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RESUMO

A sindrome de Kallmann (SK) envolve a associagdio de hipogonadismo
hipogonadotrofico e anosmia. Esta ¢, provavelmente, uma sindrome heterogénea, havendo
a descricdo de diversos casos nos quais a sindrome parece ser herdada de modo
autossdmico dominante ou recessivo, ou recessivo ligado ao X. A incidéncia da SK é
estimada em 1/10.000 individuos do sexo masculino e 1/50.000 individuos do sexo
feminino; contudo, estudos entre pacientes com hipogonadismo mostram que esta é a forma
mais frequiente de hipogonadismo resultante da deficiéncia de gonadotrofinas.

O locus determinante da sindrome de Kallmann ligada ao X, KAL-1, foi identificado e
mapeado em Xp22.3, proximo ao gene da sulfatase de esterdides. Este gene possui 14
éxons e codifica uma proteina, a anosmina, cujo papel tem sido relacionado ao processo de
migragdo de neurdnios olfativos e liberadores de gonadotrofinas que ocorre durante a
embriogénese. Apesar de ser reconhecida a existéncia de um ou mais Joci em cromossomos
autossdmicos, sua localizagdo permanece ainda desconhecida, existindo relatos de
individuos com SK portadores de anomalias estruturais envolvendo os cromossomos
1,3,7,9,10,12 e 18.

Neste estudo, 15 pacientes com SK (12 homens e trés mulheres) foram investigados
citogeneticamente, utilizando técnicas de alta resolugio e de hibridagdo in situ por
fluorescéncia. A andlise cromossomica nio revelou qualquer rearranjo ou dele¢des
cromossOmicas maiores que pudessem auxiliar no mapeamento dos loci autossdmicos da
sindrome. Dentre os oito casos esporadicos de SK, em apenas um dos pacientes detectou-se
uma microdele¢io envolvendo o locus KAL-1, pela técnica de FISH. Nos casos familias
ndo foram detectadas microdele¢Ges neste gene.

Dentre os casos familiais, que somam sete individuos na amostra analisada, duas
familias exibiam padrdo de heranga recessiva ligado ao X, sendo observadas caracteristicas
da SK que tém sido associadas a alterages no gene KAL-/, como agenesia renal e pés
cavos. Duas outras genealogias mostraram segrega¢do da sindrome compativel com

heranga autossdémica dominante, com expressividade variavel e penetrancia incompleta.
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ABSTRACT

Kallmann’s syndrome (KS) is a disorder characterized by hypogonadotropic
hypogonadism and anosmia. This is, probably, a genetically heterogeneous syndrome, with
both autosomal and X-linked forms. The incidence of KS is estimated to be 1:10,000 in
males and 1:50,000 females, although the of patients with hypogonadism have shown that

is the most frequent form of hypogonadotropic hypogonadism.

A gene responsible for the X-linked form of Kallmann’s syndrome has been identified
and mapped in Xp22.3 (KAL-1), proximal to the steroid sulfatase gene. This gene contains
14 exons and codes for a protein, termed anosmin, that plays an important role in migration
of the GnRH- and olfactory neurons during embryonic development. Although the
existence of one or more autosomal Joci is recognized, its localization remains unknown.
There are reports of patients with chromosomal aberrations involving autosomes 1,3,7,9,10,
12 and 18.

In this study, 15 patients with KS (12 males and 3 females) were cytogenetically
investigated with high-resolution techniques and FISH. Chromosomal analysis did not
reveal any rearrangements or deletions that could be useful for the mapping autosomal loci
of this syndrome. Among eight sporadic cases of KS, only one patient exhibited a
microdeletion of the KXAL-1 gene, detected by FISH. No microdeletions were detected in

the familial cases.

Seven familial cases of KS were studied. In two families a recessive X-linked
inheritance pattern was observed and these patients exhibited other clinical features
associated with mutations in the KAL-/ gene, such as renal anomalies and pes cavus
deformity. Segregation analysis in two other families showed autosomal dominant

inheritance patterns, with incomplete penetrance and variable expressivity.
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1- Introducao

Em humanos, o inicio e a manutengdo das fungdes reprodutivas sio controlados pelo
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), de origem hipotalamica. Esse horménio age
na hipofise causando a liberagdo de horménios gonadotroficos, horménios luteinizante (LH) e
foliculo estimulante (FSH), que atuam sobre os testiculos e os ovarios. Nos testiculos, a
secrecdo de LH estimula as células de Leydig a produzirem testosterona, enquanto o FSH
estimula as células de Sertoli no processo de espermatogénese. Nos ovarios, o LH atua sobre a
ovulagdo e o FSH controla a produgdo de estrogénos e progesterona (Figura 1). Assim, as
gonadotrofinas regulam o desenvolvimento das caracteristicas sexuais primarias e secundarias

de homens e mulheres, culminando na maturagdo sexual do individuo (PINSKY ez al., 1999).

A produgio de androgenos ocorre ainda nos testiculos fetais, onde a testosterona ¢
convertida a di-hidrotestosterona, que viriliza os rudimentos genitais externos de embrides
masculinos. Nestes embrides, a secre¢do de androgenos é controlada pela gonadotrofina
coridnica até o final da primeifa metade da gestagdo; a partir de entdo, esse estimulo ¢é feito
pelas gonadotrofinas hipofisarias do proprio feto, em especial o LH, que é, portanto,

fundamental para a completa descida testicular bem como para o crescimento peniano
(JOSSO, 1992).

Um déficit hipotaldmico na produgio ou secre¢do de GnRH, consequentemente, leva a
deficiéncia de esterdides sexuais, resultando em hipogonadismo hipogonadotréfico. Esta é
uma condi¢do geneticamente determinada e, na maioria dos casos, esta relacionada a uma
deficiéncia olfativa (anosmia ou hiposmia) caracterizando a chamada sindrome de Kallmann
(SK). No entanto, alguns casos de hipogonadismo sdo relacionados a uma olfacio normal,
sendo diagnosticados como hipogonadismo hipogonadotréfico idiopatico (HHI). Ambas as
entidades citadas podem ocorrer numa mesma familia, sendo ainda controversa a idéia de que
estas possam representar manifestagdes de um mesmo espectro clinico (WALDSTREICHER
et al., 1996) ou defeitos de campo de desenvolvimento distintos (DEAN ef al., 1990;
QUINTON et al., 1996a).



HIPOTALAMO
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" HIPOFISE -  HIPGRISE

LH FSH
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TESTOSTERONA ESPERMATOGENESE

Figura 1 - llustragio esquematica do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadas. A esquerda,
estimulo pituitario sobre os testiculos na liberagdo de testosterona e na produgio de
espermatozdides. A direita, atuagdo da hipdfise sobre os ovarios na liberagao de
esterdides sexuais. Em ambos os casos, a hipéfise libera LH e FSH em resposta ao
GnRH hipotalamico.



1.1 - A Sindrome de Kallmann

Historicamente, a sindrome de Kallmann foi primeiramente descrita por MAESTRE
DE SAN JUAN (1856). Entretanto, KALLMANN et al. (1944) foram os primeiros a
assegurar a base genética de sua transmissdo, sendo inicialmente estabelecida uma heranca
recessiva ligada ao X (MIM308700). Além deles, DE MORSIER (1954) descreveu sob o
termo  “displasia  olfato-genital" uma série de pacientes com hipogonadismo
hipogonadotrofico nos quais foi detectada, na autopsia, agenesia de bulbos e tratos olfativos.
Estudos subseqiientes de analise de segregacdo mostraram ainda padrdes de heranca
autossomica dominante (MIM244200) e recessivo (MIM147950) em familias acometidas pela

sindrome, apesar de ter sido demonstrado que a maioria dos casos de SK ¢é esporadica.

A heterogeneidade genética da sindrome € ilustrada pelo trabalho de
HERMANUSSEM & SIPPEL (1985), que descreveram uma familia com heranga ligada ao X
€ outra com heranca autossdmica dominante. CHAUSSAIN ez al. (1988), na tentativa de
avaliar a freqii€ncia dos diferentes modos de heranga da sindrome, estudaram 38 individuos
com hipogonadismo hipogonadotrofico com ou sem anosmia, pertencentes a 30 familias
distintas. Em 15 destas, foi observado um padrdo de heranga recessivo ligado ao X, enquanto
que a transmissdo patrilinear, sugerindo heranga autossdmica dominante, ocorreu em 12
genealogias. Em apenas trés familias o padrdo de heranga foi considerado autossémico
recessivo. Numa outra avaliagdo, feita por WALDSTREICHER et al. (1996), as formas
autossOmicas de SK representaram mais de 80% de uma amostra de 36 casos familias da
sindrome. Nesse mesmo trabalho, onde, no total, 106 pacientes com hipogonadismo

hipogonadotrofico foram investigados, observou-se que 66% dos casos eram esporadicos.

A associagdo entre hipogonadismo e anosmia pode ser explicada por uma origem
embrionaria comum de neurdnios olfativos e liberadores de gonadotrofinas. WRAY et al.
(1989) demonstraram, por meio de estudos imunohistoquimicos e de hibridagdo in situ em
camundongos, que estes neurdnios provém de células progenitoras da placa olfativa. No
mesmo ano, SCHWANZEL & PFAFF observaram que, durante o desenvolvimento, estes

neurdnios migram através do septo nasal até alcangarem os bulbos olfativos e o hipotalamo.
3



Clinicamente, distirbios nesta rota de migragio poderiam explicar a deficiéncia de
gonadotrofinas observada em SK. Esta hipotese foi confirmada por estudos
anatomopatolégicos realizados em um feto humano de 19 semanas afetado pela sindrome,
onde foi observado um emaranhado anormal sobre a placa cribiforme formado pelo acumulo
de neurdnios olfativos e secretores de GnRH na area nasal superior (SCHWANZEL et al.,
1989). Esses dados sugerem que o defeito embrionario observado em individuos com SK ndo
envolve os processos iniciais de diferenciagdo de neurdnios GnRH e olfativos; ao invés disso,
propdem que este seja subsequente a elongagdo dos axdnios olfativos e esteja associado a

migragio de neurdnios GnRH.

