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Nas palavras abaixo, dirigidas ao Dr. Murray L.
Barr pelo Dr. C.T. Bissel da "University of Toronto", quando do re
cebimento por parte deste de um titulo honorario em Dezembro de
1964, citadas em Thompson e Thompson (1970), encontramos uma nogao
da importancia da cromatina sexual:

"Nao foi senao em 1949, em uma famosa publicagaq
da qual o Dr. Barr era co-autor, que cada Adao e cada Eva receberam
suas roupagens cientificas identificadoras. Como é tao comum em um
acontecimento cientifico, a descoberta veio de uma reanalise do
que parecia ser obvio, a deteegao de uma variagao pequena mas sig-
nificante no que parecta ser uma sequéneia invarigqvel. A descober-
ta do Dr. Barr e seu colega era tao crucial, e ao mesmo tempo tao
inesperada, que, a. gloria com a qual ela foi recebida, foi toeada
inietalmente com ineredulidade e acanhamento.

O Dr. Barr me perdoard se, tendo conhecimento ci
entifico, eu tiver dado uma descrigdo de leigo sobre sua famosa des
coberta. E, abreviadamente, um método para determinar a difererga
entre as células do corpo de um homem e de uma mulher. Nao tem.pre
sentemente,nenhum significado para a compreensdo da mistica femini
naymas um leigo pode especular esperangosamente. Sabtiamos que as
células do corpo contém dois cromossomos sexuais8, cujos efeitos po
dem ser descritos por uma expressao algébrica

X+ Y=M

2X = F .

Desde que os cromossomos X sao maiores do que o
eromossomo Y, parece ‘logico que os dots cromossomos X pogeam cons-
tituir uma massa sufictentemente grande para ser vista ecomo uma pon
tuagdo, agora conhecida como corpusculo de Barr, enquanto a combi-
nagdo XY ndo seria suficientemente grande para ser visivel. Mas a
eiéncia raramente se-orienta -por tal simplifiéagao. 0 assunto se
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mostrou complicado, e acredita-se agora que, gquando uma ecélula tem
dois cromossomos X, um deles se espiraliza e fica inativo, enquan=-
to o outro funciona. 0 que se espiraliza torna-se suficientemente
denso para gser visto. Desde que as celulas somaticas do homem tém
apenas um cromosscmo X, ele nao se espiraliza ¢ ndo sc torna inati
vo. Ele deve permanecer disterdido e funcionande, e quando diesten=-
dido permanece invisivel”.

Apesar de fezer parte da Genética Humana, somente
nesta ultima década & que houve grande interesse pelo estudo da
cromatina sexual, tendo este, alcangado um desenvolvimento verdadei
ramenta febuloso. Veja-se, por exemplo, a ravisao dz Mittwoch(1954)

Overzier, em 1963, segundo Mittwoch (1964), esti
mou que cerca de 2 a 3 pessoas em 1000 tém um desenvolvimento anoy
mal do sexo. O exame da cromatina sexual fornece uma ajuda simples
e frequentemente indispensivel na diagnose de tais casos. Alénm dis
co, pela sua facilidade sc torna possivel analisar grandes nopula-
goes e delas obter estimativas destas anormalidades. Em termos ted
ricos, a origem da cromatina sexual e sua relagdo com 0OS CroOmMOSSO-
mos X dao margens a especulacdes, que muitas vezes estimulam proje
tos de pesguisa, tal como sobre o modo de funcionamento do cromos-
somc X, néo sé na determinacdo do sexo, mas também, de uma maneira
geral.

Usualmente observada em interfase, mas ha a DOSS1
bilidade de o ser no Inicio de préfase (Fig.I.1), porém, ndc nos Ul

+tiros estagios da mitose.

FIG. I.1 - Nucleo de fibroblasto mostrando a permanéncia do corpis

culo de Barr em profase.
Obs.: Cortesia da Dra. U.Mittwoch.
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Salvo em algumas espécies (Gambas e alguns roedores)
a cromatina sexual € raramente visualizada no nucleo das células de
machos normais; logo, a presenca do corpusculo de Barr no nicleo ce
lular interfasico € uma caracteristica citoldgica de fémeas dos ma
miferos (Moore,1966).

Denominada de "satélite nucleolar", pela sua intima
relagdo com o nucléolo dos neuronios em gatos/por Barr e Bertram,em
seu trabalho original em 1949, posteriormente se percebeu ser imprd
pria, essa denominagao, pois que, em muitas células, a cromatina se
xual esta justaposta internamente a superficie da membrana nuclear
(Barr,13851;Graham e Barr, 1952: Moore e Barr,1954) e nao como "saté
lite nucleolar" (FIG.I.2).

v

. “< &

s g o

o, g e
¥ 3 . .

@ @ 7]
" <3
Vo & 8 e, ¥
S =
' N ey o % <,
m{@ - :% 3
=3 ' ‘ t
e oXyad
Lo o
. EART

‘ =
‘ . %3

FIG. I.2 - NUcleo interfdsico de célula do epitélic bucal feminino

mostrando,o corpusculo de Barr, justaposto a superficie

interna da membrana nuclear.

Segundo Moore (1966), o termo "Cromatina sexual" foi
pPela primeira vez usado por Wilson, em 1925, para se referir a uma
pequena e hipotética porgdo do cromossomo X que formava, presumivel
mente, um"diferenciador sexual", relacicnadp a heranga ligada ao se

XO.
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Presentemente, o termo "cromatina sexual" se refere a
um corpusculo de facil visualizagdo nos nicleos interfdsicos das cé
lulas somaticas (Fig.I.2).

Pode também, este corpusculo cromatinico ser denomina-
do de corpusculo de Barr em honra de séu descobridor. Esta denomina
gdo, no entanto, n3o & muito utilizada por ndo ser informativa, nem
descritiva. Outra nomenclatura empregada por Moore (1962) "Cromati-
nasX" €& informativa e indicativa, havendo nela a omissdo da palavra
"sexo", o0 que nos parece importante em varios aspectos, mas € pouco
usada.

Ocasionalmente ainda recebe a denominagao de "cromatina
sexual feminina", também inadequada por nao ser caracteristica des
te sexo, pois, ha seres normais do sexo masculino que apresentam a
cromatina sexual com caracteristicas semelhantes as da fémea. No en
tanto, a nomenclatura mais utilizada & "cromatina sexual" para de
marcar tais corpusculos cromatinicos.

Nos leucécitos polimorfonucleares, a cromatina sexual
esta contidanum apéndice nuclear (Fig. I.3), sendo constituida por
uma dilatagao ligada ao nicleo por um delgado filamento, sendo comu
mente denominada de baqueta ou "drumstick" em inglés. '

FIG. I.3 - Neutr6filos polimorfonucleares femininos mostrando baque

ta. (May-Grlinwald-Giemsa).

Para a morfologia do corplUsculo de Barr deve-se fazer u
ma separacao, se em células vivas ou em células fixadas e coradas.

Muitos autores identificaram a cromatina sexual em cSlu
las vivas (James, 1960; Klinger,1957; Silva-Inzunza,1957), mas,quem
realmente fez descrigoes pormenorizadas foram DeMars (1962),e,prin-
cipalmente,Schwarzacher(1963). Esses dois ultimos autores notaram a
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presenga de corpusculos intranucleares em células femininas e a au-
sencia destes em células masculinas. Tais corpuisculos tém de lym a
%/om de diadmetro, aparecendo, algumas vezes comoum fio dobrado de
0 é/pm a %/»m de espessura e de cerca de 3ﬁgm a %/zm de comprimenta
Ambos autores voltaram a examinar as mesmas ceélulas apos fixagdo e
coloragao ¢ notaram que esta massa densa era Feulgen positiva, ten-
do agora caracteristicas da cromatina sexual. Observou Schwarzacher
que as massas claras,um tanto quanto difusas, apos a fixagdo e colo
ragao se tornavam nitidas, fato confirmado por H8sli (1963).

Tal verificagdo em células "Zn vivo"” veio demonstrar
que o corpusculo da cromatina sexual ndo era artefato de técnica,mas
sim, de existencia real.

Células femininas, fixadase coradas, revelam que o)
corplisculo de Barr € plano-convexo,justaposto a superficie interna
da membrana nuclear. No entanto, exames mais acurados, tanto em téc
nica, quanto em condigdes propicias, indicam ser a forma em "V" ou
em "U", com o vértice voltado em diregdo ao centro do nucleo (Moore,
19€6; Klinger,1962). A membrana nuclear parece se moldar a parte a-
berta do "V" ou "U", sugerindo uma possivel conecgdo entre ela e o
corpusculo da cromatina sexual.

ApGs estas, a forma mais frequente em estruturas fixa
das é a bipartida, descrita pela primeira vez por Crouch e Bar
(1953), a qual podera ser uma forma alternativa do "V", na qual os
seus bragos se encontram separados. Nas células vivas esta forma se
mostra a menos frequente. Além disso, ha formas em fios dobrados,lem
brando as letras "S" e "W", menos frequentes.

Quando nadadjacente a membrana nuclear, a cromatina s
xual €é,na grande maioria das vezes ,esférica, como podemos observar
na figura II.1, descrita por Barr e Bertram em 13439. Mais acurada
mente,e, em algumas preparagoes, nota-se que estas esferas podem sr
separadas em duas porgoes ou em algumas laminas justapostas.

Seu tamanho parece ser constante nas células dip@oi-
des de mamiferos. Em varios tecidos sua medida € de cerca de 0,8um
a l,1lum com uma variagao de O,Z}om x 1, 09/9m a 1 OALm X 1l,4sm
(James ,1964; Moore e Barr,1955). Fazem excegao a esta constan01a as
espécies portadoras de cromossomos X de tamanho incomum. Nicleosmesg
culinos também podem apresentar cromatina sexual, quando a espécie
tiver o cromossomc Y grande, ou em espécies com determinagdo sexual
devida a mecanismos diferentes do XX-XY.

Pode ser visualizada, como vimos, junto ao nucléolo ,
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como descreveram os seus descobridores (Fig. II.1l), em neurocnios,po
rém, mais comumente, € encontrada justaposta & membrana nuclear, in
ternamente, sendo denominada de cromatina marginal ou periférica(Fig
I1.2). Também pode ser encontrada livre no nucleoplasma, sendo cogno
minada cromatina sexual central ou submarginal (Fig. II.1).



HISTORICDO
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Apesar do historico da cromatina sexual relatar sempre
Barr e Bertram como seus descobridores, foi Cajal, em 1909, segundo
Moore (1966), quem primeiro descreveu e desenhou uma massa paranucleo
lar em células do cdo, do gato e do homem, que hoje, provavelmen e,de
nominamos de cromatina sexual. Portanto, Barr e Bertram nao descobri-
ram, propriamente, o corpusculo da cromatina sexual, e sim que estas
massas paranucleolares estavam correlacionadas ao sexo, fato nao veri
ficado por Cajal e outros citologistas de sua época. Em 1939 e 1940,
Barr publicou trabalhos sobre a morfologia da sinapse na corda espinal
de gatos, com o proposito de verificar as mudancas nas sinapses apés
prolongada atividade, demonstrando seu interesse pela estrutura e fun
¢ao dos neuronios.

‘ A II9 Guerra Mundial paralisou suas atividades de pes-
quisa, mas nao o fez esquecer-se de suas idéias. Logo apbés a guerra
retornou as mesmas, primeiramente na "McGill University" e, posterior
mente, na "University of Western Ontario". Sem exito, procurou por al
gum tempo um método para, controladamente, estudar o efeito da estimu
lagao sobre os neuronios.

Ao realizar uma revisdo bibliografica sobre estimulagao
de axonios, fluiram-lhe varias ideéias. Apos diversos ensaios em ner-
vos periféricos, que podiam ser estimulados unilateralmente, escolheu
o hipoglosso, nao sé por sua acessibilidade até o angula da mandibula,
mas também, pelo nlUcleo hipoglossal (das células controle e experimen
tal) estar lado a lado na medula oblonga.

Em 1947, E.G.Bertram, graduado em Ciéncias pela "Uni-
versity of Western Ontario" foi aceito para pos-graduagao em Anapmia.
Dr. Barr, juntamente com Bertram, comegou a. verificar. as mudan-
gas estruturais em células nervosas apos intensa atividade. Monta

ram aparelhos e técnicas para estihular o hipoglosso. Cora-
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vam o material com cresil-violeta com o qual obtinham excelente cclora
¢ao nuclear.

Quando as primeiras secgoes nucleares do hipoglosso fo-
ram examinadas, o dimorfismo sexual. nos nicleos das células de marmi
feros, foi verificado; Bertram notou que havia mudancas cromatoliti-
cas no lado estimulado. Se estas alteracoes foram ocasionadas pela
atividade do neurdonio ou por uma forma moderada de reacao do axonio,
ou ambas as possibilidades, nunca foi determinado. Também, notou que
os nlcleos dos axonios estavam estumescidos e que havia uma discreta
massa de cromatina (massa paranucleolare de Cajal) e uma diferenca na
sua posicdo entre nicleos de neuronios cromatoliticos e de  neurdnios
controles.

ApOs estes dados preliminares, Barr e Bertram continua
ram sua pesquisa. Foi medida a drea do corpo celular e do nucleo do
neuronio com auxilio de um planimetro. Verificou-se um pequeno aumento
em ambas as areas dos neuronios cromatoliticos. O tamanho do nucléo-
lo e da massa paranucleolar foram calculados com ocular micrométrica.
Notaram que o aumento cdo volume dos nucléolos das células experimentais
coinecidia com o restabelecimento da cromatdlise. \

Na massa paranucleolar de Cajal, notou-se também um au-
mento e, além disso, que ela se distanciava do nucléolo durante os Gl-
timos estagios da degeneragao da substancia de Nissl e nos  primeiros
estagios de restauragao da mesma.

Intrigados com a aparente relacao entre a massa paranu-
cleolar e a restauragdo da substancia de Nissl, decidiram delinear por
menorizadamente o movimento da massa cromatinica em células altserddas
de varios animais. Referiram-se a massa paranucleolar como ° "Satélite
nucleolar™ e registraram sua presenca em grande numero de células, tan
to controles como experimentais.

Logo encontraram animais em que nos neuronios do hipo-
glosso naa havia satélite nucleolar. Esta discrepancia apresentava-se
como verdadeiro mistério. Aventaram a hipotese de ter ocorrido uma fa-
lha na colorag2o. Tal ndo ocorrera, pcis que os neurdonios de ambas as
espécies de animais haviam sido corados ao mesmo tempo e na mesma cuba
. de corante. Outras variaveis foram eliminadas, como diferenca de fixa-
gao, condicoes asxperimentais, idade etc.

A investigagdo revelou que, todos os animais, cujos nu-
cleos dos neurdnioc nao contivessem satelite nucleolar, eram do sexo
masculino.

Face a.importéncia de tal descoberta, foi realizada u
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ma intensa e extensa pesquisa em células nervosas(neuronios)de vaias
regides, de varios machos e fémeas de gatos. Tornou-se, desta manei-
ra, obvia a existéncia de um dimorfismo sexual em niucleos de células
nervosas.

Passou-se dai a verificagdo da ocorréncia de tal fato
em neuronios humanos.Com permiss3o do Dr. Eric Linell, do Departamen
to de Patologia da Universidade de Toronto, e do Dr.Francis MacNaugh
ton , do Instituto Neuroldgico de Montreal, Barr e Bertram estudaram
secgbes de suas colegdes neuroldogicas. Mesmo que essas ndo houvessem
sido preparadas especificamente para o estudo de pormenores nuclears
principalmente nas células ganglionares simpaticas, foi possivel ve
rificar um dimorfismo sexual comparavel ao que havia sido verificado
em gatos.

A primeira comunicagdo formal sobre o "satélite nucleo
lar”foi realizada pelo Dr. Barr no Congresso anual da "Royal Society
of Canada" em Halifax, Nova Escdcia, em maio de 1949.0 trabalho foi
apresentado pelo Dr. J.B. Collip, diretor da Faculdade de Medicinada
Universidade de Western Ontario, naquela €poca. Ao mesmo tempo o clas
sico trabalho foi publicado na revista "Nature" (Londres) em 30 de
abril de 1949, sob o titulo: "A morphological distinction between
neurones of the male and female, and the behaviour of the nuclear sa
tellite during accelerated nucleoprotein synthesis."

Ohno, Kaplan e Kinosita (1959) num estudo em cé&lulas
profasicas de ratos, concluiram pela origem do corpisculo da cromati
na sexual ser de um Unico cromossomo X, posteriormente confirmada pe
lo uso da autoradiografia. Sabe-se também que individuos do sexo fe
minino com um cromossomo X deficiente apresentamum corplisculo de cre
matina sexual menor (Jacobs e cols., 1960 e 1961), e que mulheres com
isocromossomo do bragc longo do cromossomo X apresentam um corpluscu-
lo de cromatina sexual maior do que o das portadoras de cromossomo X
de tamanho normal(Fraccaro e cols., 1964), o que esta de acordo com
as conclusoes de Ohno, Kaplan e Kinosita (1959).

g,
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FIG. II.1 - Dimorfismo sexual em neurdonios de gatos.

A*"Satellte nucleolar"adjacente ao nucléolo;B~Auséncia
do"Satélite nucleolar" em neuronios mascullros C-"Sa
télite nucleolar" no nucleoplasma. A e C sao celulas
femininas.(Cortesia do Dr. M.L.Barr).
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I - Heterocromatina e Eucromatina

Desde a demarcagac por Henking, em 1831, (apud Moore,
1966), o cromossomo X tem sido um enigma, nao sé em Citogenética, mas
também, na Cenética de uma maneira geral, parecendo ter uma tendén-
cia de permacer condensado durante os periodos interfasicos e pro-
fasicos, enquanto com os autossomos tal niao se verifica.

Montgomery, em 1904 e 1906, chamou a condensagao pre-
coc¢e dos cromossomos do hemiptero Pyrrocohris de heteropicrose, e

Heitz, em 1928 e 1929, chamou as regices que permanecem condensadas,
formando, por conseguinte, cromocentros no nicleo interfasico de "he-
terocromatina"}e as regioces nac condensadag}de "eucromatina' (apud
Hamerton, 1971).

Feitz, em 1933, estudando o cromossomo X de Droscphi-
la melanogaster, notou-o subdividido em duas porgdes: a porgaco proxi-

mal, incluindo o centromero e a zona organizadora do nucleolo, sendo

constituida de heterocromatina;e a DPOTCaon distal} sendo  constituicda

de eucromatina (apud Moore, .1966).

lNa figura III.1l, apresentamos, a esquerda, uma célula
feminina, e a direita,uma masculina. As poergoes negras sao heterocro-
maticas e as claras, eucromdticas. Nota-se também que a heterocromati
na nao esta presente somente nos CromosSsomos sexuais, mas também,
na regido centromérica dos autossomos. Verifica-se também que, como
j& referimos, o cromossomo X ¢é parcialmente heterocromatico, enquan-
to o cromossomo Y & totalmente heterocromatico. Como somente a por-
¢3o heterocromatica participa na formagao dos cromocentros em ni-
cleos interfasicos, pode-se notar que o cromocentro formado pelo
crcmossomo Y € maior do que o formado pelo cromossomo X, ja que a
porgdo heterccromatica do X & menor que o cromossomo Y. Como ocor-

re o pareamento somatico em Drosophila melanogaster, tanto em nucle
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os masculinos quanto femininos, aparecem dois cromocentros grandes,
lado a lado, junto ao nucléolo.

Qg

-— er e e -

FIG. III.1- Diagrama da distribuicao da eucromatina e da heterocro-

matina em D.melanogaster, segundo Heitz, em 1933 (Figu-

rea modificada).

-~

Andlises genéticas realizadas nesta espécie, através de
Morgan, Miller, Stern e Sturtevant, entre outros, concluiram que as
regides heterocromaticas dos cromossomos X se apresentam vazias,sen
do os genes ligados ao sexo encontrados, quase que totalmente, nas
regioes eucromaticas (apud Moore,1966).

