB 1X 120mL
Agarose 3g
Brometo de Etidio (0,5ug/mL) 6ul

Marcador de massa molecular

“100pb Ladder” (Invitrogen Life Technologies, n° de catidlogo:15628-019) —
Fragmentos de DNA de 100 a 2072 pb.

¢ Dilui¢do do Marcador para concentragdo de 0,1ug/uL

TE 400uL
Tampao de amostra 10x 50uL
50% azul de bromofenol + 50% xileno
cianol

— Aplicacgdo de SuL no gel.
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ANEXO IT

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos UnB

Universidade de Brasilia
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Campus Universitario, Asa Norte — CEP 70910-9000 — Brasilia, DF - Tel.: (061) 3307-2520 / 3273-4069

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de projeto: CEP-FM 076/2005

Titulo:  “Diagnéstico da Sindrome do X Fragil pela analise da expressdo da proteina
FMRP em bulbo de cabelo entre alunos de Centro de Ensino Especial no
Distrito Federal”

Pesquisador responsavel: Lilian Barros Queiroz

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragio de

Responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido,

cronograma, bibliografia pertinente e curriculo(s) de pesquisador(es)

Data de entrada: 04/10/2005

Proposicao do(a) relator(a)

( x ) Aprovagao

({ ) Aprovacgd@o com recomendacgao

( ) Nao aprovacao

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UnB: 15/10/2005

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB:  25/01/20086

PARECER

Com base na Resclugéo CNS/MS N° 196/96, que regulamenta a matéria, a Coordenagéo
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia
decidiu APROVAR em sua 12 Reunido Ordinaria de 2006, realizada no dia 25/01/2006, o
projeto de pesquisa acima especificado, de acordo com o parecer do(a) relator(a), quanto
aos seus aspectos éticos.Observagdes:

1 — Modificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagéo
imediata de eventos adversos graves;

2 — Of(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatérios periédicos do andamento da
pesquisa ao CEP-FM.

Brasilia, 13 de feverej e 2006.

< .o Comit - . Pe
Faculdade de muaicina - UnB
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ANEXO III
Autorizacido envolvendo pacientes do HUB

MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saiide - Comissio Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

( versiio outubro/99 ) Para preencher o documento, use as indicagdes da pagina no verso.

1. Projeto de Pesquisa:
Diagnostico da Sindrome do X Fragil pela andlise da expressdo da proteina FMRP em bulbo de cabelo entre alunos de Centro de Ensino Especial no
Distrito Federal

2. Area do Conhecimento { Ver relacio no verso) 3. Cadigo: 4. Nivel: { So dreas do conhecimento 4}

(Genética 2.02 Diagnostico

5. Area(s) Tematica(s) Especial (s)(Ver fluxograma no verso) 6. Codigo(s): 7. Fage: {86 area tematica 3)I¢ (I ¢ ) ILX) IV
Imunologia 2.11 Diagnostico

8. Unitermos: { 3 opgdes |
Sindrome do X Fragil, Citogenética, Imuno-histoquimica

SUJEITOS DA PESQUISA

9, Numero de sujeitos: 100 | 10, Grupos Especiais © -~ 18 anos () Portador de Deficiéncia Mental (X) Embriio Feto () Relagiio de Dependéncia

o Canitio © (Estudantes , Militares, Presidiarios, etc ) ( ) Outros () Nio se aplica ( )

Total: 100 pacientes

PESQUISADOR RESPONSAVEL

11. Nome:
Lilian Barros (Jueiroz

12. Identidade: 13. CPF: 19.Enderego (Rua, n.° ):

1910420 TL.327.541-68 SQN 215 Bloco H apt® 204

14. Nacionalidade: 15. Profissio: 20. CEP: 21. Cidade: 2. 1F.
Bragileira Biomeédica TO8T4-080 Brasilia DF

16. Maior Titulagao: 17. Cargo 23. Fone: 3307-2505 24. Fax

Giraduagio - 3272-1988 BL126-3918 -

18. Instituigdio a que pertence: 25. Email:

UnB Lilianqueiroz@yahoo.com.br

Termeo de Compromisso: Declaro que conhego ¢ cumprirei os requisitos da Res. NS 196 96 ¢ suas complementares. Comprometo-me a utilizar os
materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo ¢ a publicar os resultados sejam eles favordveis ou ndo. Aceito as