Em adigdo as caracteristicas cardinais da sindrome, individuos com SK podem ainda
exibir diversas outras malformagdes como anomalias faciais leves (atresia e estenose coanal,
fissura labiopalatina e hipertelorismo), anomalias neurologicas (sincinesia bimanual,
nistagmo, agenesia do lobo olfativo e ataxia) e anomalias genitourinarias (agenesia renal
unilateral, micropénis e criptorquidismo), sendo que a sincinesia bimanual e a agenesia renal
tém sido relatadas apenas na forma da sindrome ligada ao X (BOULOUX et al., 1994).
Muitas familias com SK exibem ainda uma variagio fenotipica entre seus membros afetados,
onde estes podem apresentar anosmia e/ou hipogonadismo. Deste modo, atribui-se uma
expressdo variavel aos genes relacionados a doenga, sendo tal variagdo mais extensa nas
familias com heranga autossémica do que naquelas com sindrome de Kallmann ligada ao X
(SKX). Além disso, a penetrancia nem sempre é completa na SK, existindo o relato de

gémeos idénticos discordantes para o fenotipo da sindrome (HIPKIN ez al., 1990).

A incidéncia de SK foi estabelecida em 1/10.000 em individuos do sexo masculino e
1/50.000 em individuos do sexo feminino (JONES & KEMMANN, 1976). PAWLOWTZKI
et al. (1987), investigando a freqiiéncia da sindrome de Kallmann entre pacientes com
hipogonadismo e pacientes com anosmia, mostraram que esta ndo ¢ uma sindrome incomum.
Eles observaram que, de 605 homens 46,XY com hipogonadismo hipogonadotrofico, 19
apresentavam anosmia associada (1/30) e que entre 24 pacientes com deficiéncia olfativa um
tinha sindrome de Kallmann (1/24). Esses dados apoiam a observagdo de que a SK ¢ a causa
mais freqiiente de hipogonadismo resultante de deficiéncia isolada de gonadotrofinas,

podendo atingir um décimo da freqiiéncia da sindrome de Klinefelter.



A maior parte dos casos de SK ¢é diagnosticada na adolescéncia combinando-se
achados clinicos de um pobre desenvolvimento puberal com baixos niveis de esterdides
gonadais e de gonadotrofinas. Considera-se que o teste olfativo seja importante para
diferenciar individuos com SK do hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico (ROSEN et
al., 1979), muito embora seja discutivel a hipotese de que se tratem de entidades distintas. Em
muitos casos, a realizagio de ressonincia magnética pode auxiliar nesta diferenciagio, pois
evidencia a existéncia de aplasia ou hipoplasia de bulbos e lobos olfativos consistentes com o
diagnostico de SK (CASTILLO et al, 1998). Contudo, alguns casos da sindrome nio
possuem alteragGes anatdmicas visiveis em tais estruturas (DISSAVANETE ef al., 1998). O
tratamento desses pacientes consiste em reposi¢do hormonal, o que permite a progressio do
desenvolvimento sexual dos pacientes na puberdade, e na administragdo de GnRH, quando é

desejada a indug@o da fertilidade (KOUSTA ef al., 1996).

Ocasionalmente, pacientes com SK exibem fenotipos de outras sindromes distintas,
também associadas ao cromossomo X, como ictiose, condrodisplasia "punctata", retardo
mental e albinismo ocular (BALLABIO et al., 1986; BALLABIO ez al, 1987, BICK et al.,
1989). Esta combinag@o ¢ resultante da delegdo de genes adjacentes, e representa um exemplo
de uma sindrome de genes contiguos (Figura 2). Em alguns pacientes (METAXOTOU et al.,
1983; TIEPOLO et al., 1980) uma translocagé@o resultante de um pareamento anormal entre os
cromossomos X ¢ Y e de um evento de recombinagio entre seqgiiéncias de alta homologia em
Xp22.3 e Yql1.2 foi detectada (BALLABIO & ANDRIA, 1992). A caracteriza¢io molecular
de tais pacientes, portadores de delegdes e translocagBes envolvendo Xp22.3, permitiu a
localizagdo do gene KAL-/, num intervalo especifico dessa regiio (BALLABIO et al., 1989).
Esta localizagdo foi confirmada por analise de ligagdo utilizando-se o marcador CRI-S232,
previamente mapeado em Xp22.3, em familias com SKX (MEITINGER ef al., 1990) e pelo
achado de uma delegdo intragénica de 3,3 kb dentro do locus KAL-1 em dois irmidos com a
sindrome (BICK et al., 1992).



Xp22.3 > SS

CDPX1
MRX
STS
KAL1

Figura 2 — Mapa moérbido da regido Xp22.3 mostrando a posi¢cdo dos
genes SS (baixa estatura), CPDX (condrodisplasia punctata ligada ao X),
MRX (retardamento mental ligado ao X), STS (sulfatase de esterdides) e
KAL-1 (sindrome de Kallmann)

Posteriormente, seguiu-se o isolamento e a clonagem do gene, mostrando que o locus
KAL-1 é formado por 14 éxons compreendendo cerca de 210 kb (FRANCO er al., 1991,
LEGOUIS et al., 1991), para o qual foi identificado um homélogo ndo funcional em Yql1.2
(DEL CASTILLO et al., 1992). O gene KAL-1 ¢ expresso por ambos X, ativo e inativo, sendo
altamente conservado em espécies relacionadas como primatas e bovinos, mas ndo em

roedores (INCERTI et al., 1992; SAMONTE et al., 1997).

O gene KAL-/ codifica uma proteina de 680 aminoacidos, a anosmina, que possui
forte homologia com moléculas envolvidas no desenvolvimento neuronal, incluindo um
dominio rico em cisteina na por¢do aminoterminal, similar a estruturas previamente descritas
em inibidores de proteases. A regido carboxiterminal da proteina contém repetigdes de
fibronectina do tipo III, dominios adesivos tipicos de moléculas de matriz extracelular
observados em varias moléculas com papel morforegulatorio (FRANCO et al., 1991). Tais
caracteristicas sdo consistentes com o papel putativo da proteina KAL no processo de

migragdo neuronal que ocorre durante o desenvolvimento embrionario humano.



RUGARLI & BALLABIO (1993) propuseram um modelo patogénico para SK, onde a
proteina KAL atuaria como mediador de interagdes entre os axonios dos neurdnios olfativos e
os dendritos das células mitrais essenciais para a morfogénese do bulbo olfativo. A auséncia
da proteina KAL funcional afetaria tais interagdes impedindo que o bulbo adquirisse sua
estrutura normal acarretando, assim, a anosmia. Desde que os neurdnios secretores de GnRH
atravessam essa estrutura para alcangarem o hipotalamo, a falha em seu desenvolvimento

seria um efeito secundario a auséncia de uma rota normal de migragdo (Figura 3).

Epitélio Olfative

NORMAL SINDROME DE KALLMANN

Figura 3 — Modelo patogénico da SK. Em um individuo normal os axénios dos
neurdnios olfativos (NO) atravessam a placa cribriforme (PC) para alcancgar o bulbo
olfativo. Dentro da camada glomerular (GL) do bulbo, eles fazem sinapse com
dendritos das células mitrais (M), cujos axdnios formam o trato olfativo (TO). Um
modelo funcional para a proteina KAL propde que esta € secretada pelas células
mitrais sendo necessaria para o estabelecimento/manutengdo das interagdes dos
axoénios olfativos na camada glomerular. Em SK, a proteina estaria ausente; deste
modo os axdnios olfativos ndo poderiam interagir adequadamente com seu alvo,
finalizando sua migragdo entre a placa cribriforme e o cortex cerebral (adaptado de
RUGARLI & BALLABIO, 1993).



A caracterizagdo do padrio de expressio do gene durante o desenvolvimento foi
obtida quando um homologo ao gene KAL-/ foi identificado em galinhas (KALc). O produto
deste gene mostra 77% de identidade de aminoacidos com a proteina humana e este valor
aumenta em 20% quando sdo consideradas apenas as regides que englobam os dominios
funcionais da proteina KAL (RUGARLI e al, 1993). Para detec¢do do transcrito K4Lc,
estudos de “Northern Blot” e hibridag@o in situ foram realizados em embrides de galinha
utilizando-se o cDNA do gene como sonda. Dentro do sistema olfativo, a expressio do gene
foi inicialmente observada em células do bulbo olfativo, sendo também identificada nas
células de Purkinje do cerebelo, nos primordios do nicleo oculomotor, no mesénquima facial,
no mesonefro/metanefro e na retina. Com esses resultados, a maioria dos sintomas ocasionais
descritos em pacientes com sindrome de Kallmann, como disfungdes cerebelares, sincinesia
bimanual, nistagmo, palato fendido e agenesia renal, poderia ser atribuida a um mau
funcionamento do gene nestas areas que, em galinhas, expressam o gene KALc (LEGOUIS et
al., 1993).