Schultz, em 1847 e Hannah, em 1951, (segundo Pavan,1966),
admitiram que a heterocromatina teria fungdes genéticas, porém, di-
ferentes das apresentadas pelas regides eucromaticas. Para Mather,
em 1943 e 1944, a heterocromatina seria composta por genes repetidcs
ou réplicas, que produzem efeitos similares, pequenos e complementa
res, diferentes do efeito mais nitido dos genes maiores, sendo oS
poligenes essenciais para uma otima adaptacdo do individuo ao meio
(apud de Robertis, Nowinski e Sdez, 1952).

A heterocromatina pode ser classificada em dois grupos,
segundo Brown (1966):

a. Heterocromatina constitutiva: ocorre na
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mesma porgac dos dois cromossomos homé
logos; exemplo: a heterocromatina cos
cromossomos autossomicos bem comn  dos

cromossomos sexuais de Drosophila mela

nogaster (Fig. III.1).

b. Heterccromatina facultativa: ocorre so

mente em um dos dois cromossomos homo-
logos; exemplo: o cromossomo X inative
em heteropicnose positiva,formando o
corpisculo da cromatina sexual na espé
cie humana,(Fig. I.1 e I.2) bem como o
grupo de cromossomos heterocromaticos,
de origem paterna, nos machos do cocci
deo Planococcus citri (Fig. III.2).

J 0

Células somaticas

Pyogenitores
x4 G?) Células * Cromossomos
ve ;2 germinativas heterocroma
} o ticos  gue
i/////}ﬁ se degeneramn.
- /
1 4?0 | Celulas somaticas(®
)

FIG. ITII.2 - Heterocromatina facultativa no coccideo Planococcus ci-

s

tri.

No coccideo Planococcus citri, o grupo de cromossomes

paterno torna-se heterocromatico nos machos, enquanto que ,tanto o
grupo paterno, quanto o materno, permanecem eucromaticos nas fémeas.
Durante a espermiogénese, o grupo paterno de cromossomos heterocroma
ticos se degenera. No homem, tanto o X materno,quanto ¢ paterno, podem
se tornar heterocromatico, formando o corpusculo da cromatina sexual.

nas células femininas.
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A heterocromatina apresenta as seguintes caracteristi-
cas: condensagao durante a interfase, geneticamente vazia, menor
frequencia de recombinagdo, desespiralizagdo e replicagdo tardia de
seu ADN.

Um dos problemas mais controvertidos e interessantes em
organismos superiores,é o mecanismo pelo qual segmentos do  genoma
sdo geneticamente inativados. Segundo Comings (1967}, Huang e Bonner,
em 1862, e Barr e Beutler, em 1963, sugeriram que histonas reprimem
a sintese do ARN dependente do ADN, e Allfrey, Littau e Mirsky(1963)
e Littau e cols. (1965) sugeriram que histonas ricas ou modéradamen
te ricas em lisinas ou em argininas, diferem na sua capacidade rela-
tiva de se unirem para formar ADN e para a inibicdo da sintese de
ARN.

Destas observagoes, pode-se pensar que a atividade ge-
nética de um segmento de cromatina pode depender do tipo de histona
com o qual esta associado. Para testar isto, -Comings (1967) fez ele
troforese em gel de acrilamida de histonas ricas em lisina e modera
damente ricas em lisinas e em argininas. Criou trés modelos: A) he
terocromatina versus eucromatina; B) células metafasicas versus cé-
lulas interfasicas e C) linfécitos maduros versus linfGeitos estimu
lados por fitohemaglutinina; nestes modelos, hd uma diferenga marcan
te em conteldos de cromatina geneticamente ativa e geneticamente i-
nativa. Em nenhum destes modelos houve uma diferenga,nos padrodes de
histona, estatisticamente significante. Comings concluiu que, embo-
ra as histonas possam atuar como um repressor generalizado,e sarcom
ponentes da cromatina, outros fatores, que nao uma variagao nos pa
drdes histonicos, podem ser responsaveis pela repressido e derepres-

sdo de segmentos especificos do genoma.

II - Evidéncias de que o corplUsculo da cromatina sexual é formado

por um Unico crcmossomo X.

Quando da descrigd@o por Barr e Bertram, em 1949, do
corpusculo da cromatina sexual, somente a fizeram como causadora de
um dimorfismo sexual nos nlcleos interfidsicos dos mamiferos. Pela
estrutura bipartida que as vezes apresenta o corpusculo da cromati-
na sexual descrita por Klinger (1958), e segundo a teoria de Heitg,

para cromossomos sexuais de Droscophila melanogaster, foi admitido

ser o corplUsculo da cromatina sexual representado pela jungao das
regides heterocromaticas de dois cromossomos X, sendo que, nas célu
las somaticas masculinas haveria um corpusculo cromat{nico)cujo ta
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manho seria a metade do corplsculo cromatinico das células femininas,
uma vez que nas células somdticas masculinas normais, de mamiferosha
somente um cromosgomo'x, enguanto, nas celulas femininas normais ha
dois. Esta nogdo de corpisculo cromatinico masculino com a metade do
tamanho em relagaoc ao feminino foi facilmente eliminada pelo uso de
métodos e técnjcas laboratoriais mais refinadas,

Junker, em 1923 (apud Ohno, 1866), verificou que o con
ceito de "uma vez heterocromatina, sempre heterocromatina" nao seapyé
cava aos cromossomos X de varios insetos, pois, em hermafroditas de
Perla marginata (2n = 22) com X3X,0, na porgdo testicular do ovotes-

tis, 0 Xj e o X2 aparecem heterocromiticos ao longo do seu comprimen
to total, em espermatdcitos primarios, bem como em todas as fases da
prafase I da meiose, enquanto que se desenvolvem eycromaticamente os
mesmos X3 e X, na porgaq ovariana. '
H3a trés tipos de evidéncias de ser um Unico cromossomo

X que participa na formagdo do corpusculo da cromatina sexual:

- 1Q Evidéncias citoldgicas em nicleos profisicos e inter

fasicos.

29 Evidéncias autoradiograficas.
39 Evidéncias citoldgicas em individuos com multiplaes

Cromossomos sexuais.

19 Evidéncias citoldgicas em nicleos profdsicos e interfisicos.

Ohno, Kaplan e Kinosita (1959), observando nicleos inter
fasicos de ambos os sexos de Rattus norvegicus)verificaram a presen-

¢a na fémea e a auséncia no macho, de um cromocentro. Na fémea, havia
um cromocentro em nicleos aparentemente dipldides e dois corpusculos
heteropicnéticos em nlcleos aparentemente tetrapldides. Em machos,di
pléides ou tetrapldides, ndo se visualizava este cromocentro.

Na figura III.3, observam-~se os nucleosg "a" de ratosma
choe; 08 "b" de fémeas diploides e os "c" de fémeas tetrapldides. Os
nucleos da fila 1 estdo em interfase; da fila 2 em-inicio de pr&fase;
da fila 3)em estigio mais adiantado de profase-e os da fila 4 em me
tiafase. Observa-se na coluna "d", a inexisténcia de um ©uromocentro
nas figuras la, 2a e 3a; na metadfase 4a, os cromossomos X e Y estdo
demarcados. Na figura 1lb, um cromocentro aparece bem distinto. Nas
figuras 2b e 2c¢c,vém-se um cromossomo heteropicnotico condensado  ao
longo do seu comprimento total, e, na placa metafdsica da figura Uub,
dois cromossomcs X acrocéntricos. Na figura lc, constata-se a presen
ga de dois cromocentros em nlicleos interfasicos; nas figuras 2c e 3c,
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dois cromossomos heteropicndticos, e na figura 4c, quatro cromosso-
mos X acrocéntricos estdo demarcados.

Segundo Hamerton (1871), Ohno e cols,,em 1959 e 1960,
sugeriram que a heteropicnose positiva do cromossomo X depende de
sua origem, se materno ou paterno. Desde que a fémea tem dois X, um
materno e outro paterno, enquanto, o macho, um X de origem materna,
o X heteropicndtico poderia ser o paterno, mas, mesmo antes da  re
jeigao desta hipdtese, Ohno e Hausclka (1960) sugeriram que mais pm
vavelmente a heteropicnose se alternaria entre os dois X, dependen-
do da atividade celular. Stewart, em 1960, segundo Hamerton (1971),
sugeriu que ncs nucleos interfisicos, somente um X seria necessdrio,
para o metabolismo e a fisiologia celular, em isopicnose, tal como
um autossomo. Qualquer cromossomc X adicional seria supérfluo para
o metabolismo; funcionalmente inerte; condensando-se, portanto coré
vel; estando, usualmente, como um corpusculo aderido a membrana nu-
clear.

Ohno e Makino (1961), estudando fetos humanos do quar
to més de gestagdo, aproximadamente, mostravam, pela primeira vez,
na especie humana, que o corpusculo da cromatina sexual em nucleos
interfdsicos femininos seria provavelmente formado por um ﬁnico.crg

mossoma X condensado.

29 Evidéncias autoradiograficas.

A sintese de ADN na interfase pode ser estudada pela
marcagao de cé€lulas com precursores radioativos de ADN, sendo mais
usada a que é feita com timidina tritiada, seguida de autoradiogra-
fia. Isto, se possivel, porque hi pouco ocu nenhum "turnover" de ADN
na célula, A assincronia na’'sintese de ADN éntre os diferentes cro
mossomog & comum em varias espécies. Taylor, em 1960, segundo Hamer
ton (1971), foi quem fez a primeira indicagdc de que um dos - ‘dois
cromossomos X em féme asde mamiferos diferencia=se dos autossomos em
relagdo a sintese de ADN. Notou uma diferenga no padrao de marcagdo
entre os dois X homologos. Um mostra um padrdo de sintese semelhan-
te ao X das células masculinas, enquanto a replicagdo do outroc X o-
corre na ultima metade do periodo S. A replicagdo do X marcado e do
brago longo do outro X continua apds a replicagdo autossomica estar
realizada (Fig. III.S).

Gilbert e cols., em 1962, estudaram a sintese de ADN
em culturas, marcadas por timidina no fim do periodo S, de linfdci-
tos de mulheres normais, e mostraram que um cromossomo completavea a
replicagdo muito tempo apds os outros. A identificacdo deste Cromos
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somo com sintese de ADN tardia como um X, foi obtida em pacientes com
aberracCes numéricas do cromossomo X por Morishima e cols., em 1962,
Rowley e cols., em 1963, Gianelli, em 1963, Atkin e Gustavson, em
1964, Muldal e Gustavson, em 1964, e Muldal e cols., em 1963, bem co
mo, em pacientes com aberragoes estruturais dos cromossomos X ( dele
goes e isocromossomos) (apud Hamerton, 1971).

FIG. III.3 - Interfase, profase e metafase de c8lulas de Rattus nor

vegicus.
0BS.: Cortesia do Dr. S. Ohno.

Segundo Hamerton (1971), Ohno e Cattanach, em 1962, es
tudaram o desenvolvimento de uma translocagdo ni3o reciproca autosso-
mo-X no camundongo, sendo que cerca de um tergo do autossomo que re
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presenta o grupo I de ligagao era inserido no cromossomo X de ° tal
forma que o X translocado (Xt) era aproximadamente 20% maior do que
o normal. Demonstraram que o segmento cromossomico inserido compor-~
tava-se como parte ‘integrante do X, manifestando heteropicnose posi
tiva quando o X assumia esta condigao (Fig. III.4).

Cattanach, em 1961, havia mostrado que o segmento trans
locado incluia os loci "pink eye" e "chinchilla", e que, os camundon

gos de constituigdo cromossdomica XX, heterozigotos para os carac-

n’
teres acima, mostravam variagdes na cor da pelagem. Ohno e Cattanach
(1962) demonstraram que nas regides da pele em que havia fendtipo va
riado, as células continham o Xi condensado, enquanto onde aparecia
o tipo de coloracao selvagem, © Xt se apresentava em isopicnose e
o X, heteropicnotico. Portanto, pode-se postular a origem do corpus
culo da cromatina sexual através de um Unico cromossomo X ( segundo
Hamerton, 1371).

Nota-se, portanto, uma nitida relag3o entre o numero

de corpusculos de Barr e o numero de cromossomos X com replicagao

tardia.
i
1 f' < P ’%.l
-l S ,'
- | ! i '
— P :
i
|
X Autossomo
Cromossomos Xt Xn

. Celulas somaticas

X+ heteropicnotico Xn heteropicnético
FIG. III.4 - Esquema da translocacdo nao reciproca autossomo-X no

camundongo.

39 Evidencias clinicas.
Em individuos portadores de aneuploidias dos cromos-

somos X, a relagdo entre o numero de cromossomos X presentes (B) e

o nimero de corpisculos de cromatina sexual (p) é€: p = (B - 1),isto
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é, o numero de corpusculos de Barr & sempre menor em uma unidade do

que © numero de cromossomos X Dresontes' hd portanto, uma nitida re

lag3o entre o numero de cromossomos X e o de corpusculos de Barr.

FIG. III.5

L

R S

Cromossomos metafiasicos de mulheres, com inclusdo de
timidina tritiada e uso de autoradicgrafia. Admite-se

que © cromossomo com replicagao tardia, indicado pela
seta, seja um dos cromossomos X.
Cortesia do Dr. S. Muldal.

Em individuos 47/XXX ou 48/XXXY, o nimero miximo de

corpusculos de Barr € dois; em um com 48/XXXX ou u48/XXXXY, ha tres;
em um com 46/XX ou 47/¥XY, ha somente um; em um com 45/X0 ou 46/XY ou
46/XYY, a cromatina sexual & megativa.

-~ 3

FIG. III.6 - NUcleo interfasico feminino com constituicdo cromossomi

ca 47/XXX,onde se notam claramente,dois corpusculos de
cromatina sexual.
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Portanto, tanto em citologia de nlicleos profidsicos e
interfésicos,como em autorédiografi; e estudos de aneuploidias e a-
berragdes estruturais dos cromossomos X, evidencia-se a origem do
corpusculo da cromatina sexual a partir de um Gnico cromossomo X em

heteropicnose positiva.

DESENVOLVIMENTO DOS CROMOSSOMOS SEXUAIS EM CELULAS GERMINATIVAS

De acordo com Ohno, em 1958, em espermatdcitos,o cro-
mossomo X inteiro, bem como o Y,aparece excessivamente condencado do
leptoteno até c¢ final da meiose II (segundo Ohno, 1964y), porém, em
o6citos, tal ndo se verifica, permanecendo os dois cromossomos X a-
lJongados e nao condensados, tal como os autossomos (Ohno e colabora
dores 1961),(Fig. III.7).

'
(S

FIG. III.7 - Cromossomos meidticos de Chinchilla laniger
Cortesia do Dr. S. Ohno

Na figura III.7-A aparece a forma assumida pelo biva-
lente XY, onde ha clara heteropicnose positiva. Na figura III.7-B,a
forma assumida pelo bivalente XX & quase completamente semelhante a
dos bivalentes autossomicos.

Melander, em 1963, ¢ Hansen-Melancz2r e Melander, en
1963, acham que a condensagao precoce do bivalente XY na meiose,com
pareamento ponta a ponta, parece apresentar duas razoes diferentes(
apud Hamerton,1971):

19 Nas cf€lulas germinativas das gonadas do sexo heta-
rogamético, o uUnico X desenvolve umz adaptagdo evolucionaria prote-
gendo-se, entao, de possiveis trocas génicas. Esta protegdc temporad
ria seria dada pela heteropicnose positiva do bivalente XY;
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29 Em cClulas somaticas femininas, a heteropicnose de
um X ou do Z, persiste por varias geragdes celulares, sendo o resul-
tado da inativagZo per ocasido da separagac entre a linhagem germina
tiva e a scmatica. :

Para Ohno (1964y), a condensagd@o precoce dos Cromosso-
mos sexuais, durante toda a meiose em células germinativas masculins
aparece.para preconcluir o pareamento entre o X e o Y. Se quiasmas o
corressem ettre 0 X e o ¥, @ permuta genética poderia ser desastrosa pa
ra o mecanismo de determinacao sexual.

Celulas germinativas Células -

Mitose Meiose somaticas

FIG. III.8 - Padrao de desenvolvimento,dos cromossomos sexuais, na

porcdo germinetiva ¢ somatica do macho e fémea em

mamiferos. (Seg. Ohno,1964).

Na Figura III.8 a porgcao clara representa a eucromati-
na, enquanto a heterocromatina & representada em negro. O Cromcssomo
Y permanece heterocromatico. 0 X masculino somente na meiose se apre
senta heterocromdtico. Um Unico cromossomo X,no sexo feminino, se a-

J
presenta heterocromatico nas células somaticas.

EPOCA EM QUE, PELA PRIMEIRA VEZ, APARECE O CORPUSCULO DA CROMATINA
SEXUAL.

Estudos sobre o corpisculo de Barr em embrides de mami
feros, em varios estagios de gestagdo, tém mostrado que nucleos femi
ninos se tornam cromatinc-sexual positivos ao se iniciar a diferen-

ciacdo somatica.
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Austin e Amoroso (1957) selecionaram, entre 311 em
brides de gatos, 70 cujo estdgio variava desde duas células até o vi
gésimo dia de gestagado.

Encontraram:

a. tres embrices cujo estagio de desenvolvimento  era
anterior ao de mérula; em nenhum deles foi verifica
da a presenga do corpusculo da cromatina sexual.

b. Vinte e seis embrides em estagio de morula; nenhum
era cromatino-sexual positivo.

c. Doze blastocitos (69 - 149 dia de gestagao),em que
somente um blastocito, em estdgio tardio, exibia o
corpusculo da cromatina sexual.

d. Vinte e nove embrioces implantados (159 ao 209 dia
de gestagao), 15 dos quais apresentavam o corpﬁscg
lo da cromatina sexual na maioria das celulas e 1u
nao os apresentavam.

TAB.III.1 - Idade do aparecimento do corpusculo da cromatina sexual

em embrices de gatos, segundo Austin e Amoroso (1957).

Nﬁmero“de Est&gio.de Cromatina sexual
Embrioces desenvolvimento Positiva Negativa
-3 antes de morula - 3
26 morula - 26
12 blastocitos 1 11
29 implantados 15 1y
70 16 5u

Park (1957), fazendo um estudo em 33 embrices humanos
e em 18 embrices de macacos, obteve resultados muito semelhantes s
de Austin e Amoroso. No caso de embrices humanos, aparece pela pri-
meira vez o corpusculo da cromatina sexual em trofoblastos no 129
dia de gestagdo, e, no embrido propriamente dito, no 169 dia de ges
tagao. Em macacos, aparece no 109 dia em trofoblasto% e,no 19?2 dia

de gestagao, no embrido.Nunca,antes deste periodo, Park verificou o

)
corpusculo. Portanto, aparece primeiramente o corpisculo de Barr em
trofoblastos e mesoderma corionica (109 e 129 dia) e, posteriormen-
te, no embriao propriamente dito (19?2 e 169 dia).

Glenister (1956) examinou 22 embrices do sexo masculil
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no e 12 embrices femininos, cujo comprimento variava entre 18 e 150
mn, da espécie humana. Entre os femininos, a frequeéncia de niucleos
cromatino-positivos encontrava-se entre 30% e 50%, enquanto que,nos
masculinos, nunca a frequencia foi superior a 10%. Encontrou também
em c2lulas do sinciciotpofoblasto, d2 um blastocito implantado, cor
pusculo de cromatina sexual.

Axelson (1968), analisando 48 embrides de porcos, ob
servou que o primeiro aparecimento do corpusculo da cromatina sexu-
al ocorria em blastulas de 45 células. Nenhum corpisculo de Barr fa
observado em 24 embrides com 4 a 20 células. A autora nao obteve,no

entanto, nenhum embrido com um numero de 21 a 44 células.

TAB. III.2 - Idade do aparecimento do corpusculo da cromatina sexu-

al em embrices de porcos, segundo Axelson (1968)

Nﬁmeroﬁde NﬁQero de Cromatina sexual
embrioes celulas Positiva Negativa
24 4 a 20 -
24 45 a 800 11 13
ug 11 37

Ohno (1864y) fez observagoes sobre o aparecimento do
corpusculo de Barr em embrides de camundongos, ratos e hamsters.To
dos os embrides implantados, com constituigdo cromossdmica XX,inva
riavelmente,continham um X condensado no inicio da préfase,bem co
mo no nicleo telofasico.