responsabilidades pela condugdo cientifica do projeto acima. o
Data:_A4 /09 / 2006 o Bonnes Ouarines
Assinatura <‘,{
INSTITUIC'AO ONDE SERA REALIZADO
26. Nome: 29. Enderego (Rua, n°):
Hospital Universitario de Brasilia - HUB Av. L2 Norte, Qd. 604 603
27. Unidade Orgio- -jé) ;;‘ 3 30. CEP: 31 Cidade: [ 32.UF
Genética Clinica HE CANDAN 70.840-050 Brasilia DF
28. Participagiio Estrangeira: Sim ( ) Nao (X} 33. Fone: 3348-5000 34, Fax.:
35. Projeto Multicéntrico: Sim( ) Nio( X ) Nacional( ) Internacional ( ) ( Anexar a lista de todos os Centros Participantes no Brasil )

Termo de Compromisso ( do responsivel pela institmicio ) :Declaro que conhego ¢ cumprirei o8 requisitos da Res. CNS l[:):i 96 e suas

Complementares ¢ como esta instituigéo tem condigdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugio
Nome:“{amia Aarres  “Rosa Cargo: TV ivehova Lot a i
Data: __|¥ / © /2006 s\.\a“D

05?3@5\\‘
he

=
Ass h\a‘rrr:n/r’:\'l‘i\"““ @0'®
v\c.‘:\’

PATROCINADOR Nio se aplica (X)
36. Nome: 39. Enderego
37. Responsavel: 40. CEP: 41. Cidade: ) 42. UF
38. Cargo/Fungio: 43. Fone: 44, Fax:

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

45. Data de Entrada: 46. Registro no CEP: 47. Conclusio: Aprovado (X) 48. Ndo Aprovado( )
04/10/2005 FM 076/2005 Data: 25/01/2006 Data: / /
49. Relatdriofs) do Pesquisador responsavel previstois ) para:
Data: 2000 Data: 2007

Encaminho a CONEP: 23. Coordenador Nome
50. Os dados acima para registro { ) 51. O projeto para Anexar o parecer consubstanciado
apreciagdo ( X)
52. Data: / /20006 Assinatura

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA - CONEP
54, N° Expediente : 56.Data Recebimento : 57. Registro na CONEP:
S5, Processo
58. Observacoes:
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responsavel pelo paciente

ANEXO 1V
Termo de consentimento livre e esclarecido

O abaixo assinado,

declara ter lido e ouvido o presente termo de responsabilidade e estar informado do seguinte:

a)

b)

c)

d)

Paciente (ou responsavel pelo paciente)

Que pelo presente instrumento concorda que seu filho (a) participe da pesquisa visando a

determinar a possivel presen¢a da doenca chamada de sindrome do X fragil.

Que esta participacao implicard na retirada de aproximadamente 10 fios de cabelo. Este
material serd utilizado para fazer o diagndstico, procurando pela presenga ou nao de

elementos na raiz do cabelo que indicam se a pessoa tem a doenca.

Logo em seguida, serdo coletados 10 mL de sangue de uma das veias do antebraco para
outro tipo de exame feito rotineiramente no laboratério, a fim de confirmar os resultados e
excluir falhas da reacdo. Este procedimento de coleta de sangue € de risco minimo para a
saide podendo, entretanto, provocar pequeno desconforto, serd realizado por um técnico

de laboratério do Hospital Universitario — HUB.

Que, resultando o teste positivo, serd garantido um relatdrio explicativo sobre a doenga,
que podera ser utilizado para a obtencdo de beneficios sociais de direito, assim como, a

orientacdo pedagdgica em escolas especializadas;

Que a recusa em deixar que seu filho (a) participe da presente pesquisa nao resultard em
qualquer prejuizo presente ou futuro na prestacido de assisténcia profissional pela equipe
do Servico de Genética Clinica do HUB, ficando também ressaltado que, mesmo apos a
assinatura do presente termo de consentimento, poderd abandonar a pesquisa a qualquer
momento.

Brasilia, de de 2007.

Responsavel:

Lilian Barros Queiroz
Tel: 3307-2505
lilianqueiroz@unb.br
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ANEXO V

Autorizacao para uso de imagem

Eu, , responsavel pelo paciente

autorizo a utiliza¢do de fotografias para ilustracdo da

pesquisa sobre a Sindrome do X Frégil, realizada pela aluna de mestrado: Lilian Barros Queiroz
sob orientagcdo da Dra. [ris Ferrari, em pacientes atendidos no Ambulatério de Genética Médica,
do Hospital Universitario de Brasilia — HUB. Estou ciente de que todos os procedimentos éticos

exigidos para um trabalho cientifico no homem estao sendo cumpridos.