SOUSSI-YANICOSTAS et al. (1998), usando linhagens celulares derivadas do
epitélio olfativo de camundongos, demonstraram que a anosmina promove a adesio de
diversos tipos celulares e funciona também como um substrato permissivo para o crescimento
de neurites em neurdnios cerebelares de camundongos. RUGARLI et al. (1996) observaram
que, em sistemas de expressdo celular in vitro, a proteina sofre clivagem proteolitica,
formando um componente difusivo que se liga a superficie celular. Este dado sugere que a

proteina KAL pode funcionar como uma molécula quimioatrativa para axonios olfativos.

Estudos recentes mostraram que a anosmina € um componente de membranas basais,
encontrada também na matriz extracelular de varios tecidos. Sua presenga foi detectada em
matrizes epiteliais, mesenquimais, pré-cartilaginosas e tendinosas, entre outras. Entretanto,
em varios sistemas, seu aparecimento parece estar restrito a estruturas especificas ou a
periodos definidos do desenvolvimento embrionario. No sistema urinario, foi demonstrada a
presenca de anosmina nas primeiras etapas da nefrogénese de embrides humanos, a partir da
5* semana de gestac@o. Esses achados sugerem que a aplasia renal observada em pacientes
com sindrome de Kallmann seja resultante de agenesia do metanefro ¢ nio de um evento

degenerativo posterior a sua organogénese (HARDELIN ez al., 1999).



Mutagdes de ponto sdo comumente observadas no locus KAL-1 e, cada vez mais,
surgem evidéncias da natureza heterogénea dessas mutagdes. HARDELIN ef al. (1993),
estudando uma amostra de 21 homens com SKX familial, identificaram nove portadores de
muta¢Ges de ponto. Essas alteragdes determinaram a formagio de mutagdes sem sentido e/ou
mutagdes que alteram a matriz de leitura dentro da regido codificadora do gene, sendo que a
maior parte delas foi observada nos éxons 5, 6 € 9 e as demais envolviam um dos sitios de
“splicing” do éxon 12. QUINTON er al (1996b), investigando uma casuistica de 27
individuos afetados pela SK, descreveram nove alteragdes no gene KAL-1, sendo que dessas
mutagdes trés eram, até entdo, desconhecidas. As novas mutagdes por eles descritas incluiam
uma substitui¢do de base no éxon 12, gerando um cddon de parada prematuro e delegdes dos

éxons 1 e 11, cada delegdo caracterizando uma mutacio diferente.

GEORGOPOULOS ez al. (1997), estudando 21 casos esporadicos de hipogonadismo
hipogonadotréfico, observaram alteragdo do gene KAL-/ em um paciente, consistindo tal
alteragdo numa delegdo de 14 pb no éxon 10 do gene. Os autores estudaram ainda trés casos
de SKX familial onde foram detectadas muta¢Ses no gene KAL-1, envolvendo os éxons 7, 8 e
11. GU et al. (1998) e IZUMI ez al. (1999), realizando seqiienciamento direto do gene KAL-/
em individuos com SKX, revelaram alteragdes no éxon 1, uma dele¢do de 11 pb e uma
transicdo de base C — T, levando a uma muta¢do que altera a matriz de leitura e ao
aparecimento de um cddon de parada prematuro. ONEIL ez al. (1998), descreveram um
individuo portador de uma mutagao no gene KAL-/ que resulta na remogdo do sitio aceptor de

"splicing" na jun¢@o do intron5/éxon6.

O prnimeiro registro de mutagdo recorrente no gene KAL-I foi feito por MAYA-
NUNES ez al. (1998). Esses autores identificaram seis individuos ndo aparentados com a
mesma alteragdo de base G — A no coédon 514 do éxon 11 levando a uma alteragio do
aminoacido glutamina para lisina na cadeia polipeptidica correspondente. Esse achado pode
indicar a existéncia de um "hot spot" nesta regido do gene, ou que tal mutagio seja derivada

de um ancestral comum, por efeito de gene fundador.



Existem poucos casos relatados de sindrome de Kallmann devido a delegio completa
do locus KAL-1, sendo a primeira descri¢io feita por HARDELIN et al. (1993b). Esses
autores hibridaram o DNA gen6mico extraido de 20 pacientes com SKX familial com sondas
para os Joci KAL-1 e STS (gene da sulfatase de esteroides, adjacente ao gene KAL-/) e outros
marcadores localizados em Xp22.3. Em dois desses pacientes, nenhuma banda especifica para
0 locus KAL-1 pode ser detectada, enquanto o sinal de hibridagio para a sonda STS foi
observado. Um estudo similar, realizado por QUINTON ez al. (1996b), identificou mais dois
pacientes com SKX familial portadores de delecdes envolvendo apenas o gene KAL-1,
concluindo-se, com esses relatos, que delegdes maiores seriam raras em SK. De acordo com
BALLABIO et al. (1989), sondas especificas para o locus' KAL-1 podem ser empregadas no
estudo de suas alteragdes, incluindo-se sondas comerciais ja disponiveis que s3o utilizadas na
deteccdo de microdelegdes deste gene pelo método de hibridagdo in situ por fluorescéncia

(FISH). A aplicagdo desta técnica e seus principios serdo detalhados num topico a parte.

Por outro lado, pouco se sabe sobre os mecanismos autossdmicos da doenca. No
entanto, segundo GEORGOPOULOS er al. (1997), os genes autossdmicos, comumente
referidos como KAL-2 e KAL-3, respectivamente relacionados aos padrées dominante e
recessivo, parecem ser responsaveis pela maioria dos casos familiais da sindrome de
Kallmann. Esta hipotese € baseada em uma estimativa feita a partir dos casos de SK familial
em que a freqii€éncia de mutagdes observadas no gene KAL-1 ¢ de apenas 11%, ficando ainda

mais baixa, entre 5 € 8%, nos casos esporadicos de SK (WALDSTREICHER et al., 1996).

Anomalias cromossdmicas sdo raras em SK, existindo relatos isolados de: (1)
mosaicismo celular em fibroblastos (46,XX/47,XX,+F) com cariétipo normal em linfocitos de
sangue periférico em um individuo (JONES et al., 1974); (2) a identificagio de um pequeno
cromossomo metacéntrico supranumerario em linfocitos de um paciente e sua mie
(VENTRUTO et al, 1976); e (3) o achado de um pequeno cromossomo marcador,
possivelmente derivado do grupo D ou G num outro paciente (BERGSTROM et al., 1987).
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O primeiro relato definitivo de anomalia cromossomica autossOmica relacionada a SK
foi feito por BEST ef al. (1990). Os autores descreveram um paciente onde a analise
cariotipica revelou a presenga de uma translocagdo reciproca,
46, XY,t(7,12)(7pter—>7q22::12q24—12qter;12pter—>12q24::7q22—7qter). Anos mais tarde,
CASAMASSIMA et al. (1993) relataram um outro paciente com fenotipo caracteristico da
sindrome de Kallmann, cujo estudo cromossomico revelou um rearranjo complexo entre os
Cromossomos 3, 9, 12, resultando no cariotipo: 46,XY,1(3;9)(9;12)
(3pter—3q13.3::9q21.2—>9pter; 12qter—>12q15::9p13—59q21::3q13—>3qter;12pter—>12q15::9
p13—9pter). SCHINZEL ez al. (1995) descreveram o caso de um paciente pré-pubere com
caridtipo 46,XY,der(1),(1pter—1q44::10q26—10qter) apresentando algumas manifesta¢des
fenotipicas da SK. Neste ultimo, a hipotese de SKX foi afastada pelo diagnostico molecular

que demonstrou a auséncia de mutag¢des no locus KAL-1.

E, finalmente, KROISEL er al. (2000) relataram o achado de uma translocacdo
cromossOomica complexa entre os cromossomos 3, 13 e 18 em um paciente com SK, que ainda
exibia uma inversao paracéntriéa no brago longo do outro cromossomo 3. Neste paciente, a
possiblidade de microdelecdo do gene KAL-/ foi excluida, uma vez que a regido
correspondente  foi  visualizada por FISH com sonda especifica para o
gene KAL-1. o cariotipo desse individuo foi descrito como
46,XY,1nv(3)(q24q26.32),t(3;13;18)(q26.32;q21.2;,q12.2), tendo os pontos de quebra sido

determinados com o auxilio da técnica de pintura cromossémica.

Um fato importante a mencionar € que o estudo dessas altera¢des pode ser a chave
para 1dentificagdo do locus (loci) autossdmico (s) mutante (s) envolvido (s) no aparecimento
da SK, e essa analise torna-se muito mais precisa e acurada utilizando-se técnicas de

citogenética de alta resolugdo. O proximo topico dedica-se a descri¢do deste método.
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1.2 - Citogenética de Alta Resolugéo

O padrdo de bandas-G de cromossomos humanos visualizado em vérios estagios da
mitose demonstra que as bandas observadas em metafase resultam da coalescéncia
progressiva de numerosas bandas menores presentes nos cromossomos em fases tardias da
profase. Este fendmeno ocorre simplesmente devido ao processo de condensagdo

cromossomica durante a divisdo celular.

Deste modo, o uso de substancias capazes de inibir a condensacio cromossdmica
permite a obtengdo de células em profase e prometafase, preparagdo de alta resolugio, onde o
numero de bandas visualizado aumenta consideravelmente, variando de 550 a 850 podendo

ser observadas até 1250 bandas por complemento haploide (Figura 4).