Melander (1962) estudando, em coelhos,o aparecimento do
corplsculo da cromatina sexual, notou que comega a se evidenciar em
alguns nucleos interfasicos de embriGes, com aproximadamente 400
células e se desenvolve no 59 dia da embriogénese em mais de  30%
das c€lulas interfasicas (Fig. III.9).A linha continua indica a re
lagao entre o grau de desenvolvimento e a percentagem de células in
terfasicas com cromatina sexual em 25 embrides. O corpusculc da cro
matina sexual comega a se evidenciar quando o embriio esta compos-
to de aproximadamente 400 células. No 59 dia de gestagao, .aumeuta
consideravelmente a frequéncia de nlcleos cromatino-positivos, a
tingindo mais de 90% das células,pouco antes da implantagao do em
brido. A linha tracejada mostra a freqliéncia de anafases com ten-
sdao cromatica durante o periodc de formagao da cromatina sexual, a



- 73 -
qual aumenta até um maximo,quando o embrifo esta composto de aproxi
madamente €00 a 1000 células e decresce até zero, imediatamente an
tes da implantagdo do embrido (Dados de Melander,1962).

1007 .
¢ de células com +93%
80" cromatina sexual. 80
604 - 60
implantaga¢
40 L 4o
20+ . 20
r - . . n9 total de célulasg
L-—O%—-—-.———-——rﬂ‘ 1 . + 7 —
100 200 300 400 600 1000 2000 uOO0O0 8000
3,5 dias apos o
’T acasalgmentou’ B 5,0
FIG. III.S - Cromatina sexual em embrices de coelhos, segundo Melan-
der (1862).

Portanto, aparentementc, o zigoto XX de mamiferos come-
¢a seu desenvolvimento com ambos os.cromossomos X eucrométicos,para,
na época da implantacdo um X purmanecer eucromitico e o outro, adqui-

rir heteropicnose nositiva.

PROPORCAO X-AUTOSSOMOS

Apesar da grande variagdo no nimero dipléide entre mami
feros placentarios, a massa total de material cromossomico ai conti-
do parece ser a mesma, bem como o desenvolvimento padrdac do cromosso
mo X, de qualquer forma ou tamanho, € tal que, se¢ condensado, todas
as espécies contém a mesma proporgdo de material eucromitico no cro-
mossomo X em relagao aos autossomos (Ohno, Begcak e Becak, 1964 ).

Estes autores determinaram a area total dos cromossomos
( 2), a drea do cromossomo X ﬁﬁaz) e a relagao entre o X e o conin
to hapldide( X:AX) (Tabela III.3).Classificaram, de acordo com estes
dados,o cromossomo X em trés categorias:

a. X tipo original, cuja relagdo X:AX & de aproximadanen

te 5%. Encontrado no homem,.,gato ca
chorro, burro e gado, sendoc que em
cada nicleo de célula somatica do
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macho ou fémea, ha um cromossomo X

em isopicnose (Fig. III.10).

b. X tipé duplicado,cuja relacdc X:AX € de aproximadamen

te 10%; encontrado no hamster.

Em 1962, Saksela e Moorhead, usando um fixador especial,
sugeriram que, na fémea do hamster, além de um X inteiro, hi mais um
brago do outro cromossomo X também condensado. No macho ha um  brago
do X que também manifesta heteropicnose positiva. 0 X do hamster € du
as vezes maicr que o do tipo original, mas a quantidade de material
eucromatico presente no hamster, tanto no macho quanto na fémea, bem
como nas espécies com o X do tipo original é aproximadamente a mesma.
Istc poda ser explicaco porgue, na fémea do hamster, aparece ur coqﬁg
culo cromatinico maior e um menor, € no macho, um Unico eujo tamanho
se iguala ao menor da fémea, sendo originado pela heteropicnose posi
tiva do cromossomo X (Seg. Ogno, Begak e Begak, 1964 ).

TAE. III.3 - Proporcdo X-autossomos em varias espécies de mamifercs,

segundo Ohno, Becak e Becak, 19645,

Eﬁfffiﬁ, n? dipldide Kzzf2§ota1 (ﬁfg) X22§
Homem (2n=46) Homo sapiens ’158,85 ’u,77 5,28
Bovino (2n=60) Bos taurus 165,73 4,65 5,60
: 5,07 cavalo 6,53
Mula (2n=63) Hibrido 153,23 4,17 burro 5,41
Gato (2n=38) Felis domestica 149,46 3,75 5,10
Cachorro (2n=78) Canis familiaris 160,36 "u,11 5,07
Camundongo(2n=40) Mus musculus l1us5,1y 4,56 6,45
Hamster (2n=44) Mesocricetus au-
ratus 158,31 8,33 10,44

Rato (2n=17/18)Microtus oregoni 152,28 12,70 15,71

c. X tipo triplicado, cuja relacdoc X:AX & de aproximada

mente 15%; encontradd no Microtus
oregoni. Ndcleos interfasicos so
maticos de ambos os sexos tém gran
des cromocentros adjecentes a mem
brana nuclear. Desde que esta

nassa € quase que o cromossomo X
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inteiro condensado, aproximadamente 2/3 do cromossomo X nas cé&lulas
somaticas de ambcs os sexos apresentam-se em heteropicnose positiva,
mantendo-se, desta maneira, proporgaoc aproximadamente igual de mate
rial eucromdtico entre os sexos, bem como entre espécies com X  do
tipo original, duplicado e triplicado.

d. X tipo quadruplicado. Posteriormente, no Microtus a-

grestis)encontrou—se um cromos

somo X que era aproximadamente

4 vezes maior do que o X do ti

po original. Pela maneira com
que se condensa nos niucleos interfasicos, mantém a relagdac aproxima
damente igual de material eucromatico para um conjunto diploide de
CrOmoS SOomos .

- o

2% A % % A. X do tipo original, compre
& endendo 5% do genoma.

— B. X do tipo duplicado,ccrrre

endendo 10% do genoma.

) C. X do tipo triplicado, com
% § preendendo 15% do genomasa
fémea do Microtus oregoni &

normalr,ente XO.

%9 3 D. X do tipo quadruplicaco,
compreendendo 20% do geno

il [

OBS.:As porgdes negras sao  as

que apresentam heteropicno
se positiva,enquanto as

claras sao as que apresen-
tam isopichose.

L

FIG. III.10 - Heteropicnose positiva, dos cromossomos sexuais, em

varias espéciss de animais.

Na figura III.10, nota-se o cromossomo Y em heteropic
nose positiva.

Em estudos com individuos aneupléides, tais como XO,
XXY, XXX e XXXY, mcstrou-se gue os autossomos exercem algum contro-
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le sobre o desenvolvimento individual de um X. Este controle autossd
mico parece realizar-se, no entantc, apenas e tao somente na época da
implantagdo do embrido, quando a decisdo para que um se torne isopic
nético e o outro heteropicndtico € realizada. Uma vez decidida, esta
caracteristica, torna-se fixa e irreversivel (Ohno e cols., 196H44).

Atkin, segundo Ohno e cols. (196U4}), realizou . estudos
exaustivos em tumores humanos aneupldides, no sexo masculino, notan-
do que, quando estes tumores ndo eram hiperploides ou hipotetraploi-
des, os cromcssomos X nunca formavam corpusculos de cromatina sexual
Uma vez que o cromossomo X nas células somaticas de embrides masculi
nos normais permanece sempre eucromatico, todos os cromossomos X nas
c€lulas de tumores em homens com 24A+XXXY s3o incapazes de formar um
corplsculo de cromatina sexual, pois que se originaram de um uUnico X
isopicndtico. Este fato mostra claramente que o controle autossémico
é, em parte, responsavel pela diferenciagdo entre os cromossomos X.

Pode-se calcular o nimero miximo de corpusculos de cro
matina sexual pela formula de Harnden (1961) (apud Beiguelmann,1967)

B=X-P

WL onde
B
X
P = grau de ploidia.

numero de corpusculo de cromatina sexual,
nimero de cromossomos X presentes,

Entretanto, esta formula ndo poderd ser utilizada quan
do o grau de ploidia for impar, pois que, em individuos - tripldides
XXY, deveria ser esperado meio corpusculo de cromatina sexual, o)
que nao ocorre.

© ' Outra férmula apresentada por Stewart e . Sanderson
€1961), para calcular a frequéncia de nicleos com um ou mais corpus

culos de cromatina sexval, em pessoas com carictipo anormai, é&:

1=nF + Q- ¥
onde n = proporgaoc de nlicleos cromatino-positivos (P),

SR S EYVPN

(1 - n) = proporgao de nicleos cromatino-negatives, x = numero de c

mossomos X presentes.
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A variacdo nos padrdes cromatinices, nos diversos ani-
mais, resulta sempre da expressao diferente de um maesmo fendomeno, a
heteropicnose.

Em cé€lulas humanas, o dimorfismo sexual nuclear, basea
do no corpusculo da cromatina sexual, foi e continua sendo intensa
e extensivamente estudado, pois constitui a base para testes clini-
cos, importantes na ajuda do diagndstico do desenvolvimento sexual.
Este dimorfismo ocasionado pelo corpusculo de Barr € semelhante em
miritas espécies de animais, porém hi variagdes nos padrdes cromatini
cos entre células de um mesmo individuo, de uma espécie para outra
etc.

0 corpusculo da cromatina sexual descoberto por Barr e
Bertram (1949), e demonstrado sér derivado de um uUnico cromossomo X
pof Ohno, Kaplan e Kinosita (1959,),é,muitas vezes, maior do que as
massas cromatinicas originadas de autossomos.

Se, num nucleo, a cromatina autossOmica esta virtual-
mente ausente, como em muitos neurcnios (Fig.II.1l), ou delgada, como
na mucosa bucal (Fig. I.2), o corpusculo da cromatina sexual aparece
nitidamente. A estes nucleos, Moore (1966) denominou "wvesiculares".
(Fig.IV.1). Porem, o inverso pode ocorrer, isto &, a cromatina autos
somica ser grosseira, bastante condensada, como, por exemplo,nas por
g¢oes contornadas dos tubulos renais e no figado humano, dificultando
em muito, quando n3o, tornando impossivel a identificagdo do corpus-
culo que se origina do cromossomo X.

Nas figuras IV.1-A (neurconio) e IV.1-B (célula da muco
sa bucal), aparecem os nicleos vesiculares, onde se nota claramenteo
corpisculo da cromatina sexual. Em IV.1-C (células foliculares do ova
rio de jaritataca) e IV.1-D (células do lobo anterior da pituita-
ria de tatu), aparecem nicleos onde a cromatina autossdmica esta con
densada e dificulta, em muito, a verificagdo do corplUsculo de Barr.
Ep IV.1-E (célula de figado humano), com nicleos picndticos, onde o
alto grau de condensagao cromatinica torna impossivel o reconhecimen
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to do corplisculo da cromatina sexual.

Portanto, o dimorfismo sexual nuclear € claro em nicle
os vesiculares, & dificil de ser observado em nucleos com cromatine
condensada e nio & rcconhecivel em ndcleos picndticos ou naqueles
com muitos cromocentros grandes.

0 dimorfismo sexual, baseado no corplusculo da eromati-
na-X em nlicleos interfasicos, foi intensamente revisto por Moore em
1966.
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FIG. IV.1l - NUcleos celulares de varics animais
OBS.: Cortesia do Dr. K.L. Moore.

PADROES CROMATINICOS

I - EM PRIMATAS
a. Na Espécie Humana

0 dimorfismo sexual nuclear na espécie humana foi ob-

servado em, praticamente, todas as cé&lulas, com excegdo das que a-
présentam niicleos picndticos (Fig. IV.1-E).

' Nos nucleos das células do coOrtex da adrenal, das car

tilagens, da camada de Malpighi)na epiderme, dos neurdnios, da muco

sa bucal e dos musculos lisos, existem boas condigdes para a deter-

minagdo do dimorfismo sexual nuclear.

b. Em Simios
b.1 Macacos ( gorilas, gibdes, chipanzés, orangotangos).

Klinger (1963) e Hamerton e cols. {1961 e 1963), (seg.
Moore ,1966), estudaram padrdes cromatinicos em esfregagos de céluls
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da mucosa bucal e em cultura de pele de varias espécies de macacos,
demonstrando a existéncia de um dimorfismo sexual nuclear semelhan-

te ao encontrado na espécie humana. Em gorilas (Gorilla gorilla go

rilla), 42% dos nlUcleos das células do epitélio bucal apresenta vam
o corpusculo da cromatina sexual, enquanto que, em 4% dos nacleos
masculinos, aparecia um corpusculo algo semelhante aoc das células fe
mininas, porém de tamanho menor. A cromatina autossomica, de uma ma
neira geral, & mais grosseira do que na espécie humana.

FIG. IV.2 - Células do epitélio bucal de gorilas.
0BS.: Cortesia do DR. K.L.Moore.

Nas células femininas A e B, da figura IV.2, observa-se

o corpusculo da cromatina sexual aderido a membrana nuclear. C é
uma célula masculina.

b.2 - Macaco Rhesus

Prince, em 1952 e 1955, descreveu uma diferencga sexual
em padrdes cromatinicos em células nervosas de varias regides do cd
rebro e da corda espinalybem como em varios outros tecidos desta es
pécie (apud Moore, 1966).

'b.3 - Em macacos platirrinos

Beath e Benirschke (1962) estudaram tecidos de 31 maca
cos platirrinos. Um corplisculo de cromatina sexual tipico, anilogo
ao dos outros primatas, foi encontrado nas femeas de todos os eni
mis.,0 tamanho, posigdo, frequéncia, numero e aspectc das massas cro
matinicas sdo muito semelhantes aos dos tecidos humanos.

II - EM CARNTVOROS

Um dimorfismo sexual nuclear, comparavel ao dos prima-
tas, se verifica em células dos carnivoros abaixo:
1. Urso Preto ( Euarctos americanus)
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2. Gato (Felis domestica)

3. Coiote ( Canis latrans)

4, Cachorro (Canis familiaris)

5. Raposa (Vulpes fulvus)

§. Leao (Felis 1leo) -

7. Minque (Mustela vison)

8. Jaritataca americana ( Mephitus mephitus)

9. Lobo cinzento ( Canis nubilis)

10. Furao (Mustela putorius furo)

11. Mao pelada americano (Procyon lotor)

12. Marta (Martes americana)

Com excegao do mao pelada americano (Procyon lotor), do

furao (Mustela putorius furo) e da marta (Martes americana), varios

tecidos mostram dimorfismo sexual nuclear em todos os animais. estu-
dados. Destes tres, s6 foram examinadas células do tecido nervoso
(Moore, 1966).

Os neurdnios de carnivoros sdo mais vesiculares e menos
abundantesem cromatina autossdmica do que os de primatas, o que fa-
cilita a verificagdo da diferenga sexual na morfologia nuclear nes
te grupo de animais.

Hay e Moore (1961), estudando tecido nervoso de 4 espé-
cies de carnivoros, encontraram um nitido dimorfismo sexual nuclear,

cujos dadecs se podem observar na Tabela IV.1.

TAB. IV.1l - Incidéncia e posicao da cromatina sexual em tecido ner-

vosc de alguns carnivoros.

POSICAO DA CROMATINA SEXUAL
REGIAQ SEXO Adjacente ao Livre no Adjacente "a TOTAL
nucleolc  nucleoplasma memb.nuclear (%)

LOBO CINZENTO

- F 52 7 35 gy
Cortex motor M Y 1 3 8
Cgl“ié}s. de  p 8L n 6 94

urxinje M 5 1 3 9
Nicleo hipo- F €9 14 11 9y

glossal M 3 2 3 8
Corda espinal F 63 11 16 30

(Células do M 3 2 3 8

corno anterior)

Ganglios dor~ F 76 9 7 92

sais M 2 1 2 5.
Ganglios estre F 80 8 6 9y

lados M 3 1 1 5
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URSO PRETO

Cortex motor F 76 5
M Y 0
Células de F 80 3
Purkinje M 4 1
Nicleo hipo F Yy 9
glossal M 7 1l
Corda espinal
(Células do co:_:i Sﬁ g
no anterior
Ganglios dor- F 79 4
sais M 4 0
Ganglios estre F 68 16
lados M 3 0
RAPOSA VERMELHA
- . F 89 2
Cortex motor M 1 0
Células de F 75 8
Purkinje M 2 0
NGcleo hipo- F 75 8
glossal M 1 0
Corda espinal
(Células do COL Sg l;
no anterior)
Ganglios dor- F 82 2
sais M 1 2
Ganglios estre F 74 0
lados M 6 0
COIOTE
. F 34 10
Cortex motor M 4 1
Células de F 84 0
Purkinje M 2 1
Nicleo hipo- F 66 5
glossal M 3 0
Corda espinal :
(Células do cog§ 62 li
no anterior)
Ganglios dor= F 53 ‘10
sais M 1 2
Ganglios estre F 57 12
lados M 1 c
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"OBS.: Dados obtidos de Hay e Moore (19861).



FIG. IV.3 - Celulas nervosas de varios carnivoros

Todas as células, com excegdo da C, s3o femininas.
A - Gato; B - Cachorro; C - Cachorro; D - M3o pelada americanc;E -
Raposa; F - Coiote; G - Lobo cinzentoj; H - Marta; I - Ledo.
OBS.: Cortesia do Dr. K.L.Moore.

III.- EM ARTIODACTILOS

a. Bisao americano ( Bison bison)

A grande quantidade de cromatina grosseira,de origem au-

tossomica, presente em células de ambos os sexos,impede a identifi

)
cagao do corpusculo da cromatina sexual (Moore,1966).

b. Boi (Bos taurus)

Dimorfismo sexual presente em neurdnios. Em outros nicle-
0s, a cromatina grosseira dificulta tal reconhecimento. '

. Com hidrdlise acida em tecido pancreatico e adrenal o di
morfismo sexual pode ser reconhecido (Lang e Hansel, 195383 seg.Moo
re,1966).

c. Veado virginiano ( Odocoileus virginianus)

S6 foram examinadas células nervosas, onde o dimorfismo se
xual nuclear esta presente (Moore,1966).

d. Ovelha (Ovis aries)
Ha muitos cromocentros nas células, porém uma diferenga se

xual na morfolcgia nuclear fol observada em todas. Somente na muco-
sa bucal e vaginal, Bruere nacdetectou o corpusculo da cromatina se



xual ( segundo Moore,1966).

e. Porco (Sus scrofa)

A cromat

-
LRl

--dsC.

sexual € facilmente identificavel

em

células nervosas (Tabela IV.2); no entanto, a identificagdo se tor

« md . - « . . .
na dificil nas celulas de Purkinje, bem como em outros tecidos

e

orgaos pela existéncia da cromatina grosseira(Cantwell e cols. ,l958,

e Hay e Moore, 1961).

TAB. IV.2 - Incidéncia e posicdo da cromatina sexual em tecido ner-

voso de porco

POSICAO DA CRCMATINA SEXUAL (%)

REGIZO SEXO Adjacente ao Livre no Adjacente a T?§§L
nucleolo nucleoplasma Memb.nuclear

- F 54 1 37 g2
Cortex motor M 5 0 2 7
Células de Pur F 74 3 13 g0
kinje M 15 1l 1 17
NUcleo hipo- F 87 3 5 g5
glossal M . 1 1l 3
Corda espinal(Cée

lulas do cornc” § 72 % g 92
anterior
Ganglios drorsais F 46 2 4l 89

M 1 0 1 2

Ganglios estre- F 21 1 70 82

lados M 1 0 3 4

OBS.: Dados obtidos de Hay e Moore (1961).

Cantwell e cols. (1958) visualizaram também a possibili

dade de determinar o sexo genético de machos, fémeas e também de in

tersexos. 0 padrao cromatinico destes Ultimos & semelhante ao das fé

meas. (Tabela TV.3).

f. CaErinos

Somente verificavel em células do tecido nervoso(Moo

re,1966).

IV - EM PERISSODACTILOS

a. Cavalo (Equus caballus?