Dados para contato:

Nome Completo:

Identidade:

Endereco para Correspondéncia:
Telefone para Contato:

Assinatura do responsavel

Responsdvel pela pesquisa:
Lilian Barros Queiroz

Tel: 3307-2505
lilianqueiroz@unb.br
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Tabela dos resultados de imuno-histoquimica de individuos controles (sadios)

ANEXO VI

% Vi Pontuacio em Cruzes
Controles XF+ | XF. 0 . R D T TOTAL
AMC 0 100 2 7 9
AFQ 541 | 94,59 2 17 18 37
ACPSB 0 100 - - - 10 3 13
ACPSB 0 100 - - - 1 14 15
ABB 20 80 - 1 1 4 4 10
JA 0 100 - - - 7 | 14 3
AMC 0 100 5 19 24
ACPNC 0 100 13 4 17
BBG 23,5 | 76,5 - 1 3 10 3 17
BIBM 0 100 - - - 14 | 11 25
CCSS 17,24 | 82,76 1 4 5 19 29
CF 9,09 | 90,91 - - 1 3 7 11
CMRMF | 18,18 | 81,82 - 2 3 6 11
CAH 0 100 - - - 8 13 21
CESP 0 100 - - - 6 31 37
CFC 12,5 87,5 - - 3 8 13 24
CMS 0 100 - - - 13 | 26 39
CSBG 129 | 87,1 1 - 3 25 2 31
CSB 526 | 94,74 - - 1 1 17 19
CLS 3,12 | 96,88 - 1 - 9 22 32
CB 8,34 | 91,66 - - 1 7 4 12
EBS 3,03 | 96,97 1 9 23 33
I 9,52 | 90,48 2 8 11 21
JEGR 13,3 86,7 - 1 1 6 7 15
FLSB 0 100 7 14 21
FSM 7,69 | 92,31 1 6 6 13
MFAS 12,5 | 875 - - 1 - 7 8
FBM 17,14 | 82,86 - - 6 24 5 35
FBR 11,54 | 88,46 2 1 2 21 26
FBNS 0 100 - - - 6 11 17
FCAS 0 100 - - - 2 12 14
GFBA 10 90 - - 2 7 11 20
GBS 4 96 - - 1 - 24 25
GSC 0 100 - - - 11 | 24 35
I 833 | 91,67 | 1 - - 8 3 12
GOS 0 100 10 9 19
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HMFB 0 100 - 1 7 8

HLB 16,67 | 83,33 3 4 11 18
IDBA 0 100 - 6 8 14
JRCO 0 100 12 16 28
JCMC 0 100 4 17 21
JSL 0 100 - 1 20 21
JBF 11,76 | 88,24 2 7 8 17
JABB 4,76 | 9524 1 6 | 14 21
KBV 5,26 | 94,74 8 10 19
KAS 18,18 | 81,82 5 5 13 22
KFA 0 100 - 3 10 13
KYAS 14,29 | 85,71 1 5 1 7

III 8 92 2 10 13 25
LMA 0 100 - 1 18 19
LGB 10,53 | 89,47 2 9 8 19
LROS 0 100 - 1 23 24
LFF 15,38 | 84,62 1 8 3 13
LRM 0 100 - 4 22 26
LBQ 0 100 - 8 6 14
LBM 2,78 97,22 1 9 26 36
LBV 13,04 | 86,96 3 6 14 23
LFQ 0 100 4 2 6

LVIJS 0 100 - 6 18 24
MLBQ 23,81 | 76,19 5 12 4 21
MSCC 0 100 - 2 16 18
MLS 0 100 - 3 34 37
MTBB 0 100 - 1 12 13
MVSB 0 100 9 12 21
MTA 0 100 - 1 15 16
MBR 0 100 3 19 22
NJ 5,56 | 94,44 2 14 | 20 36
oJC 10 90 1 - 9 10
PBM 0 100 13 12 25
PDB 0 100 6 17 23
PAFF 0 100 6 9 15
RAS 129 | 87.1 3 13 | 14 31
RBSB 0 100 - 6 19 25
ROB 7,14 | 92,86 2 21 5 28
ROB 6,25 | 93,75 2 27 3 32
RSB 11,76 | 88,24 2 9 6 17
RBQ 0 100 - 1 21 22
RAS 0 100 18 21 39
RAS 8,33 | 91,67 4 7 12
RCA 23 77 - 4 3 9
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LBQ 20 80 2 4 4 10
TBF 0 100 26 9 35
TBC 25 75 1 2 4 8
MLB 526 | 94,74 1 3 15 19
TOB 18,18 | 81,82 4 17 1 22
JOB 0 100 - 1 9 10
™ 0 100 4 15 19
VMB 16,7 | 83,3 2 6 4 12
v 0 100 1 7 8
WES 0 100 12 18 30
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ANEXO VII