Dos agentes empregados em técnicas citogenéticas de alta resolu¢do o mais popular é
o brometo de etidio (EtBr). Este se liga uniformemente ao longo de todo o cromossomo
prevenindo, de forma homogénea, a condensa¢do cromossémica (IKEUCHI, 1984). Dessa
forma, postula-se que o EtBr se intercale entre as bases do DNA, causando alteracdes
conformacionais em sua estrutura que impedem a colisdo de fibras de cromatina e a ligagdo de
proteinas necessarias a condensagdo cromossomica normal. Varios trabalhos descrevem ainda
a utilizagio de agentes como S-azacitidina (VIEGAS-PEQUIGNOT & DUTRILLAUX,
1976), Hoechst 33258 (MARCUS et al., 1979) e DAPI (SCHWEIZER et al., 1980) com este
proposito, contudo estes se ligam preferencialmente a pares de base especificos, levando a

uma inibig¢do diferencial da condensagio ao longo do cromossomo.

Protocolos de sincronizagdo também tém sido utilizados na obtengdo de preparagdes
citogenéticas de alta resolugio. Nestes, as células sdo bloqueadas num estagio especifico do
ciclo celular, empregando-se drogas como metotrexato, excesso de timidina e

fluorodesoxiuridina, seguindo-se de sua liberagdo e coleta da cultura em tempos apropriados.
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Varios métodos de contagem tem sido descritos para estimar o numero de bandas de uma
preparagio cromossdmica. Estes consistem basicamente no uso de um ou mais Cromossomos-
indices ou regides cromossdmicas de referéncia para extrapolar o numero total de bandas de
uma metafase (STALLARD & JOHNSON, 1983; JOSIFEK ef al, 1991). Em alguns
métodos, a estimativa da resolugio de bandas é feita multiplicando-se o numero de bandas
visualizado nos cromossomos-indices por um fator de correcdo (WELBORN & WELBORN,
1993).

A citogenética de alta resolu¢@o tem sido amplamente empregada na determinagdo exata
de pontos de quebra cromossdmica, no mapeamento genético € no estudo de sindromes

associadas a microdelegdes.

10

Figura 4 — Representagao diagramatica do cromossomo 10 com bandamento GTG
em trés diferentes graus de resolucdo de bandas. A esquerda, cromossomo 10
correspondente ao cariotipo haploide com aproximadamente 400 bandas; e, ao
centro e a direita, as figuras representam caridtipos de 550 e 850 bandas
respectivamente (ISCN, 1995).
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1.3 - Hibridagao in situ por Fluorescéncia - FISH

Os acidos nucléicos, DNA e RNAs, ocupam posigdes precisas nas células e tecidos, e
um grande numero de informagdes em potencial sdo perdidas quando estas moléculas sdo
extraidas por homogeneizag@o. Por esta razdo, desenvolveram-se técnicas em que sondas de
acidos nucléicos sio utilizadas para localizar seqiéncias complementares em preparagdes
citolégicas, um procedimento denominado hibridagdo in situ. Esta técnica pode ser aplicada
sobre 0 DNA cromossdmico fixado em laminas ou RNA em tecidos. Seu uso é baseado nos
estudos pioneiros de GALL & PARDUE (1969) que utilizaram sondas de RNA ribossdmico
188 + 28S para identificagdo dos genes que codificam estas moléculas em Xenopus laevis, e
de JONES (1970) que localizou sequéncias de DNA satélites nas regides heterocromaticas

dos céntromeros de cromossomos de camundongos.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, que tornou possivel, ao menos
em prncipio, gerar sondas para qualquer gene de interesse, a aplicagio do método de
hibridagdo in situ se expandiu a0 mapeamento de outras seqiiéncias de DNA repetidas ou
unicas no genoma. Os DNAs clonados podem ser empregados como sondas na identificagdo
de moléculas de DNA ou RNA que possuam seqiiéncias de bases que lhes sdo
complementares. Essa identificagdo baseia-se na capacidade do DNA fita simples encontrar
sua fita complementar e renaturar (ou hibridar) formando uma dupla hélice perfeita unida por
pontes de hidrogénio. O DNA utilizado como sonda € primeiramente desnaturado e incubado
com o DNA alvo, também previamente desnaturado. A mistura de acidos nucléicos € entdo
mantida a uma temperatura abaixo da temperatura de renaturagio do DNA e “anelada”. O
“anelamento” refere-se ao processo de formagdo de hibridos moleculares que contém fitas
pareadas de diferentes origens biologicas, obtidos mediante o esfriamento lento de uma

mistura de acidos nucléicos desnaturados (Figura 5A).

Originalmente, a técnica de hibridagdo foi desenvolvida utilizando sondas de DNA
marcadas radiativamente, geralmente com tritio H>, que decai produzindo uma particula f§ de

baixa energia. A detec¢do de tais sondas € feita por auto-radiografia, procedimento para
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localizacdo de um radioisétopo dentro de uma amostra solida, que envolve a produgio de uma
imagem em emulsio fotografica contendo cristais de prata. Contudo, a resolugio espacial
obtida ¢ limitada, pois a particula § do atomo de tritio, ao desintegrar-se, viaja uma certa
distancia antes de alcancar os graos de prata, formando um halo ao redor do sitio marcado

com um raio de aproximadamente 0,5 um (LARA, 1995).

Uma resolugdo muito melhor € obtida com sondas marcadas quimicamente ao invés de
radiativamente. Uma dessas sondas ¢ o DNA no qual a timina € substituida por uma uracila
biotinilada. Os grupos laterais da biotina no DNA modificado ndo perturbam sua propriedade
de emparelhamento, mas o tornam alvo para a proteina avidina, que € uma proteina que se
liga com grande afinidade a biotina. Depois que o DNA biotinilado € hibridizado com o DNA
nos cromossomos, a avidina marcada com fluoresceina é adicionada. Esta se une aos
segmentos de DNA biotinilados e os torna fluorescentes. A intensidade da fluorescéncia pode
ser aumentada juntando-se um anticorpo, especifico para a avidina, marcado com fluoresceina
(Figura 5B). Os segmentos cromossdmicos assim marcados podem entdo ser visualizados em

microscopio de fluorescéncia (THERMAN & SUSMAN, 1995).

O numero de métodos destinados ao estudo de cromossomos mediante o uso de sondas
ndo radiativas estd aumentando rapidamente. Sondas de DNA contendo bromodesoxiuracila,
digoxigenina, dinitrofenol e outros grupos laterais podem ser detectadas com anticorpos
fluorescentes altamente especificos. Atualmente, analogos de nucleosideos trifosfato
diretamente conjugados com grupos fluorescentes (fluorocromos) em sondas de DNA ou de
RNA estdo sendo desenvolvidos, além disso, estio sendo sintetizados quimicamente
nucleotideos (ribo-ou desoxi-) marcados com uma ou mais moléculas de fluorocromos
(Figura 5C). Essas sondas oferecem a vantagem de poderem ser visualizadas imediatamente
apoOs a lavagem pos-hibridagdo, eliminando a necessidade de se adicionar uma molécula
fluorescente que se ligue a sonda; contudo, a intensidade do sinal obtido é de somente 10 a
15% daquela produzida por sondas equivalentes detectadas por reagentes secundarios. Este
fato ndo € problematico quando dispositivos digitais de captura de imagem sdo utilizados,
semelhantes aos de cidmeras CCD ("cooled charge device"), ou quando a microscopia

convencional € assistida por computador (VERMA & BABU, 1995).
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Figura 5 — Representacio esquematica da técnica de FISH. (A) A sonda marcada e
o DNA alvo sdo desnaturados e hibridados. O resultado é a marcacdo do segmento
cromossémico complementar a4 sonda, que poderd entdo, ser visualizado ao
microscopio de fluorescéncia. (B) Marcagdo indireta da sonda com biotina e
detecgao feita com avidina/FITC. (C) Exemplo de marcagao direta, onde a sonda é
diretamente conjugada ao fluorecromo.



Diversos tipos de sondas de DNA estio disponiveis comercialmente, tendo sido
clonadas em plasmideos, fagos e cosmideos, que comportam insertos que variam entre 4 e 40
kb. As sondas mais extensivamente utilizadas compreendem uma ampla variedade de
seqiiéncias de DNA satélites que reconhecem estruturas especificas tais como centromeros,
teldmeros e regides heterocromaticas dos cromossomos humanos. A composigio das sondas
centroméricas € variavel, de modo a permitir a identificagdo especifica de cada cromossomo

humano (HACKEL & VARELLA-GARCIA, 1997).

Devido a capacidade do microscopio de fluorescéncia permitir a visualizagdo seletiva
de diferentes fluorocromos com emissdes de espectros bem separados é possivel efetuar-se
multiplas hibridagdes. Assim, novas sondas para FISH estdo sendo desenvolvidas a partir de
bibliotecas de DNA obtidas por citometria de fluxo de cromossomos humanos, capazes de
“pintar” cromossomos inteiros em diferentes cores (SASAVAGE, 1992). ANTONACCI et al.
(1995) amplificaram, via Alu-PCR, amostras de 100 células somaticas hibridas de
humanos/hamsters. Os produtos foram marcados e utilizados como sondas em experimentos
de FISH sobre cromossomos metafasicos humanos, a fim de se caracterizar a origem do
material contido em cada hibrido. Mais de 300 fragmentos foram identificados para diferentes
regiGes cromossomicas. A utilizagdo de sondas de FISH se estendeu também para a
identificacio de aberragdes numéricas em nicleos interfasicos, ¢ um refinamento do
mapeamento fisico pode ser obtido combinando-se técnicas de FISH em fibras de DNA

paralelamente linearizadas sobre laminas de vidro — "FiberFISH” (MICHAELET et al., 1997).