Hoshino e Toryu, em 1959, (apud Mcore,1966) ,verifica
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TAB. IV.3 - Incidencia (%) e posicdo da cromatina sexual em varics

tecidos de fémeas, machos e intersexos de porco

POSIGAO DA CROMATINA SEXUAL

TECIDO SEX0O Adjacente ao Livre no nu Adjacente a TOTAL
nucleolo cleoplasma  Memb.Nuclear (%)
Ganglios dor- F 72,0 11,0 11,0 94,0
sais I 73,0 10,0 10,0 93,0
M 3,0 2,0 0,0 5,0
F 73,5 10,0 11,0 94,5
Cerebelo I 70,0 10,5 14,5 95,¢C
M 5,5 i,0 0,5 7,0
Corda espinal F 76,0 10,0 9,5 95,5
(Corno ventral)l 74,0 9,0 11,0 4,0
M 3,5 1,0 1,0 5,5
- . . _F 56,0 9,0 32,0 97,
Gapglios sim- 1 53,0 10,0 35,0 98,0
paticos M 6,0 0,5 1,0 7,
. F 74,0 11,0 10,0 95,
Cortex I 71,0 9,0 9,0 89,0
M 7,0 3,0 1,0 11,0

OBS.: F= feminino; I = Intersexo; M = Masculino
Dados obtidos de Cantwell e cols. (13958).
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FIG. IV.4 - Células nervosas de varios artiodactilos

A = Vaca; B = Touro; C = Caprino machoj; D = Caprino fe~
mea; E = Veado fémea; F Suino fémea.{Por cortesia do Dr.K.L.Moore)
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ram diferenga sexual nuclear em tecido nervoso, epitelial e muscu-
lar liso do duodeno. Em outros orgdos, a cromatina grosseira nao per
mitiu reconhecer tal fenomeno.

b. Burro (Equus asinus)
Benirschke, em 1865, apud Moore (1966), observou cro

matina sexual tipica em células da pele de mulas e fémeas de burros.

V - EM INSETIVOROS

a. Qurigos

Furieri, em 1958, n3o verificou cromatina sexual em
neurdonios do cortex cerebral (apud Moore,1966).

b. Toupeira (Scapanus latimanus)

Dimorfismo sexual presente em neurdnios da corda es-
pinal(Furieri, 1958; segundo Moore, 1966).

¢. Musaranha (Neosorex palustris)

Somente reconhecido o dimorfismo sexual nuclear em
células nervosas da corda espinal (Moore,1966).

VI - EM QUIROPTEROS

a. Morcego ( Tadarida mexicana)

Dimorfismo sexual so descrito em neuronios da corda
espinal (Furieri, 1958, segundo Moore,1966).

VII - EM DESDENTADOS

a. Tatu (Dasypus novemecinctus)

0 corpusculo da cromatina sexual ndo & reconhecivel
ém células nervosas e em varios tecidos (Hay e Moore,1961), mas Beath
e cols.,.em 1962, segundo Moore(l966), ao estudarem esfregagos da
mucosa bucal dessa espécie, observaram, que. em média, 37% das célu
las femininas eram cromatino-positivas, e nas masculinas, em scmente
4% havia um corplisculo algo semelhante ao das células femininas.

VIII - EM MARSUPIAIS
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a. Gamb& (Didelphys virginiana)

0 dimorfismo sexual nuclear em células nervosas nao &
realizado, nessa espécie, pela ‘presenca ou nao do corpusculo de Barr
nos nicleos (Tab. IV.4). Mo macho, hd um cromocentro significantemen-
te menor que no sexo feminino {(Tab. IV.,5 e Tig. IV.5)(Graham e Barr,
1959). Em tecidos nao nervosos, ocorre o mesmo fato. Somente em células
da epiderme € que as diferengas nas meédias das dimensces maximas da
cromatina sexual entre os dois sexos, nao se mostraram estatisticamen-

te significantes (Graham e Barr, 1959).
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FIG. IV.5 - Nicleos de varias células do tatu
A - Cortex motor feminino; B ~ Cortex motor masculino(em

anbos néo se reconhece a cromatina s2xual); C - Células femininas do
cortex da adrenal; D - Células masculinas do cértex da adrenal; E -
Células pancreadticas femininas; F - Células pancredticas masculinas

(Obs. Cortesia do Dr. K.L.Moore).

IX - EM LAGOMORFOS

a. Coelhos (Oryctolagus cunniculus)

Nos nlcleos de ambos cs sexos foi encontrado por Moore e Bars,

d
.
-

. o«
em 1953, segundo Moore (1966), de uma a quatro massas cromatinicas
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TAB. IV.4 - Incidéncia e posicdo da cromatina sexual em neuronios do

TEMEA MACHO
0

REGIAC a b ¢ TOTAL a b ¢  TOTAL
Cortex cerebral 22 72 0 9y 9 77 O 86
Hipocampus (C&lulas

piramidais) 18 75 1 Iy 17 77 O gy
Cortaex cerebelar (cé-

lulas de Purkinje) 25 64 O 89 15 68 O© g3
Corca espinal (corrno :

ventral) 12 65 8 | 85 17 46 O 63
Ganglios dorsais - 6 65 3 74 5 61 1 67
Ganglios estrelados 18 78 © 96 8 73 O 87

M £E D I A 17 70 2 89 12 68 O 80
OBS.: a = adjacente ao nucléclo; b = livre no nucleoplasma; ¢ = adja
cente a membrana nuclear (Dados de Graham e Barr, 1959).:
TAB. IV.5 = Tamanho (s+) da cromatina sexual em gamba.

T E C I D O FEMEA MACHD t
Cortex cerebral 0,8 x 1,0 0,6 x 0,8 3,533
Hipocampus (células pira-

midais) 0,8 x 1,0 0,6 x 0,7 7,371
Cortex cerebelar (células

de Purkinje) 0,8 x 1, ,5 x 0,7 11.01¢
Corda espinal (corno ventral) 0,3 x 1, ,5 x 0, =
Ganglios dorsais 0,8 x 1, ,6 x 0,8 7,324
Ganglios estrelados 0.8 x 1, ,6 x 0,8 2,027

Mm E D I A © 0,8 x 1,1 0,6 x 0,8

OBS.: Dados obtidos de Graham e Barr (1959). Todos os valores de t
revelam significancia ao nivel de 5%.°

grandes paranucleolares sem se verificar o dimorfismo sexual nuclear.
Em c2lulas de Purkinje, no entanto, Castro e Sasso{(1959)
observaram guc, nas femininas, havia dois cromocentros grandes e, nas

masculinas, somente um.
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James (1960), observando mesentério jejunal, notou que

a cromatina sexual aparecia em 99% a 100% das celulas femininas.
Hulliger, Klinger e Allg8wer (1963), apos incubacgdo,or
24 horas, de leucocitos de coelhos, ndo foram capazes de identificar
células masculinas e femininas. S6 conseguiram fazé-lo apés 3 a i d
as de incubacdo, quando a proliferagdo de células se verifica, e ¢

fy fHe

lulas do tipo fibroblasto aparecem em grande numero.

Nayyar e Barr (1966), observando nucleos mesdteliais
grandes de fémeas, notaram serem os mesmos livres de cromocentros,ex
ceto para uma Unica massa cromatinica localizada adjacente a membra-
na nuclear; 96% dos nlucleos femininos eram cromatino-sexual positivog

- ’ -
enquanto, no macho, somente 3% possulam um corpusculo semelhante.
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FIG. IV.5 - Neuronios de gambi.

Obs.: A - neurdnio: de fémea; B - neuronio de macho
Cortesia do Dr. K.L.Moore.

X - EM ROEDORES
a. Castor (Castor canadensis)

Em vista da cromatina ser muito grosseira, o dimorfismo sexual

nuclear nic & evidenciado (Moore 1966).

b. Chinchila (Chinchila laniger)
FHopkins e Whidden, em 1959, segundo Moore (19€6), descreveran

dimorfismo sexual em células do figado mas nao em cartilagem,intesti

)
no, pele, tvin e bexiga.

c. PRato de bolsa (Goemys thomomys)

Marmota (Marmota monax)

Predas (Cavia procellus)

Te acordo com Moore (1966) nestas trés espécies nao ge
constata dimorfismo sexual nuclear. Nayyar e Barr (1966) verificaram,
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no entanto, que, em média, 65% dos nicleos do mesentério em fémeas e
6% em machos eram cromatino-positivos em preds (Cavia procellus).

Kang e Park (1965), em células cultivadas do cortex re
nal, encontraram que 36,8% eram positivas perifericamente, nas féeme-
as, e somente 6,3% em machos, enquanto que,na posigdo nao periféricg)
havia 6,1% em fémeas e 3,5% em machos. No total, a incidéncia era de

aproximadamente quatro vezes maior na fémea do que no macho do pred.

FIG. I¥.6 - CElulas de coelhos

Obs.: A e B sdo células de Purkinje, feminina e masculi
na respectlvamente, C e D, nucleos de células do mesen-
tério, feminina e mascullna respectivamente. Cortesia
do Dr.K.L. Moore.

d. Hamster (Cricetus auratus)

Somente em neuronios da corda espinal e nas células do pa-
renquima hepatico € reconhecida a diferenga sexual (Walsh, em 1955,
e Moore e Barr, em 1953, segundo Moore, 1866).

e. Camundongos (Mus musculus domesticus)

Hinrichsen e Goethe, em 1958, segundo Moore (1966), demons-
traram uma diferenca estatisticamente significante nos padrdes cro-
matinicos das células de Purkinje, hepaticas e zona glomerular das
glandulas adrenais.

f. Porco-espinho-do-oeste (Erethizon dorsatum)

No tecido nervoso, mas somente em células de ganglios estre
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lados, o 'dimorfismo sexual é evidencidvel. As c€lulas do cortex adre
nal da medula e dos misculos também o apresentam {Moore,1966).

g. Cachorro-do-campo {(Cynomys ludovicianus)

I3

Somente células dos ganglios estrelados apresentam di-
ferenga sexual nuclear (Moore,1965).

TN L

& §F .
3% 4

FIG. IV.7 - Ceélulas nervosas de roedores

Obs.: Em A (femea) e B (machn) de cachorro-do-campo, no-

ta-se uma arande massa cromatinica adjacente ao nucleolo,
ambas sao células nervosas do ginglio dorsal. Em C (fémea), ha duas
massas cromatinicas adjacente ao nucleolo e em D (macho) ha tres; am
bas sdo células de Purkinje do preda. {Cortesia do Dr. K.L.Moore).

h. Rato. (Rattus norvegicus) -

Por ser animal de laboratorio, foi extensﬁm@ﬁﬁﬁ$ estuvda-
do. Segundo Moore (1966), Moore e Barr, em 1953, ndo observaram dife
renga sexual em células de varias regices do tecido nervoso, mas Fei
ner (1960) e Hinrichsen e Goethe (1958) reconheceram um dimorfismo se
xual em nucleos de células de Purkinje.

Forsberg e Lindh (1962) reconheceram a cromatina sexu
al em células de ganglios espinais de embrides, fetos e adultos.

Castro e cols., em 1386, segundo Castro e Sasso (1959,
verificaram diferenga sexual em nicleos de amelcblastos de ratos re
cém-nascidos. ’

Feiner, em 1960, estudando  Ilangsmente o) assunfo,
observon o diferenca sexual em células dos seguintes tecidos embriond
rios: rim, estdmago, intestino, ganglios espinais, misculo liso e es
quelético, gonadas, dutos de Wolf e Mfller. NZo observou=a emfigado,
bago, medula espinal, epiderme e pulmoes. Em adultcs, encontrou-g em
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figado, rim, celulas de Purkinje e epitélic genital(Seg.Moore,1966).
Nota-se, portanto, que ha tecidos que apresentam esse dimorfismo,em
um estagio e ndo em outro (estdOmago,misculos e figado,por exemplo).
Berembaum (1960) concluiu que o sexo do metamieldcito de
camundongcs e ratos pode ser determinado pela incidéncia de corpiscu
los cromatinicos situados perifericamente, adjacentes a membrana nu-

clear.
i. Esquilo voador (Glaucomys)
Esquilo listrado (Citellus tridecemlineatus)
Nesses animais, nao foi verificado dimorfismo sexual em
células de varios tecidos e orgios (Moore, em 1965, segundc Moore

1966). Em células mesoteliais do esquilo listrado (C. tridecemlinea-

tus), no entanto, Nayyar e Barr (1966) o encontraram (Tab. IV.6).

j. Rato agreste (Microtus agrestis)

Espécie com cromossomo X do tipo quadruplicado, segun-
do Ohno, Begak e Begak (196u43. Sachs e Danon (1956) ndao verificaram
diferenga sexual nuclear (apud Moore, 1966). O dimorfismo sexual se
manifesta pelo tamanho dos corpisculos heteropicndticos das cé&lulas
de ambos os sexos. Ha um cromocentro de igual tamanho em células fe
mininas e masculinas, mas hd um outro cromocentro bem maior nas célu

las femininas do que nas masculinas (Fig. III.7).

k. Rato de Oregon ( Microtus oregoni)

Espécie com o cromossomo X do tipo triplicadc (Ohno,Be
cak e Begak, 19645), havendo,nos nicleos de ambos os sexos desta es-
pécie, cromocentros derivados de cromossomos sexuais.

Nos nucleos masculinos, ha dois cromocentros, Um pro-
veniente do cromossomo X;e ©O outro)do Y em heteropicnose positiva,en
quanto que, nos nicleos femininos, hd somente um, derivado do cromos
somo X.

TAB. IV.6 - Frequéncia de cromatina sexual em nucleos mescteliais de

roedores
Nimero de Total de Frequéncia de
imai 1 eos croma
£ E animais nucleos nucl a
ESP C1I S estudados observados tino-sexual

positivos (%)

Rato (Rattus norvegicus) 57T 1600 8h
5 M 1600 6
Camundongo (Mus musculus) 4 F 1400 58
4 M 1400 9
Prea (Cavia procellus L.) 3F 1100 65
3 M 1100 6



Hamster (Cricetus auratus) 3 F 200 78
2 M 300 10

Esquilo listrado (Critellus , 700 92
tridecemlineatus tridecem- M 700 5

lineatus) '

Rato de campina (Microtus 3 F 500 77
pennsylvanicus) 3 M 500 5

Obs.: % - Femininoj; M - Masculino. Dados obtidos de Nayyar e Barr
1959,

XI - EM AVES

0 dimorfismo sexual nuclear foi verificado na epiderme,

na derme e no musculo liso do galo doméstico (Gallus domesticus). A

frequéncia da ocorréncia do corpusculo € 10 veézes maior, no minimo.em
f2meas do que em machos, variando de 22% nas células do musculo duo-
denal a 52% nas células epidérmicas de umapena em crescimentc (Kosin
e Ishizaki, 1959).

Ohno, Kaplan e Kinosita (1960) estudaram preparagoes por
esmagamento de nicleos interfidsicos de pele e figado de embrides de
galinha Leghorn. Notaram que os nUicleos de ambos os sexos apresenta-
vam de trés a oito pequenos cromocentros de.origem aparentemente au-
tossOmica; entretanto, um grande cromocentro, lembrando o da cromati
na sexual, somente foi encontrado em nicleos femininos.

Segundo Moore (1962 e 19866), estudos realizados em teci
do nervoso do pombo (Brusa, em 1952); pdrdal e andorinha (Furieri,em
1958); pato doméstico e papagaioc (Ashley e Theiss, em 1959) e peru,

~ . . ~ - 3
neo revelaram diferenga sexual em padroes cromatinicos.

XII - EM REPTEIS
Na tartaruga (Pseudemys elegans) e em varias espécies de

ofidios, ndo se observou dimorfismo sexual nuclear (Moore,1968).

XIII - EM ANFIRIOS3
Em varios *tecidos de salamandra (Ambystoma mexicanum) ,ob

servados por Wolf-Heidegger e Klinger, em 1558, e sapo (Bufo arena

rum) por Brum e cols., em 1959, nao se verificou dimorfismo sexual m

clear (Segundo Mcore, 133€).

XIV - EM INSETOS
a. Em hemipteros (Gerris lateralis e Gerris locustris)
Geitler, em 1237, descreveu dimorfismo sexual em ntucleos
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INTRODUCAOQ

0 fato do cerpusculo da cromatina sexual em fémeas de
mamiferos, ser derivado de um unico cromossomo X que se apresenta em
heteropicnose positiva na profase mitotica, encentrar-se condensaben
interfase e replicar seu ADN tardiamente na fase de sintese, ja foi
enfocado em outro capitulo da preéente monografia.

Com novos conhecimentos a respeito do ¢codigo genétice:
presentemente, interessa-nos conhecer os "passos" do controle da ra-
¢ao genica. Lyon (1968) conceitua o que significa inativacao: " In
general what is meant is a lack of any phenotypic effect on the orga
nism of the genetic material contained in the inactivated regions or
chromosones. " -

. H3 casos em gque a inativagéo ocorre ®m uma parte docro
mossomo, como no X de Drecsofila; em outros, um cromossomo inteiro &
inativado, comc o X das fémeas de mamiferos; em outros pode também o
correr a inativagdo de um numero vapriavel de cromossomos [cromosso—
me B de plantas; cromossomos E de Cecidemyidae (Painter, em 1968)cro
mossomos L de Sciara (Rieffel e Crouse, em 19663 ou ainda, tal feno-
meno pode ocorrer num conjunto (h) de cromossomos (Brown,em 1968),
segundo Lyon (1968).

Berlowitz (1955), estudando a sintese de ARN em cocci

deos (Planococcus obscurus), concluiu que a inatividade genética das

regides heterocromaticas estava correlacionada com o bloqueio da sin
tese do ARN, ainda que o ADN apresentasse duplicagao regular em cada
divisao celular.

Em coccideos, um grupo hapldide de cromossomos se tor
na heterocromatico. Revisdes de evidéncias de ser este grupo de ori

gem paterna e geneticamente inativo foram feitas por Brown (1966) e
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por Nur (1867). Brown e Nelson-Rees (1961), pela irradiagac de machos
e féemeas e pela observacdo das aberragdes cromossOmicas presentes em
sua descendencia, obtiveram indicagdes de ser o grupo paterno o hete-
rocromdtico, uma vez que aberragdes cremcssdmicas no grupe materno le
vavam a merte dps descendentes, cnguanio que, apés constantes e altas
doses de radiagao em machos, levando a aberragodes cromossomicas, seus
filhos sobreviviam, enquanto as filhas, nas quais os cromossomos pa-
ternos s3ao eucromaticos, morriam. Portantc, evidencisu-se, ndo somen-
te a origem paterna dos croacssonos heterocromaticos, como também  ©
fato de que esse grupo se apresenta sem efeito fenotipico, isto &, ge
neticamente inativo. O estudo de genes mutantes, nessa especie,também
contribuiu com evidéncias para tal fencmenc. Quande o alelo dominante
do tipo selvagem era herdado da mae, expressava-se tanto nos descerdm
tes masculinos como femininos, mas quando a mae contribuia com o ale-
lo recessivo e o pai com o selvagem, todos os filhos apresentavam fe-
notipo recessivo e as filhas, o selvagem.

HIPOTESE DE LYON

Ohno e Hauschka(1960), segundo Lyen (1961), mostraram que,
em fémeas de camundongos, um cromossomo em células de carcinoma de ma
ma, em células diplocides normais do ovario, em células das glandulas
mamarias e do figado, mostrava-se heteropicnético, sendo -.considerado
como um cromossomo sexual X, e sugeriram que o corpusculo da cromati-
na sexual seria originado de um cromossomo X heteropicnético.

Lyornn (1961), baseada em que fémeas de camundonge, com ¢a
riotipo X0, sao fenotipicamente normais {Welshon e Russel, 195%), mos
trando, desta maneira, que somente um cromossomo X & necessario para
o desenvolvimento normal, e que camundongos fémeas, heterozigotas pa-
ra genes licados ao sexo, apresentam um mosaico fenotipico, sendo que
os genes que afetzm a cor da pele causam um fenotipo "variegado","ma-
tizado" ou "malhado", descreveu uma hipdtese (hipcotese de Lyon¥, cujo
enunciado & o seguinte:

1. O cromossomo X heteropicnotico podera ser tanto de ori
gem materna quanto paterna, em diferentes células do
mesmo animral;

2. Esse cromossomo € geneticamente inativo;

3. Sua inativacao ocorre da seguinte maneira:

a. ao acaso;
b. precocemente rno desenvolvimento embrionario mas,uma
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vez realizada, tal caracteristica permanece fixa nas
c€lulas descendentes.