Resultado completo: imuno-histoquimica, molecular e citogenética

Bulbo

Molecular - PCR

Pacientes | RF Citogenética
XF + | XF- |Bulbos | XF + | XF- | ? | Het-N
FCL  11910|25,58|74,42| 43 X 2 met de 69 analisadas (2,8%)
MLS  |1910| o |[100 | 47 X 2 met de 37 (5,4%)
KFS 12199 100 | 0 20 X 11 met de 78 analisadas (14,1%)
SAPS |2199]35,71 (64,28 14 X 8 de 50 (16%)
DAS 12221| 0 |[[100 | 43 X 3 de 56 met (5,4%)
MGPA  [2221(40,91(59,09| 44 X XF(-) em 50 met
FHA 2641 0 |/100 | 20 X 46,XY (normal) FX (-) EM 100
LHA 12641 80 | 20 15 X 37,14%
MHA 1 2641|95,65| 435 | 23 X 5 de 30met (16,7% )
PHA  |2641(96,15| 3,85 | 26 X 5 de 35 met (14,2%)
RMT  |2641(30,77|69,23| 26 X 6 de 28 met (21,42%)
MAAT |2903| 7,14 |92,86| 14 X XF(-) em 50 met
VTG |2903|23,08|76,92| 13 X 9 met de 165 (15,46%)
MCB [2910| - - - X 46,XY normal
RCB 2910 - - - X 46,XY normal
SCB  |2910| 25 |/ 75 23 X 46,XY normal
SMC  |2910| 100 | © 16 X 46,XX
FAS 12914| 0 |[[100 | 53 X 3 de 100met (3%); 46,XY,16qh+
LAS |2914| 5,71|94,29 35| - - - - |FX(-)em115
MHFS  2914/39,29|60,71| 28 X 6 de 89 met (6,7%)
DFDC |2937(22,22(77,78| 9 X XF(-) em 100
IMD 2937|7778 22,22 9 X |-
ARS 12048 135,71(64,29| 28 X 3em90 - 3,3%
SAS  |2048| 25 |['75 28 X -
FLS 13098 o |'100 | 55 X FX(-) em 50 met
FLF 13098 385 196,15| 26 X 46,XY FX(-)
IGLS  |3098|11,63|88,37| 43 X FX(-) em 100 met
GHRG 3197|952 {9048 | 21 X 6 em 100 (6%)
JMRR  3197(81,25|18,75| 16 X FX(-) em 60met
JLS 13256 0 |'100 | 133 | X 10 de 100 met (10%)
CDC  {3309]11,59|8841| 69 X 12 de 39 met (30,76%)
ACS  13359|11,11|88,89| 45 X 46,XY FX(-) em 100
ECS  13359| 69 |93,1 | 29 X 8 de 62 met (12,9%)
JPC  1335919,54|80,46| 87 X 7 de 81 met (8,6%)
MAC  13359|10,67|89,33| 75 X 4 de 44 met (9%)
BOS  |3366| 2,38 |97,62| 42 X 6 de 46 met (10,86%)
MAP 3366 8,51 |91,49| 47 X | XF(-) em 60 met
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CRB  13416|10,53|89,47| 38 X XF(-) em 100
GVLRB |3416| 100 | 0 32 18 de 100 met (18%)
MVRB 3416 33,33 |66,67| 21 XF (-) em 50

IMSO 34342083 (79,17| 24 X 10 de 79 met (12,65%)
JMSO  |3434| 0 |['100 | 43 7 de 37 met (18,9%)

EPOS |3673|63,16|36,84| 38 X XF(-) em 66

MOS 13673 |17,95|82,05| 39 X XF(-) em 90

MRO 3673 48 | 52 50 X 3 de 56 met (5,4%)
NWRM |3673(79,7120,29| 69 X 14 de 41 met (34,1%)

CRL  |4010] 8,82 |91,18| 34 X -

LGS [4010| - - - -

TTLR |4010| 0 |/100 | 35 X 5 de 45 met (11,1%)