Com todos esses avangos a técnica de FISH tem facilitado muito o estudo
citogenético, podendo ser utilizada na caracterizagio de rearranjos cromossémicos
complexos, translocagdes cripticas, e na identificagio de pequenos cromossomos marcadores,
dificeis de se detectar pelas técnicas convencionais de bandamento (LE BEAU, 1996; DIE-
SMULDERS ez al, 1999). Esta técnica também tem sido aplicada no diagnostico de

sindromes associadas a microdele¢des, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - Aplicacdo da técnica de FISH no diagnéstico de sindromes associadas
a microdelecdes. A sonda (sinal vermelho), especifica para a regido envolvida na
determinacdo da sindrome, é hibrididada com o material cromossémico do
individuo. Se o individuo for nomal, o sinal referente a sonda podera ser
visualizado; no caso de presenca de micredelecdo o mesmo néo & detectado. Em
geral, utiliza-se também uma sonda controle (sinal verde), especifica para a regiao
centromeérica, que auxilia na identificagdo do cromossomo e serve como controle
interno da reagéo.
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2. OBJETIVOS




Este trabalho teve como objetivos:

- investigar a ocorréncia de aberragdes cromossdmicas em culturas de linfocitos de

pacientes com sindrome de Kallmann, utilizando técnicas citogenéticas de alta resolugéo e

- determinar a freqiiéncia de microdele¢es na regido Xp 22.3 por hibridacgéio in situ

por fluorescéncia (FISH) com a sonda especifica para o gene KAL 1.
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3. MATERIAIS E METODOS




3. 1 - Casuistica

Os 15 pacientes que compdem a casuistica deste trabalho tinham diagnéstico
confirmado de hipogonadismo hipogonadotrofico e sinais clinicos compativeis com a
sindrome de Kallmann, sendo 12 do sexo masculino e trés do sexo feminino (Tabela I).
Esses individuos foram atendidos nos ambulatérios de Endocrinologia e do GIEDDS
(Grupo Interdisciplinar de Estudos de Determinagdo e Diferenciagio do Sexo) do Hospital
de Clinicas da UNICAMP, onde os critérios adotados no diagndstico da sindrome de
Kallmann foram: 1) sinais clinicos e sintomas de hipogonadismo; 2) baixos niveis de
esteroides gonadais e de gonadotrofinas; - LH /FSH; 3) baixos niveis de testosterona total e
livre; 4) teste de estimulo com GnRH; 5) imagem tomografica normal do hipotilamo e

hipofise para exclus@io de tumor; 6) fungfio tireoidiana normal.

Na avaliagdo clinica (Anexo I) os pacientes foram questionados quanto a histéria
familiar e deficiéncia olfativa, sendo a anosmia referida em 66% dos casos. Nos casos com
recorréncia familial, a sindrome foi considerada como recessiva ligada ao X quando
padrdes classicos desse tipo de heranga foram observados: presenga de no minimo dois
individuos afetados do sexo masculino, auséncia de transmissfio do carater de pai para

filho, auséncia de mulheres afetadas e de consangiiinidade.

O estabelecimento de heranga ligada ao X foi possivel nos pacientes SK-5 e 6
(Figura 7-A) e SK-7 e 8 (Figura 7-B). Apesar de nfo poder ser excluida heranca
autossdmica pela andlise de heredograma no primeiro caso, a observagdo de caracteristicas
clinicas que tem sido descritas apenas nos individuos com SKX, indica o envolvimento do

gene KAL-1 no estabelecimento da sindrome nesta familia.

Nos casos SK-12 e 15 (Figura 8-A) e SK-13 (Figura 8-B), a historia genealégica €
fortemente sugestiva de padrio de heranca autossdmico dominante com penetrincia
incompleta e expressidade varidvel. No primeiro heredograma, o propésito afetado pela SK,
possui uma tia (SK-15) e um primo paternos afetados e no segundo, o caso indice (SK-13)

possui mée anésmica e irmi afetada pela SK.
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Tabela | — Resumo dos achados clinicos observados nos 15 pacientes estudados e provavel
modelo de heranca nos casos onde ocorre recorréncia familial da sindrome de Kallmann AP,

atraso puberal;

escassos; Gn, ginecomastia; Am, amenorréa primaria; AD, autossémica dominante.

Mp, micropénis; Mc, microrquidia; Cp, criptorquidia; PSE, pélos sexuais

N Sex. | ldad. | Anosm/ Carac. associadas ao hipogonadismo Carac. Heranga
Hipos. adicionais
AP Mp Mc Cp Gn PSE
SK-1 M 34 . . N . . . + \\ Baixa estatura Esporadico
ske | M| ¥ * S A D k\\ Palato alto Esporadico
SK-3 L 24 . . " + R + % Pes cavos Esporadico
SK-4 M 27 + + + . + R . §§\§ Ataxia, hipertelorismo | Esporadico
SK-5" M 35 - + + - + + + \ % Rim ectépico Ligada ao X
SK-6* M 28 . + R j . i &x Agenesia renal, Ligada ao X
&\\ Retardo mental
SK-7# M 32 + + + + B . + w 22:1::3 srenal Ligada ao X
SK-8# M 28 + + + N + j . \\‘ Agenwa renal Ligada ao X
SK-9 F Ey " &\\&;\\\\\wa . Baixa estatura Esporadico
N
SK-10 F 26 . . &\\\SNNN ~ + | osteoporose Esporadico
sk11 | M| ¥ + AN IR U I B \Q Esporadico
Sk12a | M | 16 + + | o+ . + . . \\\\ AD?
sk1z | M| # . <l s oo \\\ AD?
SK-14 M 17 - + + - + + + \\ Esporadico

— informagao ndo disponivel.

*# pacientes pertencentes a mesma imandade.
& pacientes pertencentes & mesma familia (tia - SK-15 e sobrinho — SK-12)
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SK7 SK-8
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. hipogonadismo hipogonadotréfico e anosmia

n hipogonadismo hipogonadotréfico

& anomalias renais

Figura 7 — Heredogramas dos pacientes SK-5 e 6 (A) e SK-7 e 8 (B),
exemplificando o modelo de heranca ligada ao X na sindrome de Kaillmann.

O
7 O

SK-12 SK-13

SK-15

A B

- ‘ hipogonadismo hipogonadotréfico e anosmia

:I hipogonadismo hipogonadotréfico

O anosmia

Figura 8 - Heredogramas dos pacientes SK-12 e 15 (A) e SK-13 e 8 (B),

ilustrando provavel modelo de heranga autossdmica da SK em nossa
casuistica.
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Seguindo o protocolo de investigagio do hipogonadismo, amostras de sangue foram
colhidas dos pacientes e encaminhadas ao Laboratério de Citogenética IIumana da
Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP para a realizag8o de exames citogenéticos. As
amostras foram utilizadas para a obtengdo de material cromossdmico por intermédio de
cultivo de linfécitos, sendo as preparagdes utilizadas nas técnicas de FISH, para o estudo de
microdelegdes do gene KAL-I, e de bandamento GTG, para a identificacio dos

Cromossomos e suas anomalias estruturais.
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3.2 — Metodologia

Foram realizadas duas técnicas diferentes no cultivo de linfocitos para a obtengio de
cromossomos prometafisicos: a) uma técnica utilizando o brometo de etidio ¢ b) um
protocolo de sincronizagdo de células, bloqueando-se o ciclo com excesso de timidina.
Ambas as técnicas foram utilizadas a fim de se evitar perda de material, que pode,

eventualmente, ocorrer tanto em um quanto em outro procedimento.

3.2.1 - Técnicas de Cultivo de Linfocitos de Sangue Periférico

a) Técnica Citogenética de Alta Resolugiio com EtBr (YUNIS, 1976)

Coleta do Sangue:
Com seringa e agulha descartaveis previamente heparinizadas (0,1 mL de Liquemine),

foram colhidos de 5-8 mL de sangue da veia do paciente ap6s assepsia local com alcool
70%.

Procedimento de Cultura:

1. Foram preparados quatro frascos de cultura, contendo cada um 10 mL de meio
RPMI-1640 completo suplementado com 20% de soro fetal bovino e 0.2 mL de
fitohemaglutinina (pH para 6.8-7.0). Cada frasco foi devidamente etiquetado indicando o
nimero do paciente e tempo de coleta; em todas as etapas do processo o material foi
manipulado em condi¢des assépticas, preferencialmente sob fluxo laminar.

2. Foi inoculado em cada frasco de 0,5 a 0,7 mL de sangue e incubado em estufa a
37°C.

Procedimento de Coleta das células:

1. Decorridas 70 horas foram adicionados10 pL de solu¢do de EtBr (100ug/mL) aos

tubos alcancando-se uma concentragdo final de 10pg/mL de meio e 2 gotas de colquicina (4

x 10°M) 30 minutos antes da coleta.
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2. Terminado o periodo de incubagio o conteiido dos frascos de cultura foi transferido
para um tubo conico e centrifugado por 10 minutos a 900 rpm.

3. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos em banho-maria a 37°C
para realizagdo da hipotonia. Foi utilizada solugfo hipotdnica de KCl1 0,075M, previamente
aquecida (37°C), sendo que foi acrescentado, a cada tubo, 1 mL dessa solugdo, por cinco
vezes, com intervalos de 10 minutos. A cada acréscimo o sedimento foi ressuspenso
delicadamente com pipeta Pasteur.

4. Apo6s esse periodo foi adicionado cerca de 0,5 mL de fixador (3 metanol: 1 4cido
acético) recém preparado para interromper a hipotonia. O material foi novamente
centrifugado por mais 10 minutos a 900 rpm, descartando-se o sobrenante. O sedimento foi
ressuspenso com pipeta Pasteur.

5. Aos tubos foram acrescentados 3 mL de fixador, misturando-se gentilmente a
solugdo, e estes foram centrifugados por outros 10 minutos. Apos a centrifugacdo, este

procedimento foi repetido por mais trés vezes.