Muitos dos genes mutantes ligados ao sexo, que afetam a
cor cda pele em camundongos, sao letais quando em hemizigose, mas  ve
rificou-se aue os machos, antigamente aceitos como "malhados", _ tem
na realidade, pele branca. A pele de feémeas heterozigotas apresenta
partes da cor mutante e da cor selvagem.

Outra experiéncia, cujos dadecs est3o de acordo com a hipé
tese de Lyon, foi realizada por Russel, em 1961, segundo Frota-Pes
soa,(1966), com o locus gémico "brown'. Normalmente este locus esta
situado no autossome 8 do camundongo. "Brown" & recessivo e, quando
em homozigose, apresenta como fenotipo uma colorag3o castanha e uni-
forme ca pelagem.Russel obteve nume linhagem uma translocagdo de um
segmento do cromossomo 8, o qual continha o alelo normal de "brown",
para o cromossomo X. Nessa linhagem as fémeas heterozigotas apresen-
tam uma coloracao variegada, com manchas de cor castanha e manchas de
cor normal. Sabendo-se que o alelo normal € dominante, o aparecimen-
to de manchas castanhas demonstra que, em certas porgoes da pele, o
alelo noprmal nio atuou.

A hipStese de Lyon, requerdois tipas principais de evidén

19 - Que um dos cromessomos X nas cd@lulas femininas, emma
mifeyos; seja inativo
29 - Que o X inativo, heteropicndtico ou de replicagdo
dfa}e o corpisculo da eromatina sexual sejam, de fa-
to0, & mesma coisa. :
19 - PRESENCA DE UM CROMOSSOMO ¥ INATIVO
a. Exﬁresséo\génica em heteroczigotos

A hipdtese de que em fémeas normais de mamiferos, um dos
dois cromossomos X € gepgticamente inativo)leva a varias predigoes ,
particularmente em relagao a expressao de genes ligados ao sexo en
heterozigotos. A principal € que tais fémeas seriam um mosaico natu-
ral de células; umas com o cromossomo X de origem paterna inativo} e
outras em que o X inativo seria o materno (Fig. V.1).

Segundo Lyon (1966), a maneira com que este mosaicismo se
manifesta depende do tipo de agdo génica. No caso de gencs com &gao
localizada, tais como os gque afetam a cor ou textura da pele, o efei

to moseico sera visivel como partes diferentes, ou como dois tipos
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diferentes de células ao microscdpio (Fig. V.2). No caso de genes
com agao nao localizada, uma variedade de efeitos pode ser prevista:

1?9 - Quando 08 resultados da agdo génica podem ser medi-
dos quantitativamente, como nc caso de genes determinantes de alguma
deficiéncia em enzimas e outras proteinas, os heterczigotos deverdo
apresentar—se intermediariamente e também de forma varidvel, porque
as proporcoes de células com o gene mutante ou com o normal ativo va
riam ao acaso, em diferentes individuos;

29 - Onde os resultados da atividade génica podem ser co
nhecidos somente como "normal" ou "anormal", pode ser que a presenga
de qualquer célula normal seja suficiente para garantir um fendtipo
normal, como se © gene se comportasse como recessivo. Pode também a~
contecer que a anormalidade seja visivel somente nos heterozigotos em
que a proporgao de células com o gene mutante ativo € alta, levando a
uma manifestagdao génica ocasional ou parcial. Quandoc a manifestaglo
for ocasional, sua frequéncia dependera da proporgdao relativa das
células gque devem ser anormais para dar um fendtipo anormal. Se a fre
quéncia de manifestagdo € muito pequena, digamos 1%, o gene pode ser
tomado como recessivo, mas podem-se encontrar algumas fémeas arioxe

mEls eujos ancestrais ou descendentes serdo heterozigotos e, ainda,fe-
notipicamente tidos como homozigotos (Lyon,1866).

X patern
Celula embrionaria
Ativos .
X . .
matern __tempo_de inativa
. gac.
X materno
Inativos

X paternd.

FIG. V.1 - Diagrama da inativacao ac acaso, do cromossomo X, em ma-

mifercs.
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Na Tab. V.1, encontra-se uma lista de alguns genes liga

dos ao sexo, no camundongo, com seus respectivos efeitos fenotipicos

quando em heterozigose.

TAB. V.1 - Genes ligados ao sexXxo no

camundongc e seus efeitos em he-

herozigose.

Efeito enm - Tipo de efeito
heterozigcese Cor da pele na pele e tex- Outros
tura dec pelo
"™ottled" (Fraser e "Tabby" (Falco-
cols. ,em 1953) ner, em 19253)

"Brindled"(Fraser e
cols., e 1953)

"Striated"(Phil
lips, em 1953)

"Tevtoiseschell"” "Greasy'" (Russel
(Dickie, em 1954} e Larsen.em 1964)
MUSAICO “"Dappled" (Phil- »
lips, em 1961)
"Cappled-2" (Lyon,
em 1960)
"Blotchy" (Russel e
Savlors, em 1962)
"Bent-tail" (Gar
ber, em 1852)
"Jimpy" (Phil-
lips,em 1954)
Anemia ligada ao
PENETRANCIA sexo (Falconer e
INCOMPLETA Isaacson,em 1962)
Antigeno ligado
ao sexo (Bailey,
em 1962)
"Gyro" (Lyon,em
1961)
"Scurfy"(Russel
e cols., em
NENHUM 1959)
"Sparse-Fur' (Rus
sel, em 1964)
Obs.: Dados obtidos de Lyon (1966).
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TAB. V.2 - Efeito em heterozigose de alguns dos conhecidos genes li-

gados 20 sexo na espécie humana.

Efeito em Celula Ou

(d * é 3}
heterozigose . tecido Locus genico

Incontinentia pigmenti (McKusick,em 1962
Pele Sindrome de Christ-Siemens-Touraine (Ly~-
on, em 1962)

Olhos Coroideremia (Lyon, em 1862)

MOSAICO Dentes Hipoplasia do esmalte 1igada ac sexo
(Rushton, em 196Y4)

Eritrocitos  Deficiéncia em G-6PD (Beutler e Baluda,
em 1964)

Fibroblastos Deficiéncia em G-6PD (Davidson e cols.,

cultivados em 1963)
Leucdcitos Agamaglobulinemia {Fudenber e Hirsch-
cultivados horn, em 1964)
Sangue Doenga de Christmas (Simpson e Biggs,em
1962 ; Frota-Pessoa e c¢ols., em 1963)
INTERME Sangae Hemofilia A (Didisheim e cols.,em 1958)
DIARIO. Misculo Distrofia muscular tipo Duchenne (Demos
e cols., em 1963; Hughes, em 1962; Scha
pira e cols., em 1960)
NENHUM Pele Ictiose ligada ao sexo (Lyon, em 1962)

Eritrocitos Locus Xg

»

Obs.: Dadoz obtidos de Lyon (1966). Tabela modificada.

Nas mulheres, efeitos mosaicos podem n3o somente ser ve
rificados em exame de pele, olhos e dentes, mas também, por técnicas
especiais, quando apresentam um efeito intermediario. O primeiro des
ses estudos foi realizado por Beutler e Fairbanks (1962). Trés mulhe
res heterozigotas para G-6PD apresentavam aproximadamente 50% da ati
vidade enzimdtica normal em seus eritrdcitos. Aqueles autores obtive

ram forte sugestdo de que as hemdcias dos helerozigotos representavam
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um mosaico de unidades (G-6PD deficiente e normal), o que estava de
2cordo com a hipotese de que um X com o gene para a atividade normal
astava ativo em uma populagdo de hemacias, enguanto o gene mutante &
tave ativo em outra.

Davidson, Nitowski e Childs (19

) obtiveram duas popa-
o by

63
terozigotas para variantes quantitea-
tivos e gualitativos de G-gPD. Obtive

+
1

ram clones rl2 Ffibroblastos cul
vados com nivel de atividade enzimatica normal e clones com ativi-

u

ale deficiente, mas nenhun com nivel intermedidrioc. Similarmente,to

2
Aos os clones meostraram somente uma ou cutra variante eletroforstica
de G-6PD (Pig¢ V.3)A
Fm negros, hd uma variacdo qualitativa dessa enzime,que

nnde ser verificada pelo usc de eletroforese em gel d2 eamido. G-37PD
em tecidos masculinos aparece sobre o gel como uma unica banda, aue
pode mostrar duas mobilicades: circa de 34% tém banda firme,mais dis
tanciada do ponte de aplicagao, chamada banda A, e 66%, uma bande

miz lenta, E. Em mulhercs negras, apareccm trGs padroes eletroforéti-

cos: dois corrvespondentes 20s tivos masculinos (A e B) e cérca de 35%
( do

Davidson,1864} (Fig.V.3).

o

o {4
Eﬂyw e re g

()

{
i
)

=

FIG. V.2 - Canunconges fémeas_beterozigotas para "dappled! e"tabby”

A - nutante "variado" (dappled); 3B - mutante "listado”

(tabby) Cortesia da Dra. M.Lyon.
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Beutler e Baluda (1964) separaram eritrdcitos de mulhe-
res duplo-heterozigotas para deficiencia em G-6PD e siclemia em du
fas populagoes diferen*tes. Converteram a hemoglobina em metahemoglo
bina, primeiramente, com nitrito de sédio. Incubaram, entdc, as ca-
lulas com um agente redutor e, em seguida, a reduzida tensdo de ox1l
génio. Dasde gue a redugdo de metahsmoglcbina depende da ativida de
de G-6PD, eritrdcitos deficientes poderiam ainda conter uma ralta
proporgio e metahemoglobina. Tais células ndo apresentavam siclemia.
As células com atividade de G-6PD normal conteriam principalmente o
xihemoglobina e entdo apresentariam siclemia. Células siclémicas e-
ram facilmente separadas da porgao restante através filtragio "mil-
lipore" e a determinagao da atividade de G-6PD mostrou as duas popu .
lagbes previstas de células: células siclémicas com atividade nor-
mal e células ndo-siclémicas com reduzida atividade, comparavel a
dos machos hemizigotos deficientes.

Epstein (1969) estudou a etividade da G-6PD e da lacta-
to dehidrogenase (LDH) em odcitos de camundongos, de  constituigao
cromossomica X0 e XX. Quanto ao 5-6PD,notou que a atividade em o06-
citos de camundongos X0 & metade da encontrada em camundongos XX,in
dicando este resultado que o gene para G-6PD estd ligado ao sexo, e
sua sintese ocorre em odcitos, bem como a inativagdo do Cromesso mo
X ndo ocorre no obécito do camundongo.

Enquanto isto a atividade de LDH nos dois grupos  mos-
trouwse a mesma, sendo seu controle autossomico.

Criancas com rapida e progressiva distrofia muscular ti
po Duchenne apresentavam alteragdes patologicas no musculo, incluin
do fibras inchadas, trocas hialinas, variagao no tamanho da fibra e
aumento do numero de nicleos. O estagioc final do processo distrofi-
co € a completa substituigdo do tecido muscular por tecido conjunti
vo e lipidios. Antes e durante os primeiros estagios da doenga,vari
as enzimas exibem niveis mais altos, por exemplo, & creatino-fosfo-
quinase (Thompson, 1965).

Schapira e cols. (1363), segundo Thompson (1965), con~
cluiram que o nivel da creatino-fosfo-quinase € elevado na maioria
dos portadores, sendo o acréscimo variavel em magnitude. Essasvaria
goes estdo de acordo com a hipdtese de Lyon.

Pearson, Fowler e Whight (1953) sugeriram que a distri-
buicdo em forma de *remendos" (mosaico) dos distirbios distroficos,
observada em portadores, é evidéncia de duas populagbes de células:

uma distrofica e uma normal.
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Emery (1865) achou uma ampla gradacao de anormalidades
em bidpsia muscular de nove pacientes, podendo aquela ser explicada
pelo desenvolvimento embrioldgico das fibras musculares dos midtans
mosaicais. Dos miétomos do embrido, sdo derivados os mioblastos uni
nucleados; que se fusionam para formar. fibras multinucleadas. No he
terozigoto, dois diferentes tipos de nucleos (com respeito ao X ati
vo) se apresentarao nos mioblastos (Fig. V.4). Emery sugeriu que o
grau de troca patoldgica em qualquer fibra dependera da  proporgac
dos nlcleos em que o cromcssomo X portador do gene para Duchenne es
tiver ativo.

Burch e Burwell, em 1963, segundo Lyon (1963), sugeriram
uma explicagdo para a auséncia do efeito mosaico em alguns genes 1i
gados ao sexo em fémeas heterozigotas: hda genes no cromossomo X do
homem que estao relacionados com a morfostasia e estes nao obedecem
a teoria do X inativo; isto foi baseado na hipGtese de que certas &_
engas autoimunes sdao mais comuns em mulheres do que em homens.

Em alguns casos, entretanto, o efeito "mosaico" nao foi

definidamente demonstrado; por exemplo, no grupo sanguineo X cujo

s
antigeno Xg@ comporta-se com um carater dominante ligado aog sexo
(Mann e cols., em 1962; Sanger e cols., em 1962; Gavin e cols., em
1964) segundo Sanger e cols. (1964).

Sanger e cols. (1864), no entanto, num estudo em 1161 fa
milias, com 2752 filhos, encontraram duas familias em que as maes e
ram Xg(a-) com filhos Xg(a+), contrariando, desta maneira, a hipdte
se de gene dominante ligado ac sexo. Para Sanger e cols., a resposta
para o problema da heranga irregular do grupo Xg nessas duas famili
as pode ser mais de interesse citogenético do que imunclégico.

Linsteins e cols. (1963), estudando duas mulheres com
disgenesia gonadal, bem como suas familias, obtiveram evidéncias de
que o gene para o grupo sanguineo Xg estd localizado no brago cur-
to do cromossomo X.

Reed e cols. (1963), estudando cinco mulheres heterozi-
gotas para o grupo sanguineo Xg (Xg3Xg) e usando antiglobulina fluo-
rescente, concluiram que, se o antigenc Xg? da hemdcia é produzido
por uma precursora daquela célula, a completa inativagao de um dos
dois cromossomos X,em cada precursora/néo ocorre na mulher, na fre
quéncia predita pela hipotese de Lyon.

Cohen e cols. (1964), usando a técnica de anticorpo-flw
rescente para o grupo sanguineo Xg, concluiram que ndo se podem ob-
ter evidéncias nem contra a hipdtese de Lyon e nem a favor dela,por

esta tecnica.
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FIG. V.3 - Diagrama de bandos de G-6PD de um heterozigoto tipo AB
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Para Gormam e cols.,em 1963, e Cohem e cols., em 1S64,se
gundo Lyon (1966), bem como, para Reed e cols. (1963), hd trés possi
veis explicagles para a ndo correlagdo entre o grupo sanguineo Xg e
a hipdtese de Lyon:

a. 0 mosaicismo esperado pode estar presente,mas, por ro
blemas técnicos, torna-se dificil demonstra-lo;

b. 0 locus Xg pode estar sob inativagao, mas o mosaicis~-
mo esperado ndo € verificado por problemas de reagdo
antigeno-anticorpo, pois as hemdcias de homens porta-
dores do alelo Xg@ (+ve) sao aglutinadas pele anticor

@ e
po especifico, enquanto as de homens com o alelo Xg’
(-ve) nao o sdo.

c. 0 locus Xg ndo estd sujeito a inativacdo.

Fialkow (1970) descreveu um novo método para testar a
inativagao do locus Xg baseado em dados da literatura. Mulheres hete
rozigotas para deficiénecia em Hipoxantina-guanina fosforibosil trans
ferase (HGPRTase) tém um heterozigoto normal relativamente ao fendti
po de suas hemacias. Essas células sdo provavelmente derivadas de
precursores onde todas teém o mesmo X ativo. Se este cromossomo X<raz
o alelo Xg e o cromossomo X inativado traz o alelo Xg2?, a hipotese do
X inativo prediz que as hemacias teriam um fenotipo Xg(a-). Entretan
to, cada trés mulheres eram Xg(a+). Estes achados, para Fialkow, for
necem algumas evidéncias de que este locus pao sofre inativagao ao a
caso ou que o antigeno Xg@ ndo € sintetizado nas prdprias hemdcias.

Entretanto, uma demonstragac um tanto interessante " in
vivo" foi realizada por McDiarmid e cols., em 1867, segundo Lyon(19€5).
Em uma mulher heterozigota para uma anemia ligada ao sexo e para o
antigeno do grupo Sanguineo Xg2, em relacdo a anemia,demonstrou duas
populagdes de eritrdcitos; uma normal;e outra hipocrémica e microei-
tica. Quando os dois tipos de células foram separadas por uma técni-
ca especial, os eritricitos normais mostraram-se com fendtipo Xg(a-),
enquanto as células anormais eram Xg(a+). H3, pois, a possibilidade
de que o grupo sanguineo Xg também tcc encontre sob inativacdo.

A aparente inconsisténcia entie o desenvolvimento de
G-6PD e Xg pode encontrar uma expiicagdo na conclusao de Rugsel, em
13963, segundo Sanger e cols. (1964), de que somente partes do cromos
somc X inativo sdo afetados pelo processo de inativagéo.

Littau e cols. (1964), fazendo autoradiografia de micrcs
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copia eletrdonica de nucleos do timo de bof; demonstraram que o  ADN
ativo em sintese de ARN esta principalmente difuso, extendido, muito
mais do que no estado condensado de massas compactas de cromatina.Des_
de que muito ADN de nlcleo do timo estd presente nas massas de cro-
matina, l1cgc apresenta-se inativo pare a sintese de ARN. Quando au
toradiografias foram preparacdas apds marcagao do ARN nuclear com uri
dina tritiada, Littau e cols.(1964) observaram quec muito do ARN ra-
dioativo ccorre nas dreas da cromatina difusa, e que a cromatina con
densada estd virtualmente inativa para a sintese de ARN., Representan
do isto uma demcnstragdo direta da atividade nuclear localizada, for
nece informagoes de que muito ADN nuclear é suprimido; essa supressd
ocorre em grupos isolados de cromatina condensada e diminui muito a
sintese de ARN mensageiro.

Além do efeito mosaico, ocorre também com alguns genes 1
gados ao sexo, em condigdes de heterozigose,um efeito intermediario.

Na Doenga de Christmas, heterozigotos apresentam um ni-
vel intermediirio do efeito génico (Simpson e Biggs, 19623 Frota-Pes
soa e cecls., 1963), mas Harris (1863) achou que isto ndo representa
evidéncias criticas em relagdo a inativagdo do X, pois o mesmo efei-
to podera ser produzido por outros mecanismos (segundo Lyon, 1966).

Em hemofilia (Didisheim e cols., em 1958; Nilsson e cok,
em 1959; Lewis e cols., em 1963; MUlder e cols., em 1965), enocontra-
ram um nivel médio de globulina anti-hemofilica (AHG) em torno de 50%
em heterozigotas. Taylor e Biggs, =m 1857 e 1961, descreveram uma mu
lher com hemofilia clinica e um nivel de AHG de somente 18-25%, sen-
do apenas considerada heterozigota pela analise genealdgica (segundo
Lyon, 1966).

Em outros mam{feros,além do homem e do camundongo,quatro
genes ligados ao sexo, que afetam a cor da pele, sendo um no  gato,
doisnohanstexr e um na vaca, produzem efeito mosaico em heterozigotes.

Hutt (1963) examinou scis tipos de hipotricose com padrd
genético no gado vacum. Destgs} "Lethal hairless", "Semihairless
ness" e "Viable hypotrichosis'™, mostraram tipico padrao autossomico
recessivo simples. Em Hipotricose Com Anodontia, foram estudados pou
cos casos, e naoc foi possivel uma concluséo,‘apesar de ser conside-
rada como uma mutagao recessiva ligada ao sexo. Em Hipotricose Com
Falta de Incisivos, parecendo de padrdo genético dominante,a amostra
era muitc pequena, donde nada se pode concluir com seguranga.Ep"Strea
ked hairlessness", Hutt obteve boas evidincias de ser o gene dominan
te ligado ao sexc, sendo letal em hemizigose e apresentando um efei-
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to mosaico na pele da fémea heterozigota.