KCL 14038 4,84 |95,16| 62 9 de 100 met (9%)
SMCCL {4038 9,09 |9091| 22 X 3 de 50 met (6%)

RAS 4113|375 | 625 | 24 X -

SSN 4113(28,57|71,43| 21 X 10 em 100 met (10%)

CS  14128| 50 | 50 2 X XF(-) em 50 met
PHES |4128| 25 | 75 24 5 de 45 met (11,1%)
AXS 4129 0 |'100 | 51 X 5 de 30 met (16,6%)

AS 14129 o |[100 | 34 FX(-) em 57 met
MRS 14129 (27,66|72,34| 47 X -

MRS 14129 (44,68 |5532| 47 -

GLS 44121 7,69 92,31 13 14%

GLS  |4412| 30 70 10 XF(-)

RL  14412| 100 | 0 12 X 2 de 100 (2%) - normal
DAR {4513 0 |[100 | 65 X 6 de 50 met (12%)
MAS  14513] 100 | ¢ 47 10 de 52 (19,23%)
SAR 14513 1,43 |98,57| 70 X 8 de 88 met (9,1%)
JVRS 14543| 0 |/100 | 65 FX(-)

NS 14543(37,93(62,07| 29 X XF(-)

IFC 14557 0 |[100 | 31 X -

MVFA 4557| 0 |'100 | 13 FX(-)

APF  14749] 87 |913 | 23 X -

IMC 4749|7143 (28,57 7 FX(-)

BNM |4961| - - - X -

CNP 4961|209 |[79,1 | 67 X 6 de 50 metafases (12%)

CNM 4961 | - - - X -

ENP [4961| - - - FX(-) em 70

KCP 4961 - - - X FX(-) em 100 met

LNP 14961 9,81 [90,19| 51 4 de 65 metafases (6,15%)
DAOS |4986| 40 | 60 20 7 em 71 met (9,6%)

EOS 14986 (30,43|69,57| 23 X -

MWBS |4987|60,87|39,13| 23 FX(-)
RSA 14987 /36,84(52,63| 38 X FX(-) em 100 met
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IFJ 15049|31,82]68,18| 22 X -
WFT 15049 | 476 | 9524 | 21 5 em 58 metéfases (8,6%)
LFP |51261 o |'100 | 74 X 3 de 50 met (6%)
LSFS 5126\ 100 | © 15 7 de 50 met (14%)
MFO  |5126] 100 | © 49 34 em 100 met (34% FX+)
MHP 5126 702 (9298 | 57 X 6 de 50 met (12%)
PFP  |5126| 25 |/ 75 28 X FX(-) em 55 met
RFO  |5126| 100 | © 17 36 em 100 met (36%)
RFPS |5126118,75(81,25| 16 X 46,XX, FX(-) em 100
TNQ |5167|37,5|625| 8 46,XY XF(-) em 91
EFS 5204 (88,89 11,11 18 X 5 de 50 met (10%)
EJIRS 5294|100 | 0O 33 5 de 100 met (5%)
LRS  15305|69,77(30,23| 43 X 4 de 30 met (13,3%)
SRS 15305]93,75] 6,25 | 16 3 de 80 met (3,75%)
SRS [5305| 100 | 0O 1 - 7 de 55 met (12,7%)
IBS (5381|100 | © 17 18 de 100 met (18%)
ACS  [5421| 98 1902 | 51 X 6 de 50 (12%)
RSP 5421 0 |/100 | 58 8 de 80 met (10%)
AMCS |5428| 25 |/ 75 4 46,XY,9gh+, FX(-) em 100 met
JMCC  |5428(31,91|68,09| 47 X -
MVB  |5434| 50 | 50 10 X -
VABS |5434| 50 | 50 6 46,XY - CG sem timidina
MIRS  |546228,57|71,43| 21 X XF(-) em 50 met
SVRI' 15462 147,37|52,63| 19 46,XY, XF(-) em 85 met
AC 15468 63,64|36,36| 11 X 46,XX (normal) xF(-) em 100
JGBS |5558| 25 |75 12 XF(-) em 100
JVBS |5558] 100 | 0 21 7 met de 50 analisadas (14%)
CMFES |5611| 100 | 0 44 19 de 100 met (19%)
GLS  |5611|9545| 4,55 | 22 5 de 50 met (10%)
MIPS | 5611 (3111|68,89| 45 X FX(-) em 100 met
MISL | 5611|24,39(75,61| 41 X -
TCSL  |5611(23,91|76,09| 46 X 5 de 30 met (16,6%)
WLS  |5611| 100 | © 22 -
FM | 5658 |20.75|7925 53 X 6 de 50 met (12%)
JFO  |5658| 100 | 39 16 em 75 (21,3%)
LDV 15675 o |[100 | 30 FX(-) em 50 met
CANS - 129.27 70,73 41 X 12 de 50 met (24%)
MNS - 100 | ¢ 6 35 de 100 met (35%)
MG - |46,67|5333 45 X 10 de 100 met (10%)
LBS |7989 - - 5 de 40 met (12,5%)
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Quantificacdo dos DNA’s, cilculos de pureza, concentracao e diluicao das amostras