Preparacdo das Laminas:

1. Foram utilizadas ldminas limpas guardadas na geladeira em agua destilada.

2. Com uma pipeta Pasteur a suspensio de células foi colhida (apds a tltima lavagem,
ndo foi adicionado fixador para que a solugdo ficasse bem concentrada) e 2 ou 3 gotas
foram pingadas sobre uma lamina levemente inclinada. A 1amina foi colocada em estufa a
38°C por 1-2 minutos até que estivesse seca.

3. Em cada lamina foram marcados o niimero do paciente, o tipo de cultura, o nimero
da lamina e a data de sua preparagio.

4. Preparadas as ldminas, o restante da suspenséo foi guardado a —20°C adicionando-se
um pouco de fixador em cada tubo e lacrando-o com PARAFILM-M. As ldminas que ndo
foram utilizadas de imediato foram guardadas a 4°C.
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b) Técnica de Alta Resolucio por Sincroniza¢io de Células com Timidina e BrdU

(Manoel Nunes, Instituto Pasteur de Paris, comunicagéo pessoal)

Procedimento de Cultura:

1. Foram preparados dois frascos de cultura, contendo cada um 10 mL de meio 199
completo suplementado com 20% de soro fetal bovino, 0,2 mL de fitohemaglutinina e 12,5
uL de tampdo HEPES (pH final do meio: 6.8-7.0).

2. Em cada frasco foi inoculado de 0,5 a 0,7 mL de sangue e incubado em estufa a
37°C.

Blogueio com Timidina:

1. Apbs 72 horas de incubagéo, foram adicionados em cada frasco 300 uL de timidina
pura (concentracdo final de 10mg/mlL de meio). Os frascos foram novamente levados a
estufa e incubados durante a noite.

2. Ao mesmo tempo, um frasco de PBS foi colocado em banho-maria a 37°C para as
lavagens e uma solugdo de BrdU: 5 mg de BrdU em 5 mL de agua destilada estéril
(10mg/mL) foi preparada.

Lavagem das Culturas:
1. Na manhi seguinte, a solugdo de BrdU foi diluida em 1:10 (1mg/mL de meio).

2. O sangue e o meio de cultura foram transferidos para tubos de centrifuga com rolha

¢ centrifugados por 6 minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi aspirado e descartado.

3. Foram adicionados aos tubos 10 mL de PBS e misturado com auxilio de uma pipeta.
Este material foi centrifugado por 3 minutos a 1.000 rpm; o sobrenadante foi aspirado e
descartado repetindo-se esse procedimento por mais uma vez.

4. Ao sedimento, foram adicionados 100 mL de meio de cultura com 20% de soro fetal
bovino pré-aquecido a 37°C e 200 pL de BrdU diluida, reincubando-se o material por mais
6 horas. Apds esse periodo, foi adicionada uma gota de colquicina em cada tubo e estes
foram incubados por 30 minutos. Em todas essas etapas o material foi manipulado no fluxo

laminar.
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Coleta das células e Preparacido das Liminas
Os procedimentos de coleta e preparo de ldminas foram realizados de acordo com a

técnica habitual, como descrito no item anterior.

3.2.2 — Técnica de bandamento GTG — banda G-Tripsina-Giemsa
(DRETS & SHAW, 1971).

Foram preparados cerca de 300 mL de tampZo fosfato, juntando-se as solugdo A ¢ B
na proporg¢do de 1:1. O pH foi ajustado para 6,8. A solugfo tampao foi distribuida em trés
boréis, mantidos a temperatura ambiente, sendo que em um deles foi dissolvida 0,1 g de
tripsina 1:250. Este borel foi deixado num banho-maria a 37°C.

As ldminas foram mergulhadas, uma de cada vez, no borel contendo tripsina e
agitadas por 6-12 segundos (esse tempo foi ajustado de acordo com a qualidade das bandas
obtidas). A seguir, as laminas foram lavadas nos boréis com tampéo e coradas utilizando-se

solu¢do de Giemsa diluida na proporgdo de 1:3 também tampao fosfato.

Preparacio das Solucgdes:

Soluggo A: 14,2 g de fosfato dissbdico anidro (NaHPO,)/1000 mL de 4dgua destilada .

Solucdo B: 13,8 g de fosfato monobasico de sodio 10 H,O71000 mL de dgua destilada.

3.2.3 - Hibridagéo in situ por Fluorescéncia

Preparacdo das I.dminas:

1. A area escolhida para a hibrida¢io foi marcada com o lipis diamante sobre as
laminas contendo o espécime.

2. As laminas foram imersas na solug@o de desnaturagido por 5 minutos e desidratadas
em uma série de etanois (70, 85 e 100%), por 1 minuto cada e apds foram secas em estufa
(45-50°C).
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Preparacdo das Sondas:

Foi adquirido um Kit para o estudo de microdele¢des do gene KAL-1, incluindo uma

sonda LSI Kallman SpectrumOrange, que se liga especificamente ao locus KAL-1 em
Xp22.3 ¢ uma sonda controle para regiio centromérica do mesmo cromossomo (CEP X
SpectrumGreen — locus DXZ1 em Xpll.1-q11.1). O tampdo de hibridagio e o corante
DAPI/*“Spectrumgreen and orange”, foram adquiridos da mesma firma (Vysis
Incorporation).

1. Os seguintes reagentes foram adicionados, para cada drea de hibridagfo, num tubo
de microcentrifuga: - 7 ul. de tamp&o de hibridagio
- 1 pL da solugdo contendo as sondas
- 2 uL de dgua milli-Q
2. O tubo foi centrifugado por 1-3 segundos, vortexado e centrifugado novamente. A
seguir, foi colocado num banho-maria a 73°C por 5 minutos.
3. O tubo foi removido do banho e deixado no gelo até que seu contetido fosse aplicado

sobre a 1dmina.

Hibridacdo das Sondas aos DNAs alvos:

1. Foram aplicados 10 pL da sonda desnaturada sobre a 4rea marcada que
imediatamente foi coberta com laminula de vidro.
2. As laminas foram colocadas numa cdmara umida e incubadas a 37°C por 12-16

horas.

Lavagem e Detecgfio do Sinal:
1. Foram preparados trés boréis ("1", "2" e "3") contendo solugdo de

50%formamida/2xSSC e deixados a temperatura ambiente.

2. Outros dois boréis, um contendo solu¢do de 2xSSC e outro 2xSSC/NP40, foram
preparados.

3. A laminula foi removida e a ldmina foi imediatamente colocada no borel "1" da

solugdo de 50%formamida/2xSSC e agitada por 3 segundos.
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4. Ap6s 10 minutos, a ldmina foi removida da solugdo e as etapas 3 e 4 foram repetidas
utilizando-se os boreis “2” e “3”.

5. A lamina foi colocada na solugdo de 2xSSC, agitada por 1-3 segundos. Apds 10
minutos a ldmina foi removida e imersa na solugdo 2xSSC/NP-40, agitada por 1-3
segundos e retirada passados 5 minutos.

8. As laminas foram deixadas secar em ambiente escuro para secarem. Em seguida,
foram coradas com 10 pL. da DAPI/“Spectrumgreen and orange” aplicados na 4rea alvo e
cobertas com laminula de vidro. Apés a aplicagio do corante, as laminas foram guardadas

na geladeira.

Preparacio das Solucdes:
Solug@o de 20xSSC — Foram dissolvidos 132 g de 20xSSC em 500 mL de 4gua destilada

(pH 5.3).

Solugdo de 2xSSC — Foram diluidos 100 mL da solugo de 20xSSC com 900 mL de agua
destilada (pH 7,0).

Solugdo de lavagem 2xSSC/0,1% NP-40 — Foram misturados 100 mL de 20xSSC com 899
ml de 4gua destilada e adicionados 1 mL de NP-40 (pH 7,0).

Solu¢do de desnaturagdo (70% formamida/2xSSC) — Foram misturados 49 mL de
formamida, 7 mL de 20xSSC e 14 mL de agua destilada em um borel (pH 7,0-8,0).

Solu¢des de etanol — As diluigdes foram preparadas volume/volume de etanol 100% com

agua destilada.

Solugdo de formamida para lavagem (50% formamida/20xSSC) — Foram misturados 105
mL de formamida, 21 mL de 20xSSC ¢ 84 mL de 4gua destilada (pH 7,0-8,0).
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3.2.4 - Analise Citogenética

De cada paciente foram analisadas, quanto ao padrdo de bandas G, 32 metéafases
(400-550 bandas), para permitir, com probabilidade de 99,9%, a detec¢do de mosaicismo
com pelo menos 20% de células andmalas (segundo tabela publicada em BEIGUELMAN,
1982) e oito prometafases (550-850 bandas). As metodologias utilizadas para a estimativa
da resolugcdo de bandas das prepara¢des analisadas foram as descritos por WELBORN &
WELBORN (1993), que definem o ntmero total de bandas pela soma das bandas do
cromossomo 1 e 2 multiplicada por seis, € por STALLARD & JOHNSON (1983) que o

fazem por interpolacdo da soma das bandas obtidas no cromossomo 10 (Tabela II).

A investigagdo de microdele¢Ses pela técnica de FISH foi realizada utilizando-se
uma sonda especifica para o locus KAL-1, para a qual 30 metafases foram observadas
quanto a presencga dos sinais relativos ao /ocus (sonda marcada com fluorocromo vermelho)
e centromero de X (sonda com fluorocromo verde). Se de 80 a 90% das metafases exibiam

ambos os sinais, concluia-se pela integridade do locus K4AL-1.

As andlises descritas foram realizadas em microscépio Olympus BX 60 acoplado a

um sistema de captura de imagens da Cytovision™ da Applied Imaging Corporation.