Que a hemofilia canina seja um carater recessivo ligado

ao sexo, foi demonstrado por Hutt, Rickard e Field, em 1948, por

Brock e cols., em 1963 e Sharp e Dike, em 196u, segundo Lyon(1966).

hemofilica em féemeas de cachorros heterozlgotas para a hemofilia A.

TAB. V.3 - Genes ligados ao sexo em mamiferos, com excecdo do homem

e camundongo.

Efeito em

heterozigose Mamifero Gene Referencias
hamster "Mottled-White"  Magalhaes,em 13954.
"Tortoiseshell" Tay, em 1964,
MOSAICO gato "Yellow" Robinson,em 19589.
vaca "Streaked hair-
lessnessg" Hutt, em 1963.
Hutt, em 1948.
INTERMEDIARIO cachorro Hemofilia A Brock e cols., em
13863.
Sharp e Dike,em 1964.
cachorro Dcenga de Mustard e ccls., em
Christmas 1960.
DESCONHECIDO vaca Hipotricose Hutt, em 1953 e 1963.

com anodontia

Obs.: Dados obtidos de Lyon (1966).

b) - Compensacdao de dose

Uma segunda implicagdo genética da hipdtese refere-se ao efeito

de dose para genes ligados ao sexo. Desde que em machos e fémeas de

mamiferos postula-se haver um unico cromossomo X ativo, devera exis-
tir, em ambos, igual quantidade de produtos génicos quantitativamen-
te mensuraveis; fato similar devera ocorrer em individuos portadores
de aneuploidias dos cromossomos X, pois tambem)devem apresentar un
Unico X ativo. .

Grumbach, Marks e Morishima (1962) estudaram a atividade
da G-6PD, medida em hemdcias, em 15 pessoas com constituigao anormal
dos cromossomos sexuais. Em oito de nove pacientes com trés ou quatro
cromossomos X em sua constituicdo cariotipica, a atividade de G-6PD

estava dentro dos padrdes normeis. Em um individuo com uma constitui
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cdo tetra-X, a atividade enzimdtica estava substancialmente elevada,
o gue, para os autores, poderia ser efeito de uma populagdo de célu-
las mais jovens do que as normais.

TAB. V.4 - Constitiicao de cromossomos X e atividade enzimatica de

G-6PD em eritrdcitos de 15 pacientes.

Constituigdo de Atividade de G-6PD

CASO cromossomos X (unidade por G.Hb)

1 X0 15.1

2 X0 14.2

3 X0 11.2

4 X0 11.0

5 XX/X0 11.9

6 XXy 13.8

7 XXX/XX/X0 11.7

8 XXX/XX /X0 1347

9 XXX 11.1

10 XXX 14.6

11 XXX 11.7

12 XXX 11.1

13 XXXY 12.8°

14 XXXX 11.1

15 XXXX 23.0
Homens normais XY 4.0 + 1.8
Mulheres normais XX 14,2 + 2.0

Obs.: Dados obtidos de Grumbach, Marks e Morishima (1962).

No camundongo fémea, cromossomicamente X0, o fendtipo &
normal, incluindo fertilidade; machos XXY também apresentam um fené
tipo normal, exceto para fertilidade (Welshons e Russel, 1959).

No homem, de outra forma, individuos XXY mostram peque-
nas anormalidades, que sao mais marcantes nos XXXXY (Brown e cols.em
19643 Farquhar e Walker, em 1964) ,segundc Lyon (1966). Mais marcarte
s3o os efeitos fenotipicos nas mulheres X0, que mostram a sindrome de
Turner, enquanto, pela hipdtese de Lyon, deveriam apresentar padroes
fenotipicos normais. Isto nos da uma indicagdo que o segundo cromos-
somo X das mulheres nao deva estar completamente inativado em todos

os estagios do desenvolvimento.
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¢ - Acao alternada dos cromossomos X

Nas femeas cujos cromossomos X sio marcados com dois ge-
nes, ndo alélicos, atuando na mesma célula, & possivel demonstrar a
acdo de um ou do outro X alternadamente em todas as células, e em
nenhuma célula os dois se encontram ativos concomitamtemente (Lyon,
1966).Lyonn {19353), por exemplo, realizou dois experimentos em camun-
dongos. Num,com dois genes diferentes que afetam a cor da pele e, no
outro, com dois genes que afetam sua textura.

. Valeu-se, no primeiro, da translocagao Cattanach, na qual
parte de um autossomo, incluindo o alelo selvagem do gene "pink-eye":
P, foi inserido no cromossomo X, e ainda se utilizou do mutante, re-
cessivo ligado ao sexo, "dappled", ModP,

Em camundongos fémeas portadoras do mutante para a cor
"dappled", Modp, sobre um X e, no outro X a translocagao, incluindo
o alelo selvagem de "pink-eye", p, tanto o Mo9P como a translocagdo
atuavam em todas as células (Fig. V.5).

Nos testes em relagdo a textura do pelo,Lyon usou os ge
nes "tabby", Ta, que altera a proporgcado dos varios tipos de pelos da
pele, e "striated", Str, que resulta em pele curta; ambos produzem
um efeito mosaico em heterozigose. Pela contagem da proporgao de ti
pos de pelos nas regioes com pelo curto e nas regices com pelo lon-
go, foi possivel mostrar que, em heterozigotos Ta+/+Str, Ta atua ns
partes onde Str nao atua, enquanto, em Ta Str/¥+, ambos Ta e Str a-
tuam em algumas partes e menhum dos dois nas restantes. Estes expe-
rimentos confirmaram que somente um dos dois cromossomos X esta ati
vo nas células somaticas de fémeas de mamiferos, assim fornecendo u

ma prova critica para a hitotese de Lyon.

1

DR Y

FIG. V-5. Teste de acao alternada dos cromossomos X em camundongoes

portadores de Mo9P e translocacao de Cattanach.,
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Uma outra demonstragao da agao alternada dos dois cro-
mossomos X em camundongos, foi realizada com o auxilio da transloca o
de Searle, uma translocag@o reciproca entre o X e um autossomo (Ford
e Evans, 1864; Ohno e Lyon, 1965): geneticamente, femeas portadoras
de Ta+, e tendo o alelo tipo selvagem de Ta no cromossomo X translo-
cado, nao mostram o efeito mosaico comum, mas o tipo selvagem.Imagi-
nou-se que a causa tenha sido que, nessas.fémeas, a inativacao .. des
dois cromossomos X nao ccorresge 20 acagoj;ms que o X normal esgtivase
ativo em todas as células (Lyon e cols., 1964). Fémeas duplamente he
terozigotas, com Ta em um X e Blo no cutro, foram obtidas. Em um ani
mal cromossomicamente normal, este gendtipo, resulta em um fendtipo
listrado. Em heterozigotas para a translocagao de Searle, entretantqg
qualquer gene que esta no X envolvido na translocagdo € totalmente ex
presso eo gene no X normal ndc o &. Isto demonstra a inatividade de
um cromossomc X e também mostra que,o efeitc variado (mottled) em fe
meas, depende da inativagado ao acaso de um ou outro X (Fig.V.6) (apud
Lyon,1866).

2%

INATIVAGAO AO ACASO

FIG. V.6~ Reprcsentacdo diagramatica do efeito da inativagdo do cro-

mossomo X ao acaso e nao 3o acaso, sobre o fendtipo de fé-

mec 1s heterozigotas para um gene ligado ao sex0 € exXpresso

‘na pele (Lyon,1966).
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Cattanach (1963) realizou dois experimentos para testar
a hipotese de Lyon com relacgdo ao efeito de posigdo no camundongo.No
primeiro, obteve femeas heterozigotas em repulsdoc para o gene liga-
do ao sexo "Brindled",MoBr, afetando a cor da pele, e uma transloca
gdo X-auteossomo ,que causa variagao na cor da pele,com o gene autos-
sémico albino,c; no segundo, realizou éelegéo para alta e baixa qan
tidade de variagdo do efeito de posigao, ao longo de varias gera-
gdes. Os resultados de ambas as experimentagdes levaram a conclusao
de que o efeito de posigdo no camundongo & dependente da inativacgao
do cromossomo X, mas que a extensao da inativagdo da unido autosso-
mica associada ao cromosssomo X pode variar.

Para Lyon (1966), ha trés fatores que podem dificultar
a verificagdo do mosaicismo esperado em fémeas de mamiferos hetero-
zigotas para genes ligados ao sexo:

a. A taxa de formagido dos tipos de cé€lulas pode ser di-

ferente.
b. 0 periodo de vida entre células pocde ser diferente=x
c. Pode haver difusdo ou transferéncia do produto geni-
co de célula para célula.

Possiveis explicagdes para fenotipos anormais em indivi
duos portadores de aneuploidias do cromossomo X sao citadas no tra-
balho de Lyon (1966, 1868):

a. Doses incorretas de cromossomos X, precocemente no de
senvolvimento embrionario, antes de ocorrer a inati-
vagao de todos, menos um.

b. Inativagaoc incompleta de X inativo:

1. Em alguns tecidos;

2. Em alguns estagios do ciclo mitdtico (Therkelsen
e Petersen, em 1962; Therkelsen, em 1964);

3. Em alguns "loci", por exemplo, o locus Xg.

Grlireberg (1967), no entanto, analisando um total de ses
senta genes ligados, ou provavelmente ligados, ao sexc, nao encontrm
em trinta e quatro deles qualquer efeito conhecido na condigdo de he
terozigose; em quatro, os efeitos genicos conhecidos sao humores que,
passando de célula para célula, nao poderiam apresentar qualquer in
formagao a fespeito da hipotese de Lycn; em dezessete, havia um efei
to conhécido cu suspeito em mulheres heterozigotas, porém . tornavam-
se necessarios, em todos, alguns "ad hoc" para suas interpretagoes ;

nos cinco restantes, efeitos heterozigdticos ao nivel celular foranm
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identificados, apesar de que, em um deles (Xg), n3o se demonstraran
ainda duas populacdes de células. Varias consequéncias, para Grine-
berg, advém em fémeas heterozigotas para genes ligados ao sexo:

a. Para uma avaliagao do fendétipo do heterozigoto preci
sam ser conheaidos ambos os hemizigotos (normal e pmutante).

b. Onde um &rgido ov estrututa & afetado em sua integrida
de no hemizigcoto (tal como cor da pele), as partes contrastadas nos
heterczigotos precisam estar dispostas ao acaso e nac em um padrao.

¢. Onde o fenotipo do hemizigotc anormal &€ por si mesmo
um padrao, o surgimento de um padrao semelhante no heterozigoto nao
descrimina entre a hipdtese de Lyon e a convencional semi-dominancia.

d. As partes contrastadas nos heterozigotos precisam,cla
ramente,corresponder aos fendtipos contrastados nos hemizigotos.

e. A ocorréncia regular de grandes areas de fendtipos u-
niformemente intermedidrios em heterozigotos & incompativel com a hi
potese de Lyon, pois, em tais dreas, ambos os alelos precisam estar
funcionando,concomitantemente)como em heterozigotos autossomicos co
muns.

f. As partes contrastadas nos heterozigotos, para se a-
justarem a hipdtese de Lyon, precisam cobrir dreas iguais, em média,
no agregado.

g. A manifestacao das partes contrastadas no heterozigo-
to precisam ser neutras relativamente a selegdo.

h. Se genes mimicos autossomicos e genes ligados ao sexo
tém heterozigotcs semelhantes, é ilegitimo invocar mecanismos  dife
rentes para as suas respectivas origens.

29. - IDENTIDADE DO X INATIVO COM O CORPUSCULO DA CROMATINA SEXUAL

Taylor, em 1960, segundo Mckusick (1962), observou, em
hamster, heteropicnose positiva em células profisicas de fémeas nor-
mais e incorporacdo asincrdnica de timidina tritiada pelo ADN, ambos
os fenomenos em um dos cromossomos X.

Fémeas de camundongos com cariotipo X0, além de apresenta
rem um desenvolvimento fenotipico normal, ndo possuem Cromossomo X
heteropicnético (Ohno e cols., em 1960, segundo Mckusick, 1962).

H& ainda evidéncias em individuos portadores de aneuploi
dias de cromossomos sexuais, em que o numero de corpUsculos de croma
tina sexual € sempre menor em uma unidade que o nimero de Cromossomos
X.
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Ohno, Kaplan e Kinosita (19£9) mostraram que um dos

dois cromoesomosX, em nicleos de células do figado. de fémeas de ra-
tos (Rattus norvegicus), apresentava-se em heteropicnose positiva na

profase-mitotica, enguanto o Unico cromossomo X dos machos estava em
idopicnose.

No camundongo, a identidade do X inativo com o corpiscu
lo da cromatina sexual também foi estabelecida pelo uso de uma trans
locagao, a chamada "translocagao Cattanach", que resulta num cromos-
somo X maior que todos os outros cromossomcs e, por isso, morfologi-
camente reconhecivel. Ohno e Cattanach, em 1962, segundo Lyon(1966),
mostraram que, em camundongos portadores dessa translocacao, um seg-
mento autossomico com os alelos selvagens para a cor "chinchila"(cd)
e "pink-eye" (p) foram translocados para o cromossomo X. Nas fémeas
heterozigotas, ¢ cromossomo heteropicnotico era,ou o X com a translo
cagéo,ou o X normal, em diferentes partes do mesmo animal (Fig.III.W.

Chandley (1969), testandoc a hipotese da inativacgao ao
acaso , independentemente da origem (materna ou paterna) da translo-
cagao Cattanach em fémeas de camundongos, concluiu que a origem nao
interfere na proporcao de cromossomos translocados inativados.

Mukherjee e Sinha, em 1964, segundo Lyon (1966), estu-
dando mulas, cujos cromossomos X sao claramente distintos, por .provi
rem da égua e do jumento, encontraram, nas 33 células examinadas, o
X da égua replicando tardiamente em 16 e o do jumento em 17.Hamerton
e cols.(1969), no entanto, encontraram uma inativacao preferencial do
X de origem paterna (jumento).

Além disso, em mulheres com anormalidades estruturais do
cromossomo X, ha correspondéncia, em tamanho, entre o corpisculo da
cromatina sexual e o X com replicacao tardia. Em mulheres portadoras
de isocromossomos do brago longo do X, ficando, por isto, o X anommdl
maior do que o normal, os corpusculos da cromatina sexual sao grandes
Jacobs e cols.,em 1961; Muldal e cols., em 1963, Gianelli, em 1863 e
fuller e cols., em 1963, verificaram que o cromossomo X com replica-
¢io tardia & o cromossomo estruturalmente anormal (apud Lyon,1866).
Donde se pode concluir que a inativagdo dc cromossomo X em mamiferos
s6 ocorre ao-acaso, quando sao estruturalmente normais; quando tal
nao acontece, a inativagao é preferencizl para o estruturalmente a-

normal.



MECANISMOS DE INATIVAQ&Q

Pela existencia de evidencias, em varias espécies, so-
bre a inativagdo de cromossomos ou regices de cromossomos, € natural
se conjecture $obre o mecanismo pelo qual tal fenomeno se realiza.

Diz-se que os cromossomos inativos apresentam condensa
gao, heteropicnose e replicagdo tardia. Alguns autores, segundo Lyon
(1968), sugeriram que a condensagao pode ser a causa da inatividade
genética. Em femeas de mamiferos, nem todas as células mostram um
cromossomo X condensado ou cromatina sexual.Esta aus®necia geria-ecou=
eadapelofdo do X inativo se tornar disperso durante os processos de re
plicagdao do ADN.

Comings (1967), porém, expos fibroblastos de mulheres,
por trés minutos, a timidina tritiada e realizou imediata fixacdo. A
autoradiografia demonstrou que o corpisculo da cromatina sexual re-
tém sua forma heterocromatica durante a sintese de ADN, fato confir-
mado pela observacao de que a percentagem de células cromatino-posi-
tivas nao diferia significantemente das células no periodo S do ci-
clo celular, quando comparadas com células nos periodos Gy e Gp. Lo-
go, a falta do cromossomo X}condensadqinéo esta relacionads a sinte-
se de ADN.

Sera que nas células cromatino-negativas ambos os cro-

‘mossomos X estao ativos ? Comings, em 1967, segundo Lyon (1968), des
creveu que culturas clonadas mostram a mesma proporgao de células cro
matino-sexual negativas (aproximadamente 30%) que as culturas nao-
clonadas} e nestas, estudos de variantes de G-6PD tém mostrado que
somente um cromossomo X estd ativo. Comings também sugeriu que célu
las cromatino-sexual negativas contén um X inativo em um estado nao
condensado. Isto implica.que a condensagido, levando a formagdo do cx
pusculo da cromatina sexual, ndo € causa da inatividade, mas sim, um
fenomeno secundario.

Sugere-se, mas ainda sem provas, que a causa da inati-
vagdo cromossomica se encontra na relagao do ADN para com o componen
te proteico da fibra cromossomica. Berlowitz, em 1965, segundo Lycn
(1968), mostrou que o grupo de cromossomos inativos do macho de coc~
cideos contém uma densidade Stica maior do que o grupo ativo, mas que
esta histona ndo € rica em arginina. Frenster (1966) diz que todas
as cromatinas contém histonas, que suprimem a atividade g3nica, mas
que ,na cromatine geneticamente ativgalistone & enriquecida com protei-
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nas dcidas ou outras substancias polianionicas, assim d:represando a
atividade genica (segundo Lyon,1968). Himes (1967) encontrou que ng
cleos em cé€lulas de milho com cromossomos B,tinham a mesma proporgac
ADN-histona do que as plantas cem os mesmos. mas, relativamente me
nos proteinas ndo-histonica.

Entao, segundo Lyon (1088) a hipotese mais aceita, no
presente momento, &€ a de que uma associagdo particular do ADN com u-
ma certa espécie ou quantidade de proteina determina as outras . pro
priedades.

A inatividade d» ADN nao € geral. O ADN inativo é aparen
temente incapaz de reagdc com ARN polimerase para formar ARN mensagi
rc, mas em vista dos achados de Back e Dormer, em 1967, segundo Lyon
(1968), € capaz de formar outros ARN., Faz a reacdo com ADN polimera-
se, em replicacdo normal, ainda que comece tardiamente e possa reali
zazlhmais rapidamente do que as outras cromatinas (Comings,1967).

Em endoreduplicag@o levando a endopoliploidia ou a poli-
tenia, entcetanto, cromossomos ou regices inativas podem ndo ser ca-
pazes de replicagao(Nur, em 1966; Berendes e Keyl, em 1967),segundo
Lyon (1968).

Lyon (1968) acha que se pode visualizar a possibilidade
da existéncia de um gene para a sintese da proteina acima referida.0
mecanismo de sua unido com o ADN & menos claro e ha também a questac
do "alastramento" do efeito inativante ao longo do cromossomo, que
pode ser extensivo ¢ delimitadc precisamente, Por exempio, em algumas
espécies de mamiferosg, todo um cromossomo X pode ser inativadec, en-
quanto em outras espécies f(hamster), um bragco de um cromossomo X se
mostra ativo, enquanto o outro brago esta condensado e replicando tar
diamante no macho e em ambos os X da fémea.

Fvidéncias a respeito do "alastramento" da inativagao pro
vieram de estudos de translocagoes X-autossomos no camundongo, nos
quaic a inativacgio do X poderd atingir a segmentos autossomicos ade-
ricos, mas screrte até uma distancia limitada (Russel, em 1963,segun
do Lyon,1968). Similarmente, ha efeitos de posigdc em Drosophila me-

lauczaster que parecem ser uma forma de inativaga@o génica; devido a
trane locagass proximea s % heterocroactina, o efeito se alastra por
somenrte uma distanclia limitada, que pode ser alterade pel& Temperatu
ra {Hdartman-Goldstein,em 1967, segundo Lvon, 1968). Limitagoes do a-
lastramento sugerem que, para a irativacao de um cromossomo comple-
tc, <ervera haver muitos genes, cade um com uma esfera limitada de 1n'
fiuéneia (Lyon,1968). Entretanto, se isto & assim, como & que ocorre
a inativagao total de um cromossomo enquanto o outro X hom510go} ou
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partes de ambos)néovséc inativados? Russel {196%) sugere que sucessi-
vos genes "controlantes",ao longo do cromossomo,precisam estar liga-
dos a algum "gene maior" ou "centro de inativagao", que podera contro
lar os outros de uma maneira um tanto semelhante ao operon (apud Ly
on,1968). -
Russel e Montgomery, em 1965, concluiram que, NO Ccromos-
somo X do camundongo, o efeito inativante poderia se realizar em am
bas as diregCes, diminuindo com o aumento da distancia do centro de
inativacdo; Cattanach e Isaacson, em 1965, encontraram evidéncias de
fatores genéticos afetando o grau de inativacdo de um segmento autos
somico inserido e concluiram que poderia haver mais do que um centro

de inativagao.