ANEXO VIII

Pacientes| RF | A280 | A260 | Pureza ngl]nL ngEl]nL H,O | DNA
FCL | 1910 | 0315|0567 | 1.8 2.83 2830 {49117/ 0.883
MLS | 1910 | 0.149 | 0265 | 1.78 | 1.32 1320 [48106| 1.894
KFS | 2199 [0.114 | 0205 | 1.79 | 1.02 1020 | 47,549 2.451
SAS [ 2199 [0227 [ 0424 [ 186 | 212 | 2120 [48801] 1.179
DAS | 2221 [0.121 | 0216 | 1.78 | 1.08 1000 | 47,500 2.500
MGPA | 2221 | 0.172 | 0288 | 1.67 | 1.44 1440 | 48264 | 1.736
MHA | 2641 | 0.175 | 0301 | 1.72 | 150 1500 48333 | 1.667
RMT | 2641 | 0.103 | 0.198 | 1.92 | 0.99 990 | 47.475| 2.525
LHTA | 2641 | 0.104 | 0.195 | 1.87 | 097 970 [ 47.423] 2.577
PHA | 2641 | 0.081 | 0.156 | 1.92 | 0.78 780 46795 | 3.205
FHA | 2641 [0.123 [ 0221 | 1.79 | 1.10 1100 | 47727 22073
VTG | 2903 [ 0258 | 0468 | 1.81 | 234 | 2340 [48032] 1,068
MAAT | 2903 | 0.640 [ 0.914 | 143 | 457 [ 4570 [49453| 0,547
SCB | 2910 | 0.038 | 0.069 | 1.8 0.17 170 (35204 | 14,706
SMC | 2910 | 0.024 | 0.043 | 1.79 | 0.10 100 {25,000 | 25.000
MCB | 2910 | 0.051 | 0.083 | 1.63 | 0.255 255 [40.196| 9.804
RCB | 2910 | 0.041 | 0.071 | 1.73 | 0.355 355 | 42,958 7.042
AC | 2910 [ 0.183 [ 0328 | 1.79 | 1.64 1640 | 48476 | 1.524
MHFS | 2914 [ 0.091 | 0.177 | 1.94 | 0.88 880 [47.159| 2.841
FAS | 2914 | 0.115 | 0208 | 1.80 | 1.04 1040 | 47,506 | 2.404
DFDC | 2937 | 0.173 | 0325 | 1.87 | 1.62 1620 | 48457 | 1.543
IMD | 2937 | 0.124 [ 0236 | 1.90 | 1.18 1180 [ 47881 2.119
AS 1 2948 | 0204 | 0389 | 1.90 | 1.94 1940 |48,711 1,289
SAS 12948 | 0039 | 0.082 | 2.10 | 041 410 43,902 6,098
IGLS | 3098 | 0.030 | 0.031 | 1.0 | 0.07 70 114286 |35.714
FLS | 3098 | 0.136 | 0.258 | 1.89 | 1.29 1290 48062 1.938
FLF | 3098 [ 01250239 | 19 [ L1195 | 1195 [47.008] 2,002
JMRR [ 3197 [0325 [ 0.588 [ 1.80 | 294 [ 2940 [49150] 0.850
GHRG | 3197 [ 0.097 | 0.169 | 1.74 | 0.84 840 [ 47,024 2.976
JLS | 3256 | 0.088 | 0.166 | 1.88 | 0.83 830 [ 46988 3.012
CDC | 3309 | 0.108 | 0.220 | 2.04 1.1 1100 [ 47727 22073
ECS | 3359 | 0.287 | 0363 | 126 | 1.8l 1810 |48.619] 1.381
JPC [ 3359 [ 0.189 | 0353 | 1.87 | 1.76 1760 | 48580 | 1.420
MAC | 3359 | 0.064 | 0.115 | 1.79 | 057 570 [45.614] 4.386
ACS | 3359 [ 0.073 [ 0.123 | 1.68 | 0.61 610 | 45902 4.008
MAP | 3366 | 0.191 | 0333 | 174 | 1.665 | 1660 |45 404] 1.506
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BOS