Tabela Il - Interpolacdo pela somatéria do nuimero (n°) de bandas visiveis no
cromossomo (cr) 10 para determinagdo do nivel de bandas de uma preparagéo
cromossomica (STALLARD & JOHNSON, 1983).

n° bandas no cr 10 Nivel de bandas n° bandas no cr 10 Nivel de bandas
12 375 31 625
13-14 400 32 650
15-16 425 33 675
17-18 450 34 700
19-21 475 35 725
22-23 500 36 750
24-25 525 37 775
26-28 550 38 800
29 575 39 828
30 600 40-41 850

30



4. RESULTADOS




Os resultados do exame de cariotipo e da analise de FISH para o locus KAL-1 dos
15 pacientes encaminhados para investigacdio citogenética sdo apresentados na Tabela IT1.
A maioria das células observadas apresentou nimero e estrutura de cromossomos
aparentemente normais. Algumas anomalias cromossdmicas foram detectadas (pacientes
SK-3 e SK-9), contudo ¢ provavel que tais alteragdes nfo estejam associadas ao fenétipo
dos pacientes, visto que as mesmas nio foram observadas em mais que uma metafase in

vitro.

A tabela IV mostra uma andlise comparativa entre as duas técnicas. Apesar de
obter-se um estiramento cromossdmico satisfatorio com o emprego do EtBr, muitas vezes
as prepara¢Oes eram dificeis de serem analisadas devido ao alto grau de sobreposi¢do dos
cromossomos. Na técnica de sincronizagdo (timidina + BrdU) a hipotonia foi mais eficaz,

facilitando a anilise, € um nimero maior de células em inicio de divisdo foi observado.

No paciente SK-2 nfo foi detectado o sinal referente ao locus KAL-1 em Xp22.3 em
30 metafases e em pelo menos 20 nucleos interfasicos examinados (Figura 9), o que indica
uma microdele¢io do gene. Nos demais pacientes, ambos os sinais foram visualizados em
todas as células observadas. No anexo II, sdo apresentadas ilustragdes das

metéafases/cari6tipos e imagens de FISH de todos os pacientes estudados.
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Tabela lll: Resultado dos cariétipos, descrevendo as alteracdes estruturais
observadas, e da analise de FISH para o locus KAL-1 (LS| Kallmann) e
CEP-X.

Pacientes Caribtipo | Alteragdes Cromossémicas FISH
Adicionais LsI CEPX
Kallmann
SK-1 46,XY + +
SK-2 46,XY - +
SK-3 46,XY 46,XY ,+tace (1 metafase) + +
46,XY ,-8,+mar (1 metafase)
SK-4 46, XY + +
SK-5 46,XY + +
SK-6 46, XY + +
SK-7 46,XY + +
SK-8 46,XY + +
SK-9 46,XX 46,XX,-9,+mar (1metafase) + +
SK-10 46,XX + +
SK-11 46,XY + +
SK-12 46, XY + +
SK-13 46,XY + +
SK-14 46, XY + +
SK-15 46,XX + +

+ indica que o referente sinal foi visualizado
- auséncia do sinal.




Tabela IV — Andlise comparativa entre as técnicas utilizadas na obtengdo das
preparagdes cromossomicas.

Pacientes Cultura
EtBr Timidina + BrdU
1 2 3 1 2 3
SK-1 ++ ++ +++ ++ +++ ++
SK-2 +4++ + ++ +++ ++ ++
SK-3 ++ + ++ ++ + +
SK-4 ++ ++ + - - -
SK-5 ++ ++ + ++ ++ ++
SK-6 4+ + + ++ ++ ++
SK-7 ++ + + +++ ++ ++
SK-8 ++ ++ ++ +++ ++ +
SK-9 ++ ++ +++ + ++ ++
SK-10 + ++ + ++ ++ +
SK-11 ++ + + + ++ +
SK-12 +4++ + + ++ + ++
SK-13 + + + + + +
SK-14 ++ + ++ + ++ ++
SK-15 +++ ++ ++ ++ ++ ++

1 — Estiramento cromossdmico, 2 — hipotonia e 3 — cultura rica* em células em
divis3o.

- cultura ndo cresceu; + ++ bom; ++ regular; + ruim

* a cultura foi considerada rica quando trés metafases ou mais foram observadas
na objetiva 40x.



5. DISCUSSAO




Figura 9 — Hibridacdo in situ por fluorescéncia utilizando sonda especifica para o locus
KAL-1 em Xp22.3 (sinal vermelho) e sonda centromérica controle CEP-X (sinal verde)
realizada em cromossomos metafasicos e ntcleos interfasicos dos pacientes SK-2 e 9. Em
(A) apenas o sinal referente ao centromero de X pode ser visualizado (paciente SK-2),
enguanto em (B) ambas as marcagbes estdo presentes (paciente SK-9).



Em nossa casuistica, oito, dos 15 pacientes estudados, representavam casos isolados
na familia. Desses pacientes, seis eram do sexo masculino ¢ em apenas um (SK-2) foi
identificada delegdo completa do gene KAL-1. Tal alteragdo foi detectada por FISH
utilizando sonda especifica para o Jocus KAL-1, ndo sendo esta observavel por meio de
andlise citogenética com bandamento GTG de cromossomos prometafasicos. Os demais

pacientes também apresentaram cariotipo normal.

De fato, delecdes.semelhantes, nfio s3o grandes o suficiente para serem observadas
por citogenética de alta resolugdo, nem mesmo quando envolvem a delecdo de um gene
adjacente (BALLABIO et al, 1986). As microdelegbes do gene KAL-I tem sido
evidenciadas por meio de técnicas de "Southern blotting" e, em sua maioria, estdo
associadas a sindrome de genes contiguos (BALLABIO et al., 1987; BICK et al., 1989;
MEINDL et al., 1993; WEISSORTEL et al., 1998). Em dois estudos, realizados por
HARDELIN et al. (1993) e QUINTON et al. (1996), onde um total de 32 individuos do
sexo masculino com SKX familial foram investigados, identificaram-se quatro pacientes
portadores de delecdo em Xp22.3 com remogdo tinica do locus KAL-1. O primeiro relato
prévio de um paciente com SK com microdele¢éio isolada do gene KA4L-I detectado por
FISH foi feito por HOU et al. (1999). O paciente descrito HOU et al. (1999) também

apresentava outros individuos afetados na familia.

O mecanismo mais provavel para o aparecimento dessas dele¢Ges, pode ser
decorrente da existéncia de seqiiéncias repetidas localizadas em ambos os lados do gene
KAL-1 (BARDONI et al., 1988). Estas seqiiéncias podem se parear erroneamente durante a
divisdo celular e a ocorréncia de um evento de recombinagcdo homéloga entre essas regides
leva ao surgimento da delegdo. Esse mecanismo tem sido proposto como o fator causal de
delegdes envolvendo o gene da sulfatase de esterdides, também localizado em Xp22.3, em

individuos com icitiose ligada ao X (YEN et al., 1990).
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Levando em conta tais consideragdes, ndo pode ser descartada a possibilidade da
mie do paciente SK-2 ser portadora assintomatica da mesma delecfio observada no filho. Se
esta hipdtese for excluida, este seria o primeiro caso esporadico descrito de um paciente
com SK devido a delegcdo completa do gene K4L-I. Para tal seria necessario realizar-se o

estudo citogenético da mie do paciente pela técnica de FISH.

O fato € que, independente de serem descritas em casos familiais ou esporadicos, as
microdelegbes em Xp22.3, envolvendo apenas o gene KAL-I em individuos com
manifestacdo isolada de SK, parecem ser raras. No presente trabatho esta freqiiéncia foi de
1/6 nos casos esporadicos do sexo masculino, sendo necessaria a andlise de um maior

numero de casos para o estabelecimento desta freqiiéncia.

Foram estudados ainda quatro pacientes com SK e provavel padrio de heranca
recessiva ligada ao X, pertencentes a duas genealogias distintas (SK-5 e 6; SK-7 e 8), para
0s quais ndo foram detectadas dele¢des do gene KAL-I pela técnica de FISH. Nesses
individuos foram observadas anomalias renais, que, juntamente com sincinesia bimanual,
palato alto, pes cavus e nistagmo, parecem se manifestar apenas em pacientes com SKX.
Uma vez que ndo foram identificadas microdele¢Ses nos pacientes aqui estudados, é
possivel que estes sejam portadores de mutacGes de ponto ou de pequenas delecdes

intragénicas somente detectaveis pela técnica de PCR.

A ocorréncia de agenesia renal entre homens afetados pela SKX tem sido relatada
em cerca de 35 a 50% dos casos (KIRK et al., 1994; ZENTENO et al., 1999), sendo que
metade desses individuos apresenta mutagdes no gene KAL-I. Apesar desses achados
corroborarem a hipé6tese de que o gene K4L-1 possa contribuir com desenvolvimento renal,
ainda ndo existe uma relagdo bem definida entre mutacSes neste gene e anomalias renais.
COLQUHOUN-KERR et al. (1999), estudaram uma familia com alta incidéncia de
agenesia renal em presenga ou auséncia de mutagdes intragénicas de KAL-1, sugerindo a
presenca de um gene autossomico dominante (ou ligado ao X) que, juntamente com KAL-1,

contribuem para a agenesia renal.
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No individuo com microdelegdo em Xp22.3 (SK-2), ao contrario de outros pacientes
com SKX aqui estudados, o exame de ultra-sonografia de abdémen nfio mostrou a
existéncia de anomalias renais, que também nfo sfo referidas no paciente estudado por
HOU et al. (1999).