FUNCOES DOS CROMOSSOMOS X INATIVOS

Se cromossomocs ou regides cromossomicas inativadas nao a
presentam qualquer fungdo, por principios bioldgicos gerais, esperar
" se-ip que fossem eliminados durante a evolugao. Sua presenga sugere,
porém, alguma fungao,ou entdo que ainda possam vir a ser eliminados
no futuro.

Cooper, em 1959, segundo Lyon (1968), achou que cromosso
mos ou regioes que parecem inativos nos adultos podem apresentar al-
guma fungdo em embrides, contendo genes cuja fungao somente se reali
za precocemente no desenvolvimento e que séo,presumivelmente/"desli-
gados" no estagio adulto.

Individuos com aberragdes numéricas do cromossomo X apre
sentam malformagdes. Uma possivel causa disto seria uma ma compensa
¢3o de dose dos cromossomos X em seu desenvolvimento. Carr (1967),es
tudando aberragbes cromossdOmicas em abortos expontaneos, encontrou u
ma propofgéo relativamente alta com tipo X0; logo, as anomalias nes-
te tipo se desenvolvem suficientemente cedo para levarem a morte mul
tos embriSes)aproximadamente no terceiro mes de gestacao. Uma exten-
g3o0 da idéia de que regides cromossomicas inativadas representam '"ge
nes desligados" & que diferentes regides cromossOmicas podem estar i
nativadas em diferentes tecidos. Testando esta possibilidade, Martin,
em 1966, e Pflueger e Yunis, em 1966, segundo Lyon (1968), estudaram
padrdes de repiicagio de ADN em células de varios tecidos do hamster
chinés, ndo encontrando diferenga em padrdes de replicagao.

Outra possibilidade € que cromossomos ou regices inativas
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em células somiticas, tenham alguma fungZo em células germinativas. O

-

cromossomo Y de Drosophila melanogaster € heteropicnotico em células

somaticas e aparentemente sem efeito fenotipico, mas machos sem Y sao
estéreis; em células germinativas de Drosophila hvdei, o Y mostra es-

trutura aparentemente ativa, sintetizandoc ARN (Hess , em 1966 ,segun-
do Lyon,1968).

Segundo Lyon (1968), em mamiferos, regides do X e do Y, a-
presentando replicacdo tardia na porgido somatica, podem apresentar re
plicagdo sincrdnica em espermatogdonias. Entretanto, a isopicnose do X
em células germinativas femininas nao necessariamente implica em ati-
vidade, pois, em camundongos, os dois X da fémea estdo em . isopicnose
em obcitos e as fémeas com um Unico X (X0) sdo td3o férteis como as na.
mais XX. 0 Y dos mamiferos, pelo menos em algumas espécies, apresenta
replicagido tardia em células somiticas e aparentemente é sem efeito fe
notipico, ainda que apresente a fungao de ser, em estados embrionarios
"determinante sexual".

Mittwoch (1967) sugeriu que a determinagdo do sexo em mami
feros depende de um balango de heterocromatina.

Ohno (1962), para estimar a fiequéncia com a qual o cromos
somo X condensado participa na organizacio dos nucléolcs,examinou tre
zentas figuras profdsicas de fémeas de camundongos. O cromossomoc X em
heteropicnose positiva estava associado com o nucléolo em trinta por
cento das figuras em inicio de profase, concluindo pela possibilidade
de outras atividades genéticas ligadas ao sexo ndo serem dificultadas
pela extrema condensagao assumida pelo cromossomo X.
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Desde que Barr e Bertram (1349) descreveram a diferenca
sexual na morfologia de nucleos dos neuronios de gatos, muitas ob
servagoes foram realizadas em varios tipos de células humanas e de
outros animais. Pesquisas, em grande escala, se tornaram possiveis ar
1955, quando Moore e Barr introduziram a técnica do esfregaco de mu-
cosa bucal.

Precisa ser reconhecido que, apesar do valor do m&rcodo
do esfregago bucal, as preparagoes por ele realizadas apres=nten so
mente una estimativa da frequéncia e do tamanho do corplsculo das cro
matinas sexuais, pois técnicas padrdes ndo podem eliminar variagdes
causadas pelas condigdes da boca e de seu contelido em bactérias, as-
"sim como da cepacidade do observador.

Para a analise da frequéncia de nlcleos cromatino-posi-

tivos, € de bom alvitre s6 levar em consideracdo:

2. Cromatina sexual periférica, isto é, aquela que se a

-

presenta aderida a superficie interna da membrana n
clear. Evita-se,assim, em grande parte, a possibili-
dade de confusdo com os possiveis cromocentros origi
nados pela cromatina grosseira. Em consequéncia, o0s
dados serdo uma subestimativa da frequéncia;

b. Nicleos cuja membrana esteja integra;

c. Nicleos vesiculares, onde a coloragac seja homogénea
e nao se apresente em picnose;

d. NlUcleos isolados @ nac superpostos; ’

e. NuUcleos nao superpostos por bactérias;

&

f. Uma quentidade razodvel de nlcleos devem ser danatis

dos em cada lamina;
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g. Mais de um observador deve analisar cada lamina.

I - Determinacidc pré-natal do sexo

Fuchs e cols. (1956) utilizaram fluido amnidtico humano
para determinar o sexo do feto, através da frequéncia de cromatina se
xual. Nos vinte casos examinados, os resultados estavam de acordo com
o sexo apresentado. ‘

Exame de tecido piacentario para determinagao do sexo, a
través da morfologia nuclear, foi primeiramente realizado por Bohle e
Hienz, em 1956, segundo Hienz e Stoll (1962). Usaram porgdes da plamn
ta, como produtos da ectoderme fetal, e nelas procuraram determinar a
positividade ou ndo dos nlcieos em relagdo ao corpisculo de Barr. 0 e
xame de 100 (cem) recém-natos (cinquenta homens e cinquenta mulheves)
produziu, em cada caso, resultados idénticos entre o diagndstico da
morfologia nuclear do tecido conjuntivo do estroma da placenta € o se
xo da crianga.

Is*o significa que, pelo exame de tecido da placenta se
pode determinar o sexo do embrido, feto ou rezém-nato, sem requerer O
uso de tecido do individuo. O valor bioldgico do método estd na possi
bilidade de ser raalizado indepundentemente da presenca do embriac co
mo pode acontecer em abortos.

‘ Heins e Stoll (1962) obtiveram 1.457 abortos do primeiro
ao sexto més de gestagdo, em condigles de ser estudada a morfologiaru
clear, para a determinacdo dc sexo. A frequéncia cde células com nﬁclg
os cromatino-positivos foi de 6,0 a 2,5% em masculinos e de 7,5 a 15%

em abortos femininos, através de secgGes histologicas de 5 (.

/

? -
II - Em ;ecem-natos

Ha evidéncias de que a proporgdo de nucleos cromatinc-po
sitivos é me.or em recém-natos do que em mulheres com mais idade.

Smith e cols. (1962) descreveram uma menor incidéncia de
cromatina sexual em recém-nascidas. Taylor (1962 e 1963), fazendo es
fregaco bucal de 464 meninas, logc apds o nascimento e até o ncno dig
usando como ccntrole as proprias maes, notou que muitas das meninas es
tudadas mostraram uma menor incideéncia de cromatina sexual , especial
mente durante os dois primeiros dias. Algumas criangas nao apresenta-
vam cromatina sexual. Os valores médios da incideéncia de cromatina se
xual, entre as 20 criancas e suas mies, diferiam significentemente(P<

' 0,01), concluindo pela possibilidade da redugdo da evidéncia de
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cromatina sexual em criangs swrum reflexo de uma ou mais trocas metabd
licas associadas com adaptagoes neo-natais, possivelmente pelos nive
is extremamente altcs de estrogénio neste periodo.

Hsu e cols., em 1967, segundo Curtis (1969), sugeriram
que observagdes sobre a menor frequéncia de cromatina sexual em re-
cém-nascidas seriam devidas 2 selegic inadequada de niicleos de um e-
pitélio em degeneragido.

sign'ri

Curtis (1969) também encontrcu uma incidéncia

cavtemante menor de cromatina sexual em recém-~natos quando compara

f’

das com adultas. Notou tambén que esta frequéncia aumentava gradati-
vamente com o passar dos dias (Tab. VI.1)

TAB. VI.1 - Frequéncia de cromatina sexual do primeiro ac sexto dia

apds o nascimento.

DIAS 1 2 3 4 5 5
NGmero de criancgas 17 18 18 18 17 20
Média 28,82 33,70 38,15 39,2 27.37 38.95
Erro padrin 4,25 3,82 3,67 3,05 3,32 2.38 )
Obs.: Dados obtidos de Curtis (1¢69).

" Gclob, TIsrasena e Becker (1969}, observando 25 fvegagces

da mucosa bucal e vaginal de

cém-nascidas, do primeiro ao

20 meninas fenotipicamente normai

sétimo dia pos-parto, notaram gue

S e re

1?9 - Na mucosa bucal ‘
a. Para obter 200 nlUcleos susceptiveis de analise, no
poimeiro dia pds-parto, precisava-se, em média 2n
contrar 383,2 células, sendo diminuido este  ndzer

para 289,8 nc 79 dia pés-parto.
b. A percentagem de nlcleos picnéticos decrescia
30,6%, no priaseiro dia pds-parto, para 16,9% no quir
to dia.
A frequéncia de cromatina sexual era de 18,4% no
meiro dia, aumentande para 25,6% no quarto dia;
em diante, permanecia inalterada. Este acréscimo

estatisticamente significante.
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29 - Na mucosa vaginal

a. Entre as 400 células capazes de serem usadas para a
determinagao da atividade estrogénica, o numero de
células picndticas decrescia de 23,9 no primeiro
dia a 2,3 no sétimc dia pds-parto. -

b. A frequéncia de cromatina sexual aumentava de 1,8%
a 4,6% do primeiro ao sétimo dia.

Notaram também a influéncia da técnica na frequéncia da
cromatina sexual. Esfregagos vaginais e bucais, corados com Papanico
lau, apresentavam um menor incidéncia; porém,tanto o corante de tio
nina como o de Papanicolau revelaram um acréscimo gradativo na fre-
quéncia de cromatina sexual durante os primeiros dias pés-parto. Si
multaneamente, havia um decréscimo da atividade estrogénica, indica-
do pelo decréscimo na incidéncia de células picnoticas nos esfregags
de células da vagina e da boca.

Isto, para Golob, Israsena e Becker, sugere a presenga
de uma relagido causal entre atividade estrogenica e frequéncia de ao

matina sexual.

IITI - No ciclo menstrual

Branco de Del campo & Ramirez (1965); Schmidt e cols."
(1966); e Dokumov e Spasov (1968) verificaram que a frequéncia de cro
matina sexual estava relacionada com o ciclo menstrual (Tab. VI.2).

TAB. VI.2 ~ Percentagem de células cromatino-sexual positivas na mu-

cosa oral feminina em diferentes dias do cilo menstru-

al.

GRUPO I II ITY IV v VI VIX

DIA 1-4 5-8 8-12 13-16 17-20- 21-24 25-28

Percentagem mé
dia de cromati
na sexual 31,71 30,58 27,75 30,59 30,37 29,32 28,57

Obs.: Dados de Schmidt e cols. (1966).

Dolan (1968); Christakos, Simpson e Bahrani, em  1869;
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Brainerd, Mercer e Miles (1965) e Cavalli e cols. (19705, 1870} e
1971) nao encontraram, no entanto, correlacdo entre o ciclc mens*tru-

al e a frequéncia de cromatina sexual (Tab. VI.3).

TAB. VI.3 - Incidéncia de cromatina sexual de acordc com o ciclo mns

trual normal de 20 jovens.

Percentagem média de
DIA .
cromatina sexual
1 38,20 1 0,92
5 36,53 * 1,06
: 12 ) 36,05 % 1,09
15 36,37 ¥ 0,72
24 37,09 % 0,88

Obs.: Dados de Cavalli e cols. (18704).

No ciclo menstrual, n3o ha, pois, a mesma concordan<ia
de dados centre os diversos autores, como ocorre na fase pds-natal.

IV - Incidéncia de cromatina sexual e volume nuclear

Levij e Meulendijk (1962), na base de consideragdes ma
temiticas, obtiveram uma formula para se obter a frequéncia de ccr-
pusculos de cromatina sexual em aposig¢do a membrana nuclear, em sec-
¢des histoldgicas de tecidos femininos. Para Levij e Meulendijk, as
variagdes na frequéncia de cromatina sexual periférica ndo seriam um
fenomeno bioldgicou, mas sim um resultedo da limitagdo dc poder de re
solugdo do microscopio 6tico, pois uma proporgdo de corpisculos  de
Barr s3ao projetades longe da membrana; assim, quanto maior for o dié
metro nuclear, maior serd a possibilidade de tal projegdo e, em con
sequéncia, menor a frequéncia de cromatina sexual periférica (Fig.VL

1). Pela formula, teriamos:
P=(I""h>3
em que P- = proporgao de nicleo mostrando cromatina sexual periferi
5

ca em exames histoldgicos; r =raio do nlcleos; h =altura do

nuclear cortado por um plano paralelo ao plano Ge secjao.
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FIG. VI.1 - Frequéncia esperada de cromatina sexual periférica em nd

cleos com diferentes diametros médios, segundo Levij em
1967,

Para testar esta hipdtese, Levij (1968) obteve esfrega-
¢os bucais de 20 jovens fenotipicamente normais. Determinou a fre
quéncia da cromatina sexual periférica bem como mediu o tamanho dos
nucleos. Os resultados de Levij seguiram a relagdao predita em 1962 e
1967 {(Tab. VI.u).

TAB. VI.4 - Frequéencia de corpusculos de Barr e volume nuclear

NUmero de casos 2 3 | 5 6 L

!
{
t
Didmetro nuclear-ac |

i
{8 |8,0-8,4!8,5-8,9] 9,0-9,4 | 9,5-10,0
|
!

-~ - - . s
Frequencia media de
cromatina sexual (%) 36

Obs.: Dados de Levij (1968).

35 32 27

Portanto, para Levij (1970, comunicagao pessoal), as al
teracdes na incidéncia de cromatina sexual periférica sd@o puramente
devidas a artefatos. Ocorrem variagoes no tamanho nuclear, entre ou-
tros fatores, como um resultado da agao hormonal possivelmente devi-
do a trocas no conteiddo de agua dos niucleos. Pode-se dizer, dai, que
a ‘requéncia de cromatina sexual esta relacionada a fatores hormona-
is, mas de uma maneira indireta.

Waldrigues e cols. (1970), no entanto, numa analise pre
liminar de dados obtidos em mucosa bucal de mulheres normais, obser-

varam que, apesar de ocorrer a variagdo caracteristica na frequencia
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de cromatina sexual, praticamente nao apresentava variagoes a distri
buigao dos valores nu:leares (proporcionais aos volumes),resultantes
do produto do maior pelo menor didmetrc nuclear, perpeqdiculares en-
tre si. .

Protich, Spssov e Dokumov (1968)notaram que, em indivy
duos do sexo masculino, apCls tratamento com hormonios sexuais,estra-
diol e testoterona, nao se altera a incidéncia de cromatina sexual

periférica.

V - Em gestantes

Em gestantes, os niveis dos hormonios est3o em geral al
terados, em particular a excregao dc estrogenio pela urina que & de
100 a 1C00 vezes maior do que em nao-gestantes (Merril, em 1958, se-
gundo Curtis, 1969).

Curtis (1969)obteve esfregagos bucais de 8 mulheres gd
vidas, aproximadamente. com 35 semanas de gestagao, comporando-os com
os de muheres normais; os desvios nz¢ foram estatisticamente signifi
cantes (t =1,54; P>»0,05).

Moro, Waldrigues e Marcallo {(nao publicado), em estuds
de mulheres no 79, 89 e 99 més de gestagao, e no 19, 29, 79, 159 e
309 dia pos-parto, nao encontraram diferenca estatisticamente signi-

ficante na incicéncia de nlcleos cromatino-positivos perifericameate.

VL - Por idade

Waldrigues e cols. (nao publicadec), numa andlise da fre
quencia de células cromatino-sexual positivas, perifericamente,em di
versas idades, encontraram uma variancia es*atisticamente significan
te (F= 3,527; P<L0,0l)entre idades, e nao sigaificante (F = 1,278;
P ) 0,05)den“ro de cada grupo etario de mulheres normais. A menor ia
cidéncia ocorreu entre os 10 e 13 anos,coincidentemente com a época
da menarca (Tab. VI.5). '

Curtis(1969) analisando esfregagos de mucosa bucal de
2G mulheres normais com idade entre 18 e 20 anos, encontrou .ma inci
dencia média de 41,5+2,5% (cromatina periférica). Sem Gupta (1968),
usando esfregacos de mucosa nasal de mulheres normais, corados com
cresil-violeta, obteve uma média de 25 a 30% de nucleos cromatino-po
sitivos. Em muccsa bucal, com cresil-vigleta,Dixon e Torr (1956) en-
contraram, na maioria das 95 mulheres analisadas, de 30 a 50% das

celulas com uma massa de cromatina sexual (Tab. VI.6).
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P{f

TAB. VI.5 - Distribuicao das frequéncias de niicleos cromatino-positi

vos, em mulheres normais, por idade.

TOTAL DE NOCLEOS

FREQUENCIA DE CRO-

N IDADE EXAMINADOS MATINA SEXUAL(%]
15 1601 30,86
28 8 33u8 30,88
14 9 1898 30,87
1y 10 2661 26,91
13 11 2601 23,91
9 12 1764 25,34
13 13 1643 26,84
13 1y 1621 28,68
15 451 34,37
16 739 31,12
17 461 35,57
17 18 2341 35,16
15 19 13855 32,79
23 20 2906 32,90
8 21 888 31,53
12 22 129U 35,70
7 23 863 31,75
3 2L 309 32,68
4 25 531 31,45
2 26 211 30,81

Obs.: Dados de Waldrigues e cols. (nao publicados).

TAB. VI.6 ~ Fraqué- iz de cromatina sexual em

95 mulheres

PERCENTAGEM

20

2

28

32 . 36

40

4

N¢ DE INDIVIDUOS

3

5]

5

11 12

2

-
4

14

Cbs.: Dados de Dixon e Torr (1956).

Eckelund (1856) descreveu um método para célulac do epi-

+télio descamants da bexiga, presentes na urina, com a

se verificar a presenga da cromatina sexual.

finalidade

Ao
e
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VII - Agao de drogas

Sohval e Casselman (1961), estudando o efeito de anti-
bidticos sobre o corpisculo da cromatina sexual, notaram que apesar
dos mesmos nac alterarem sua frequencia, alteram seu tamanho. Utili-
zaram "aureomicina" (clortetraciclina), "cloromicetina" (cloranfeni-
col), "pentids 400" (benzilpenicilina de potassio) e "gantrisin"(sul
faisoxazol) (Tab. VI.7).

Dokumov ( 1970, comunicagdo pessoal) acha que ha uma
correlagdo real entre padroes de cromatina sexual e diferentes hormo
nios esterdides (cortisona, hidrocortisona, dexametasona, progesterc
na e estrogéneoa). Para ele, a influéncia se exerce sobre o tamanho,
a forma e frequéncia da cromatina sexual, n3o dependendo essa agao a
penas do hormonio administrado, mas também da sua dose. De outra ma
neira, estados bioldgicos caracterizados por uma nitida mudanga de
niveis hormonais, por exemplo,gestagao, sao acompanhados por uma mu-
danga correspondente do padrao de cromatina sexual. Para Dokumov, es
sas alteragdes ndo sdo devidas a artefatos de técnicas, mas represen
tam um fato bioldgico.