3366

0.208

0.348

1.67

1.74

1740

48,563 | 1,437
GVLRB | 3416 | 0.186 | 0338 | 181 | 1.69 | 1690 |48501| 1.479
CRB | 3416 | 0361 0596 | 165 | 298 | 2980 |49 161 0.839
IMSO | 3434 [ 0393 [ 0693 | 176 | 346 | 3460 |49277 0.723
IMSO | 3434 [ 0.153 | 0284 | 185 | 142 | 1420 |48039| 1761
NWRM | 3673 [ 0.176 [ 0317 | 180 | 158 | 1580 |4g418] 1.582
MRO | 3673 | 0.132 [ 0240 | 1.81 | 12 1200 [47.017| 2.083
EPOS | 3673 | 0.134 [ 0239 | 178 | 119 | 1190 [47899| 2.101
MOS | 3673 [0.129 [ 0.233 | 180 | 116 | 1160 |47845| 2.155
TTLR | 4010 | 0,158 | 0301 | 1.90 | 1.50 | 1500 |48333| 1,667
LGLR | 4010 | 0,128 | 0.243 | 1.89 | 121 1210 | 47,934 | 2,066
CL | 4010 | 0.046 | 0.096 | 2.08 | 0.48 480 | 44,792 5,208
KCL | 4038 [ 0251|0489 | 194 | 244 | 2440 [43975| 1,025
SMCCL | 4038 [ 0.147 [ 0.282 | 191 | 141 | 1410 |48597| 1773
SSN' | 4113 10210 [ 0405 | 192 | 202 | 2020 |48,762] 1,238
RAS | 4113 10,104 | 0207 | 1.99 | 1.03 | 1030 |47,573| 2,427
PHES | 4128 | 0.037 [ 0.097 | 2.62 | 024 | 240 |[39583|10417
CS [ 4128 [0.046 [ 0136 | 295 | 034 | 340 |4647] 7.353
MRS | 4120 [0.146 [ 0294 | 201 | 147 | 1470 [48299] 1.701
AXS | 4129 [0306 | 0570 | 186 | 285 | 2850 |49.123| 0.877
MRS | 4120 [0.149 [ 0294 | 1.97 | 147 | 1470 [48299] 1.701
AS [ 4129 [019270343 | 179 | 171 | 1710 |48533| 1.462
MVRB | 4158 | 0.085 | 0.150 | 1.76 | 0.75 750 | 46.667| 3333
GLS | 4412 [ 0157 [ 0301 | 191 | 150 | 1500 |48333| 1.667
GLS | 4412 [ 01930357 | 185 | 178 | 1780 |4g506| 1.404
RL | 4412 [0189 [ 0344 | 182 | 172 | 1720 |48547| 1.453
SAR | 4513 [ 0.104 [ 0192 1.85 | 0.96 960 | 47396 | 2.604
DAR | 4513 | 0.103 | 0.193 | 1.87 | 0.96 960 | 47396 2.604
MAS | 4513 [ 0189 [ 0346 | 1.83 | 173 | 1730 |4g555| 1.445
NS | 4543 [0.095 [ 0.168 | 1.77 | 0.84 840 [47.024| 2.976
JVRS | 4543 [ 0.122 0220 | 1.80 | 1.1 1100 [47727| 2073
MVFA | 4557 [0298 | 0574 | 192 | 287 | 2870 |49 129 0871
IFC | 4557 [ 0423 [ 0758 | 179 | 379 | 3790 |49340 0.660
JFO | 4749 [0224 [ 0426 | 190 | 213 | 2130 |48826| 1.174
APF | 4749 [0143 [ 0282 | 197 | 141 | 1410 |48007| 1773
ENP | 4961 [0.020 [ 0.024 | 12 | 0.6 60 | 8333 |41.667
LNP | 4961 [0.144 [ 0228 | 158 | 114 | 1140 |47807| 2.193
CNP [ 4961 [0.171 | 0283 | 165 | 1415 | 1415 |48533] 1767
CNM | 4961 | 0403 [ 0730 | 181 | 3.65 | 3650 |49315| 0,685
BNM | 4961 | 0254 [ 0461 | 181 | 230 | 2300 |48913] 1,087
KCP | 4961 [0.166 | 0313 | 1.88 | 156 | 1560 |48397| 1.603
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DAOS