Nos casos familiais, onde a sindrome parece segregar como uma caracteristica
autossomica dominante com penetrincia incompleta (SK-12 e 15, sobrinho e tia
respectivamente) e expressividade variavel (SK-13), ndio foram observadas alteragdes
cromossOmicas envolvendo autossomos ao exame de caribtipo, €, como esperado, foram
excluidas as microdelegdes em Xp22.3. Dessa forma, a analise citogenética em alta
resolugdo realizada em tais casos ndo foi informativa em relagdo a identificagiio de um

possivel locus autossdmico da sindrome de Kallmann.

A despeito da descrigéo de alguns casos de aberragdes estruturais em cromossomos
autossOmicos, incluindo uma translocagio envolvendo 7q22e 12q24 (BEST et al. 1990),
um rearranjo cromossdmico complexo entre os cromossomos 3, 9 e 12 com pontos de
quebra em q13.3, q21.2p13 e q15 respectivamente (CASAMASSIMA et al. 1993) e um
derivado do cromossomo 1 apresentando delegdo de 1q44 com adigio da regido 10926
*(SCHINZEL et al. 1995), nenhuma informacdio conclusiva sobre a localizagdo dos genes

autossdmicos para SK foi, até 0 momento, encontrada.

Segundo PERSSON et al. (1999) o diagnéstico da sindrome em alguns desses casos
€ contestavel, j4 que as concentragdes de FSH ndo sfo particularmente baixas, sendo
inconsistentes com este diagnostico. Além disso, ndo foram realizadas analises moleculares

que pudessem excluir a participagdo do gene K4L-1 na determinagdo da doenca nos casos
relatados por BEST er al. (1990) e CASAMASSIMA et al. (1993).
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O mais recente relato do achado de uma translocagdo complexa envolvendo
3g26.32, 13g21.2 ¢ 18q12.2, feito por KROISEL er al. (2000), indica outras possiveis
regides cromossOmicas candidatas a portarem gene (s) autossdmico (s) para a sindrome de
Kallmann. Muito embora tal descri¢do seja extremamente interessante, cabe lembrar que,
apesar da possibilidade de microdelecdo em Xp22.3 ter sido excluida por analise em FISH,

ndo foram investigadas mutagdes de ponto no gene KAL-1 no paciente estudado.

E importante mencionar a relevincia da analise citogenética no mapeamento génico,
na medida que restringe a localizagdo dos genes a um determinado cromossomo, ou regido
cromossomica, dentro do genoma. Contudo, seu sucesso depende da ocorréncia de eventos,
relativamente raros, que levem ao aparecimento de aberragées cromossémicas
citogeneticamente visiveis. A possibilidade de detec¢do dessas alteragdes aumenta
consideravelmente quando sdo combinados resultados de estudo de citogenética
convencional com os de anilise citogenética molecular, sendo que um grande niimero de

oncogenes foi clonados dessa forma.

Deste modo, seria interessante investigar a participacio dessas regides, em especial
naqueles casos em que foi excluida a participacdo do locus KAL-1 na determinagdo da
sindrome, em pacientes com SK e cariétipo normal, por meio de técnicas de citogenética
molecular. Esse estudo poderia ser realizado utilizando sondas de pintura cromossomica
parcial que se encontram clonadas em YAC'S e BAC'S, especificas para diversas regides do

genoma humano, incluindo aquelas envolvidas nas alteragGes acima descritas.
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6. CONCLUSOES




No presente trabalho, foi possivel a identificagdo de apenas uma microdelegio do
gene KAL-1 por técnica de FISH dentre os oito casos esporadicos analisados, nfo sendo tal
alterac@o detectada nos pacientes pertencentes a duas genealogias com provavel padrio de

heranga recessivo ligado ao X ou nos demais casos familiais.
A analise citogenética em alta resolucio, realizada em todos os pacientes analisados,

ndo foi informativa quanto a localizagéio de genes autossdmicos da SK, ja que alteragdes

cromossomicas constitucionais nido foram observadas.
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8. ANEXOS




ANEXO |

| AVALIACAO CLINICA DIRIGIDA — SINDROME DE KALLMANN

Nome: Idade:
DGM:
Meédico: Data: / /
CARACTERISTICAS CLINICAS:

M NA

- HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO
- AMENORREIA PRIMARIA

- ATRASO PUBERAL

- ASPECTO EUNUCOIDE

- BAIXA ESTATURA

- GINECOMASTIA

- PELOS SEXUAIS ESCASSOS

- MICROPENIS

- CRIPTORQUIDIA

- MICRORQUIDIA

- ANOSMIA/ HIPOSMIA

- SINCINESIA BIMANUAL

- ATAXIA

- NISTAGMO

- RETARDO MENTAL

- HIPOACUSIA

- HIPERTELORISMO

- PALATO ALTO/ OGIVAL

- FISSURA LABIO-PALATINA

- PES CAVOS

- ANOMALIAS CARDIACAS CONGENITAS
- ATRESIA /ESTENOSE DE COANAS

- AGENESIA RENAL UNILATERAL
- AGENESIA DO LOBO OLFATORIO
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- OUTRAS:

ANTECEDENTES FAMILIARES.

- Recorréncia familiar de problema semelhante:

- Genealogia:



DIAGNOSTICO LABORATORIAL

- Niveis hormonais: FSH
LH

Testosterona Total

Testosterona Livre
Estradiol

Prolactina

- Teste de estimulo com LH-RH (horménio liberador de hormoénio luteinizante)

Tempo LH FSH
(minutos) | (mUl/mL) |(mUl/mL)
0
15
30
45
60’

OBSERVACOES:
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolucdc da preparagao cromossémica
€ de aproximadamente 400 bandas por complemento
hapldide.

Analise em FISH (ao lado) do focus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).

ANEXO Ii

Paciente: SK-1
Cariétipo: 46 XY
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugdo da preparagdo cromossémica
¢ de aproximadamente 475 bandas por complemento
hapléide.

Analise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde). Neste paciente foi detectada
microdelecdo em Xp22.3 (note auséncia do sinal
referente ao gene KAL-7).
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugdo da preparagao cromossomica
e de aproximadamente 550 bandas por complemento
haploide.

Andlise em FISH (ao lado) do focus KAL-1 utilizando
sonda LS! Kallmann (sinal vermelhc) ¢ sonda controle
CEP X (sinal verde).
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sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).

alise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
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Metafdse e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolucdo da preparagdo cromossomica
e de aproximadamente 500 bandas por complemento
haploide.
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Paciente: SK-4
Cariotipo: 46 XY
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolucdo da preparacdo cromossomica
¢ de aproximadamente 400 bandas por complemento
haploide.

Andalise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).

57



N ol /‘ Paciente: SK-6
. S v Vo Caridtipo: 46 XY
i l/ "'*-‘.,_,/ | : ot o .
& ‘.
) b . (Y
X 'Yﬁi oy W P
AL £ e

O‘” (‘

L-" J:.f-*f i N T
/ t SN A,

£ Y v )

Lo » 4

0 R
e a—_

L . e
" Y

I e ™

L

13 14 1 6 18
L |
g ¢ 3
i it i 1 ! ]
13 20 4 22 X ¢4

Metafdse e caridtipo (acima) de wuma celula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugao da preparagao cromossémica
& de aproximadamente 550 bandas por complemento
hapldide.

Analise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).




Paciente: SK-7
Caridtipo: 46 XY

Metafdse e cariétipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugao da preparagdo cromossomica
e de aproximadamente 575 bandas por complemento
haploide.

Analise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelhc) e sonda controle
CEP X (sinal verde).
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resoluga@o da preparagdo cromossémica
& de aproximadamente 550 bandas por complemento
haploide.

Analise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) € sonda controle
CEP X (sinal verde).
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Metafase e caridgtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugio da preparacdo cromossémica
¢ de aproximadamente 425 bandas por complemento
hapldide.

Andlise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).

Paciente: SK-9
Cariédtipo: 46, XX
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Metafase e cariétipo (acima) de wuma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugdo da preparacdo cromossomica
e de aproximadamente 475 bandas por complemento
haploide.

Andlise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda L3I Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).
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Paciente: SK-10
Cariotipo: 46, XX
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugdo da preparagdo cromossémica
€& de aproximadamenie 475 bandas por compiemento
hapidide.

Analise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).
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Paciente: SK-11
Caridtipo: 46 XY
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolucdo da preparagdo cromossomica
¢ de aproximadamenie 400 bandas por complemento
haploide.

Analise em FISH (ao lado) do locus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).

Paciente: SK-12
Cariotipo: 46, XY
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-

tripsina-Giemsa). A resclucac da preparagac cromossomica
¢ de aproximadamenie 425 bandas por compiemenio
hapioide.

Andlise em FISH (ao lado) do Jocus KAL-1 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).

Paciente: SK-13
Caridtipo: 46, XY
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Metafase e caridtipo (acima) de uma célula com

cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugdo da preparacdo cromossomica
¢ de aproximadamente 400 bandas por compiemenio
naploide.

Analise em FISH (ao lado) do focus KAL-1 utilizando
sonda L3I Kallmann (sinal vermelho) e sonda controle
CEP X (sinal verde).

Paciente: SK-14
Cariétipo: 46, XY
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Metafdse e caridtipo (acima) de uma célula com
cromossomos bandados pela técnica GTG (banda G-
tripsina-Giemsa). A resolugdo da preparagao cromossoémica
e de aproximadamente 575 bandas por complemento
hapldide.

Analise em FISH (ao lado) do focus KAL-7 utilizando
sonda LS| Kallmann (sinal vermelho) € sonda controle
CEP X (sinal verde).
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