VIII - Em queimaduras

Weste e cols. (1867) encontraram numa menina com queima
duras, uma frequéncia de cromatina sexual inexplicavelmente baixajes
sa frequéncia, apds uma semana, voltou ao normal. Por causa deste a-
chado, examinaram esfregagos bucais didrios, na primeira semana apds
a queimadura, de 30 criangas do sexo feminino. Encontraram uma redu
¢3o inicial da frequéncia comum, e, em algumas, havia também uma a-
normalidade morfoldgica nos corpusculos cromatinicos. Comparando es-
ses resultados com os de criancas internadas no hospital por outras
causas, que nio queimaduras, a menor frequéncia verificada em pacien
tes com queimaduras mostrou-se estatisticamente significante. Conclu
iram pela possibilidade desses efeitos serem resultantes do aumento
da atividade adrenocortical apds queimaduras.

IX - Em individuos do sexo masculino

Hambe»t (1955), numa amostra nao selecionada de 2.752 a-
dultos, encountrou seis casos (2,22%) de cromatina sexual positiva.
S-ewart e Sanderscn (1961}, estudando testiculos de . hn

10

mens normais, orbservaram a presenga de uma estrutura aparentemente 1

| My

déntica ao corpisculo da cromatina sexual em 10% dos nucleos das ¢
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TAB. VI.7 - Influéncias de varios antibidticos na dimensdo ¢ preva-

léncia do corplUsculo de Barr na mucosa bucal.

Antibidticos e |Pacientd _CORPOUSCULOS DE BARR
n? de dias aa- " numero ANTES APGS | Redugio
Tamanho Preva | Tamanho [Preva-| ©R.3T¢4
médio léncia| médic [léncia ?Z?la
Spg ) (%) .5Aa) (%)
Clortetraciclina
Tépica 2 1 0,78x1,2 ‘20 0,52x0,76] 20 57
Topica U 2 0,7ux1,1 17 0,48x0,85 19 50
Oral y 1l 0,75x1,1 19 0,58x0,84 18 L2
Oral L 2 0,74x1,1 17 0,59x0,85 18 . 38
Oral 4 3 0,65x1,18 20 0,5ux0,85 19 40
Orcl 7 0,uux0,75 18 57
Oral L L 0,71x1,16 18 0,5ux0,88 13 42z
Oral 7 0,52x0,96| 17 39
Cloranfenicol
3 1/3 1 0,74x1,11 18 0,43x0,75 25 61
3 1/3 2 0,7u4x1,1 18 0,39x0,74 20 65
Benzilpenicilina
de potiegsio
31/3 1 0,83x1,2 |- 23 0,u6x0,77 18 64
() 5 0,59x1,15 2% 0,55%x0,91 27 25
7 0,50x0,77| 28 43
11 0,55x0,75 25 39
14 0,47x0,70| 28 51
Sulfaisoxazol
7 2 0,73x1,1 19 0,58x1,05 16 29
12 , 0,50%C,96 16 41

Obs.: 4% Paciente com sindrome de Klinefelter.
Dados de Sohval e Casselman (1961).

lulas germinativas. Tal corplisculo eres visivel em espermatogonias, es
permatocitos primirios e secundirios. Apresenta=~se mais nitidamente
em nicleos de ezpermatocitos primdrios, sendo que, em alguns desses,

parece haver uma conecgao com o nucléolo atraves de um delgado filamn
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to cromatinico. \

Close e cols. (1968) constataram-;2% deidiuducs cromati
no-positivos entre todos os pacientes adultos e do sexo . ascuiino,
de um hospital.

Em biopsia de pele de homehs, uma massa cromatinica ani
loga a cromatina sexual. porém, na grande maioria das vezes muito me
nor, foi encontrada, por Carpentier (1962), em 3 a 5% dos nucleos das
células epiteliais.

X - Em individuos com anormalidades mentais

Casey e cols. (1968) verificaram que a frequencia de
cromatina sexual era significantemente maior em individysque requeriam
cuidados especiais, por causas de violéncia e agre551v1dadez>do que
em outra populagdo de individuos men*almente anormais.

Ferguson-Smith, em 1858 e 1359; Prader e cols.: em 1958,
Carr, Barr e Plunkett, em 1961; Forssman e Hambert, em 1963,(apudlkg
quez-Monter,Santiago -Payan e Kofman-Alfaro (1968), encontraram,em es
tudos de cromatina sexual realizado em instituigdes para criangas re
tardadas mentais, uma frequéncia consideralvelmente maior de anorma-
lidades cromatinicas em relacdo a populagdo ém geral. Barr e Carr
(1960), por exemplo, estimaram quz a frequéncia da sindrome de Kline
felter cromatino-positivo na populagdo em geral é de 1/50C, mas en-
tre retardados mentais & de 1/100. )

Marjuez-Monter, Santiago-Payan e Kofman-Alfaro (1968.),
estudando mucosa bucal de 1.000 criangas com retardamento mental (QI
entre 50 ¢ 80) e com idade entre 6 e 14 anos, encontraram, entre 623
meniuos, 5 (0,8%) que eram cromatino-positivos; em um deles, havia 2
corpisculos ercmatinicos. Uma (0,28%) menina, entre as 377 estudadas,
era cromatino-negativo.

Marquez-Monter, Carnevale-LOpez e Kofman-Alfaro (1868y),
em uma pesquisa onde analisaram esfregagos bucais de 3.000 recém-nas
cidos, encontiaram, entre 1484 meninos, 4 (0,26%) com nicleos croma-
tino-positivos, e, entre 1516 meninas, 3 (0,15%) com nicleos cromati
no-negativos.

Tsuboi e cols. (1966), numa amostra de 904 esquizofréni
oS, verificaram. que eram cromatino-positivos dois dos 480 homarne=
(0,42%) e duas entre as #24 mulheres (0,47%) anresentaram dupla crona
tina sexual (Tab.VI.8).

Observando-se e&s frequeéncias de anormalidades, em croma-
tina sexual, entre individuos com anormalidades mentais e normais,no
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ta-se, entre os Ultimos, uma menor frequéncia (Tab. VI.8).

TAB. VI.8 - frequencia de cromatina sexual em varias condicdes. -

i

ANORMALIDADES EM " ESQUIZOFRENICOS RECEl- RETARDA-
e ESTUDOS ESTUDOS DE  NASCI DOS MEN-
CROMATINA  SEXUAL ANTERIORES TSUBOI E COLS. DOS~  TATS

Hemens crcmatino-

positivos 0,71% 0,u42% 0,26% 0,91%

N

Mulheres com dupla
cromatina sexuel 0,50% 0,47% 0,06% 0,43%

Obs.: Dados de Tsuboi e cols. (1966).

XI - Em mola hidatiforme.

Oliphant, Westerhout e Schwinn (19868), estudando 51 .casos
de mole hidatifcrine, encontraram 46 (96%) cromatino-positivos.Pare
cendo, portanto, haver uma maior susceptibilidade de um embrizo dc

sexo feminino vip a formar a mola hidatiforme.

XII - Em tumores - ‘

a. Hiperplasias e tumores somaticos benignos.

0 sexo nuclear de tecidos hiperplasicos e tumores  be
nignos estd de acordo com o sexo nuclear do individuo. Veja-se, pox
exemplo., a revisao feita por Tavares (1866). As percentagens de cro
matina verificadas naqueles tecidos sdo semelhantes as obtidas em te

cidos normais.

b. Em tumores malignos

b.1 -_Cancer de rama

Langlands e Cathels (1967), analisando 71 mulheves
com cancer de mama e 181 controles, nac encontraram diferenca estats
ticamente significante entre as frequéncias de cromactina sexual em
esfregacos da mucosa bucal dos dois grupos.

Ramirez e Cuadrillecro (1962) encontraram, em mastopaties

precancercsas cerca de 30% cromatino-negatives.
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Soos e Knote, em 1967, segundo Atkin (1367y), encontra-
ram uma menor frequencia de cromatina sexual em tecido de tumor que
em tecido normal, e acham que isto & devido, principalmente, a des-
truigao das estruturas nucleares. Aparecendo, portanto, mais em tumo
res imaturos, de rapido crescimento. Esses achados ndc foram confir-
mados por Atkin (1967p).

Wacker e Miles (1966), estudandc 50 pacientes, encontra
ram uma correlacao linear positiva entre percentagem de células de
tumor com cromatina sexual e tempo de sobrevivéncia para pacientes
que morriam dentro de 8 anos a partir do inicio do tratamento. Paci-
entes que sobreviviam mais de 8 anos, apresentavam, em média, uma fre
quéncia maior de células de tumor com cromatina sexual (Fig.VI.3).

30 » = mortos
. ¢ = hao seguidos
Frquenc1a ! o = ainda vivos 88 o
de celulas lo ¢ o
[ 3
de_tumoxr 20 (. .
5 [} B
com cIDMa : °
. -—e - ‘ g o
$ina sexu o = bl oo
¢ - . Py @ o
al (%) 10 L. - . ®
. v - M
/ ]
-«
Ly ® v ¢
L ] .
¢
0 - : @ . \ . ) I ) 1 A ] 3nos

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

FIG.VI.3 - Correlacdo linear entre a frequencia de cromatina sexual

e o tempo de sobrevivéncia de pacientes portadores de

cancer de mama, segundo Wacker e Miles (1966).

Yule, Howell e Verrill (1969) fizerem esfregagos de mu-
cosa bucal em trés grupos de mulheres: a. controles normais (6u4), b.
com cancer de mama (391) e c¢. com cdncer do colo de Gtero (274).A a-
nalise de variancia entre os trés grupos nao se mostrou significante.

Siracka e Siracky (1969), estudando pacientes com cancer
de mama com metastases Osseas, verificaram que, nos casos de cromati
na sexual positiva, havia uma diferenga média na sobrevivéncia dos
pacientes com metadstases solitdrias em relag@o aos com metastases md.
tiloculares. Esta diferenca nao era evidente nos casos de cromatina
sexual negativa (Tab. VI.9).

Kimel (1957),estudando 91 casos de cancer de mama, le-
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vando em consideragac a incidencia de cromatina sexual em células do
tumor, o tipo de tumor, a idade do paciente no infcio da doenga, .a
historia de menopausa, a hiperplasia do cdrtex do estroma do ovirio
e a resposta a terapia hormonal, observou que canceres de mama pcdem
mostrar contagem de cromatinz sexual diferente dos tecidos normais.
Havia também evidéncias que sugeriam que tumores com alta frequéncia
de cromatina sexual sdo clinicamente denendentes de estrogenos, en
quanto os que se apresentam com baixa frequéncia ndo o sao.

TAB: VI.9 - Sobrevivéncia em cancer de mama com metastases dsseas do

comeco da aplicacao hormonal até a morte.

. Cromatina sexual positiva Cromatina sexua! negativa
Estagio . . . .
riginario Sobrevivencia media Sobrevivencia media
orig em meses em meses
Solitario  Multilocular Solitario Multilocular
I ug 10 - -
II hu 15 5 5
ITI 13 11 3 3
IV 17 23 - 6

Obs.: Dados de Siracka e Siracky (1969).

b.2 - Em colo de utero

Atkin (19675), analisando 363 ~asos de tumores de
colo de Uiero, encontrou, em dois casos, tripla cromatina sexual(Tah
VI.10).

TAB.VI.10 - Cromatina sexual em 363 cascs de tumores de colo de Gtero

Corpusculos de cromatina sexual

- TOTAL
. por nucleo
0 1 2 3
a. celulas escamosas 120 156 31 2 309
b. adenocacantoma 15 23 3 - 41 -
c. adenocarcinoma 6 5 2 - 13
TOTAL 141 184 36 2 363

Obs.: Dados de Atkin (19673).
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Atkin (1967 ) encontrou uma alta frequencia de células
com teldfase condensada, com padrao cromatinico, em cerca de 10%
dos carcinomas de colo de utero, fato também observado em carcinoma
in-situ de colo de uUtero. Este fendmeno foi verificado em  regides
com crescimento ativo, presumindo-ce que represente um prolongamen-
to da teldfase, ou uma retengdo do padrdo cromatinico telofasico du
rante a primeira parte da interfase. Atkin mediu a quantidade de AN
nas células de dois tumores e obervou que a maioria das células com
este padrao tinha uma "dose simples" de ADN.

Forni e Miles (1966), analisando 9 pacientes com carci
noma de colo de idtero, observaram que, quando presentes em células
cancerosas, os corpusculos de cromatina sexual aparecem muitas vezes
duplos ou anormalmente grandes. Sugerem que isto possa ser causadoc
pelo aumento cdo nimero de ¢élulas tetrapldides.

Siracky {1967), estudando 225 casos de carcinoma epider
moide de colo uterino, encontrcu a distribuicao apresentada na Tab.
VI.1l.

TAB. VI.11 ~ Cromatina sexual em 225 casos de cancer de colo de tte

ro.
Percentagem media de NUmero de Clas-.ificacao geral
cromatina sexual cascs
0 - 9 51 Cromatina sexual negativa
10 - 19 19 Casos duvidosos
20 - 29 67 \
30 - 39 37
4O - 49 30 Cromatina sexual positiva
50 - 59 8
60 - 69 7
70 - 79 6

Obs.: Dados de Siracky (1967).

Siracky (1967), fazendo classificagdo histoldgica dos
carcinomas de colo de Utero, obteve uma menor frequencia de cromati
na sexual no tiro indiferenciado ¢ Tab. VI.12). Por outro lado,
determinando a frequéncia desse corpusculo, segundo o estagio clini
co, observou uma distribuigdo um tanto quanto variavel, porém, mene
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nos estagios III e IV (Tab. VI.13).

TAB. VI.12 - Relacao entre a classificacdo histoldgica e incidéncia

de cromatina sexual.

CROMATINA SEXUAL
TIPO HISTOLGOGICO

POSITTIUVA NEGATIVA
Queratinizado 23 (14,8%) 7 (13,7%)
Diferenciado 101 (85,2%) 19 (37,3%)
Indiferenciado 31 (20,0%) 25-(49,0%)
TOTAL 155 51

Obs.: Dados de Siracky (1867)

TAB. VI.13 - Relacdo entre esti2gio clinico e incidéncia de cromatina

sexual.

CROMATTINA SEXUAL
ESTAGIO

POSITIVA NEGATIVA

T 56 (36,1%) 13 (25,5%)

II 65 (41,9%) 19 (37,3%)

III 33 (21,3%) 15 (29,4%)

Iv 1 ( 0,7%% 4 ( 7,8%)

TOTAL 155 51

Obs.: Dadcs de Siracky (1967)

Atkin (19673) obteve melhores coloragdoes, para croma-
tina sexual em esfregacos de colo de Utero, com orceina do que com
Papanicolau.

Naujoks (1969), examinando células anormais exfoliadas
de carcinoma-in-situ de colo de Utero, encontrou uma incidéncia mé-
dia de nlcleos cromatine-positivos de 13%. Uma Unica célula com dois
corpisculos cromatinicos foi encontrada em seis casos e uma cé£lula

com tves corpusculos em um caso.
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Ltkin (1869)observando tipos de variantes nucleares, em
tumores gineccllégicos, em esmagamentos (squashes)e esfregacos, achou
. - ~ P T . .
que variagoez do padrao cromatlnico normal (em tumores femininos) e
alteragoes (crmorenie aumeatos)predominantes no tamanho nuzlear ocor
rem ccmumenie, e podem estar relacionadas com alteragoes cariotipicas
nas células do tumor. Outras variagoes nucleares, foram observadas,em

bora menos frequentes:

1. Protusao dos niicleos;
2. Multiplos cromocentros;

3. Padrao telofasico.

b.3 ~ Outros tumores

0 estudo de uma sa@rie de carcinomas de pele, realizado
por Hunter e Lennox, em 1954, levou-os a concluir que esses tumores
malignos apresentam um sexo nuclear identico ao do paciente.Tavares,
em 1955, no entanto, =ncontrou, em dois carcinomias de pele, em paci-
entes do sexo feminino, uma inciddncia menor de cromatina sexual co
que em tecidos normais (apud Tavares, 1966). Ashley e Theiss (1958),
no entanto, ao estudarem 75 pacientes ceimn tumcres de tesulc los, nan
obqervaram alteragoes: no padrao cromatinico. . "

' A partir desses dados, pode-se concluir que, em geral o
sexo nuclear, em tumores benignos e malignos nao teratoides, & idéen-
tico ao do paciente; ainda que, em crescimentos malignos feminings,
alteragces no caridtipo frequentemente alteram 51gn1f1cantemente a
proporgao de c€lulas com cromatina sexual. ’

Em teratomas, o desenvolvimento da cromatina sexual de-
pende do sexo do paciente; discrepancias siao praticamente limitadas
aos tumores desenvolvidos no sexe masculino (Fig. VI.2)(Moore e Barr,
1857).

- -
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FIG. VI.2 - Histogramas ilustrando a frequeéncia de cromatina sexual

em tecidos normais, tumores benignos e malignos em ho-

mens e mulheres. As percentagens de nlicleos com cromati

na s=xual estdao nas abcissas e as percentagens de espe-

cimes nas ordenadas. As médias das frequencias estado in

dicadas por setas.
Obs.: Dados de Moore e Barr (1957).
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CONCLUSDOES

— v omn emm  ame  mw  was e—— ee-

Descrito, pela primeira vez, por Cajal (1909); correla
cionado com o sexo por Barr e Bertram (1349); originado a partir de
um Unico cromossomo X, que se encontra condensado em interfase e em
heteropicnose positiva em profase (Ohno Kaplan e Kinosita, 1959); o
corpusculo da cromatina sexual € de grande importancia no diagndsti-
co das anomalias do desenvolvimento sexual.

0 material heterocromatico que compoe o corplUsculo da
cromatina-X foi denominado, por Brown (1966), de heterocromatina fa-
cultativa; sendo admitido ser geneticamente inativo e de participar
de um mecanismo de compensacao de dose (hipdtese de Lyon, 1361). Tal
corplisculo apresenta-se cra junto ao nucléolo, ora livre no nucleo-
plasma ora aderido a superficie interna da membrana nuclear,nesse ca
g0 adquirindo a forma plano-convexa.

0 corpusculo de Barr aparece, pela primeira vez, no em
brido, ao se iniciar a diferenciacdo somatica, na época da sua  im-
plantagdao (Austin e Amoroso, 1957; Park, 1957; Glenister, 1956 ;Axel
son, 1368; Ohno, 196Y4; Melander, 1952); e, sendo caracteristico do
sexo feminino, entre os mamiferos, acarreta uma diferenga sexual na
morfologia dos nlcleos de suas células, bem como permite predizer o
numero de cromossomos X presentes em um individuo.

Através do corplisculo da cromatina sexual, também se
pode determinar o sexo de um individuo antes do seu nascimento(Fuchs
e cols., 1956; Bchle e Hienz, 1956; Hienz e Stoll, 1962), sendo isto
de capital importancia em paises onde o aborto pode ser legalmente
praticado {(Japao) nos casos de grande risco da crianga vir a 3ofrer
de anomalia grave, decorrente de fatores hereditarios, se for do se-
xo masculino.

A frequéncia do corplsculo da cromatina sexual, aderi-

da a membrana nuclear, parece variar em alguns estigios do desenvol-
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vimento normal humano (p. ex. periodo pSS—néfal, Smith e cols.,1962;
Taylor, 1962 e 1963; Curtis, 1969; Golob, Israsena e Becker, 1869),
bem como em estados anormais (queimaduras, Weste e cols., 1967; admi
nistragao de antibidticos, Sohval e Casselman, 1961; e em tumores ma
lignos, Tavares, 1965). _
A determinagdo do corpusculo da cromatina-X foi utiliza
da, por Davidson e cols., em 1957, para estudos do comportamento de
_transplantes da medula, e por Woodruf e Lennox, em 1959, em tranglan
tes de pele, e até mesmo em medicina forensica por Dixon e Torr, em
1956 (apud Bartalos e Baramki, 1867).
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