4986

0.259

0.484

1.86

242

2420

48,967 | 1,033
EOS | 4986 [0.170 [ 0335 | 197 | 167 | 1670 |48503| 1.497
MWBS | 4987 | 0.137 | 0255 | 1.86 | 127 | 1270 |48,031| 1,969
RSA | 4987 1 0257 | 0485 | 1.88 | 242 | 2420 [48967| 1,033
WEFT [ 5049 | 0.134 [ 0265 | 197 | 132 | 1320 |4g106]| 1.894
IFl [ 5049 [ 0270 [ 0513 [ 19 | 256 | 2560 |49003| 0.977
RFO | 5126 | 0240 | 0445 | 185 | 222 | 2220 |48874| 1.126
MFO | 5126 [ 0153 [ 0275 | 179 | 137 | 1370 |48175| 1.825
PFP | 5126 | 0.082 [ 0.145 | 176 | 0725 | 725 |46552] 3.448
RFPS [ 5126 [0.113 | 0210 | 185 | 1.05 | 1050 |47619] 2381
LSFS | 5126 | 0.123 [ 0240 | 1.95 | 1.2 1200 |47.017| 2.083
MHP | 5126 0236 | 0355 | 150 | 177 | 1770 |4g388| 1.412
LFP | 5126 | 0.101 [ 0.179 | 1.78 | 0.89 890 [47.191 | 2.809
EFS | 5294 [0.171 [ 0252 | 147 | 126 | 1260 |4g016] 1.984
EIRS | 5294 [0.126 | 0241 | 191 | 120 | 1200 |47917| 2,083
SRS | 5305 [0.112 [ 0.149 | 133 | 0745 | 745 |46644] 3.356
LRS [ 5305 [ 0279 [ 03927 140 | 196 | 1960 |4g724] 1276
IBS | 5381 [ 0.171 | 0.289 | 1.69 | 1445 | 1445 | 48970 1.730
RSP | 5421 [ 0115 [ 0201 | 175 | 1.00 | 1000 |47.500] 2.500
ACS | 5421 [0.103 0184 | 178 | 092 | 920 [47083] 2717
AMCS | 5428 [0.079 | 0.144 | 1.82 | 0.72 720 [ 46.508| 3.472
JMCC [ 5428 [0.079 | 0.141 | 178 | 070 | 700 |46429] 3.571
VABS | 5434 [ 0113 [ 0217 | 1.92 | 1.08 | 1080 |47.685| 2315
MVB | 5434 [ 0.103 [ 0212 205 | 1.06 | 1060 |47642] 2.358
MIRS | 5462 | 0238 | 0414 | 174 | 207 | 2070 |48792| 1.208
SVRI | 5462 [ 0.119 [ 0212 | 178 | 1.06 | 1060 |47642] 2.358
JVBS | 5558 [ 0.146 | 0257 | 176 | 1285 | 1280 |4g047] 1.053
JGBS | 5558 [ 0.094 [0.163 | 1.73 | 0815 | 810 |46.914] 3.086
GLS [ 5611 [ 0208 [ 0373 | 179 | 186 | 1865 |48660| 1340
TCSL | 5611 | 0.057 | 0.112 | 1.96 | 0.56 560 |45.536 | 4.464
MISL | 5611 [ 0.206 [ 0388 | 1.88 | 194 | 1940 |4g711] 1.280
WLS | 5611 | 0.173 [ 0314 | 181 | 157 | 1570 |4g408] 1.592
MIPS | 5611 | 0.105 [ 0203 | 1.93 | 1015 | 1015 | 47537 2.463
CMPS | 5611 [ 0.129 [ 0238 | 184 | 119 | 1190 |47899] 2.101
FM | 5658 | 0.143 [ 0273 | 190 | 136 | 1360 |48,162]1,8382
IMC | 5658 | 0.326 | 0.594 | 1.82 | 297 | 2970 |49,158|0,8418
LDV [ 5675 [0.142 10269 | 189 | 134 | 1340 |45 134 1.866
TNQ | 6522 [ 0.093 | 0.185 | 1.98 | 092 920 [ 47083] 2717
CAS - | 0.165]0303 | 1.83 | 151 | 1510 |483441,6556
MSN - 01810267 | 147 | 133 | 1330 | 48,12 |1,8797
MG - 10096 | 0.174 | 1.81 | 087 870 |47,126 | 2,8736
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