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INVESTIGAGAO DE CROMOSSOMO Y EM CASOS DE SINDROME DE TURNER EM
ALAGOAS

Y CHROMOSSOME INVESTIGATION IN ALAGOAS TURNER SYNDROME CASES

(Rayane Ferreira da Silva, Susane Vasconcelos Zanotti, Isabella Lopes Monlleo,
Reginaldo José Petroli)

Resumo: A Sindrome de Turner é uma das principais anormalidades cromossémicas,
observada em aproximadamente 1:2.500 recém-nascidos do sexo feminino, decorrente
da presencade um cromossomo X e perda parcial ou total do segundo cromossomo
sexual. O diagndstico é realizado pelo cariétipo. As principais caracteristicas clinicas
observadas sdo: disturbios do desenvolvimento esquelético, problemas cardiovasculares,
enddcrinos, reprodutores e psicossociais. Individuos acometidos por esta sindrome
podem apresentar material derivado do cromossomo Y, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de neoplasias gonadais. A investigacdo de marcadores de cromossomo
Y pode ser realizada pela reagdo em cadeia da polimerase. O objetivo desta pesquisa foi
investigar marcadores de cromossomo Y em 20 casos com diagndstico clinico e
citogenético de Sindrome de Turner atendidos em um Servi¢o de Genética Clinica de
Alagoas. Paraa analise molecular, inicialmente foi realizada a extragdo de DNA gen6mico,
seguida da reacdo em cadeia da polimerase para a amplificacdo dos marcadores: DYZ1,
DYZ3, SRYe ZFY. Paraevitarresultado falso positivo, todosos ensaios foram realizados por
individuos do sexo feminino, desde a coleta do material bioldgico paraaextracdo de DNA
até as andlises moleculares. Dos 20 casos analisados, 95% ndo apresentaram nenhum dos
fragmentos e 5% apresentaram os quatro marcadores: DYZ1, DYZ3, ZFY e SRY, indicando
mosaicismo com a presencga de sequéncias de Y em sua constitui¢cdo cromossdémica. O
presente estudo proporcionou o diagndstico molecular especializado para os 20 casos de
Sindrome de Turner e contribuiu para o fortalecimento do Laboratério de Genética
Molecular Humana do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes.

Palavras-Chave: Sindrome De Turner; Reacdo em Cadeia da Polimerase; Cromossomo Y.

Abstract: Turner Syndrome is one of the major chromosomal abnormalities, seen in
approximately 1: 2,500 female newborns, characterized by a X chromosome and partial or
total loss of the second sex chromosome. The aim of this study was to investigate the Y
chromossome markers in 20 cases with clinical and cytogenetic Turner Syndrome
diagnostic. All experiments were carried in the Laboratério de Genética Molecular
Humana. The present study provided the establishment of the genetic-clinical profileand
specialized molecular diagnosis for the 20 cases treated in the Hospital Universitdrio
Professor Alberto Antunes.

Keywords: Turner Syndrome; Polymerase Chain Reaction, Y Chromossome.
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INTRODUCAO

Os Disturbios da Diferenciacdo do Sexo (DDS) sdo condi¢Ges congénitas
onde o desenvolvimento do cromossomo sexual, das gonadas e/ou da anatomia
da genitélia estdo alterados (HYAHES, 2006; MACIEL-GUERRA; GUERRA-JUNIOR,
2019).

Os DDS sao classificados de acordo com suas causas, podendo ser divididos
em trés grandes grupos: DDS 46, XX; DDS 46, XY e DDS associadas a anormalidades
cromossomicas. Entre os inumeros casos de DDS, encontra-se a Sindrome de
Turner (ST), um Disturbio de Desenvolvimento Gonadal (DDG) classificada como
DDS associadoa anormalidades cromossomicas (LEE et al., 2006; MACIEL-GUERRA;
GUERRA-JUNIOR, 2019).

A ST é uma cromossomopatia caracterizada pela presenca de um
cromossomo X e perda parcial ou total do segundo cromossomo sexual. Esta
sindrome possui incidéncia de aproximadamente 1:2.500 recém-nascidos do sexo
feminino (SYBERT; MCCAULEY, 2004; KURNAZ et al., 2019). A auséncia ou
alteragbes estruturais no segundo cromossomo sexual, como dito acima e,
consequentemente, dos genes nele contidos, é responsavel pelas altera¢des
morfoldgicas e funcionais observadas em sujeitos com esta anomalia (SILVA-
GRECCO, 2016).

O fendtipo pode variar amplamente, sendo as caracteristicas clinicas mais
comumente descritas: disturbios do desenvolvimento esquelético, problemas
cardiovasculares, enddcrinos, reprodutores e psicossociais (SYBERT; MCCAULEY,
2004).

A constituicdo cromossémica e o fendtipo estdo associados a grande
variedade de achados citogenéticos, como monossomia do cromossomo X (45,X),
mosaicos sem alteragGes estrutural (45,X/46,XX), isocromossomo de brago longo

do cromossomo X — 46,X,i(Xq); delecdo do braco curto do cromossomo X —
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46,X,del(Xp); cromossomos X e Y em anel — 46,X,r(X) e 46,X,r(Y), entre outros
(TURNPENNY; ELLARD, 2012).

Cerca de 4 a 60% dos casos de ST possuem um cromossomo Y ou parte
deste em seu genoma, isto aumenta a probabilidade de malignizacdo dos
resquicios gonadais. Nestes casos é indicada a gonadectomia profildtica (ARAUJO
et al., 2008; MARQUI et al., 2016).

Dentre os fragmentos de Y mais investigados, podemos citar o DYZ1, DYZ3,
ZFY e SRY (SILVA-GRECCO, 2016). Estes que podem ser investigados através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (ARAUJO et al., 2008; KURNAZ et al., 2019),
técnica adotada para a analise molecular realizada neste trabalho.

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi investigar marcadores de Y em 20
casos com diagndstico clinico e citogenético de ST, atendidos no Servico de

Genética Clinica (SGC) do HUPAA-UFAL.
DESENVOLVIMENTO

Metodologia

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética Molecular
Humana (LGMH) do HUPAA, pertencente a UFAL. O financiamento foi proveniente
do projeto intitulado: Caracterizagcdo de disturbios da diferencia¢do do sexo em
Alagoas: uma abordagem multidisciplinar no SUS - PROJETO PPSUS
60030000898/2016.

A natureza desta pesquisa foi descritiva-experimental, transversal e
guantitativa. Os dados clinicos e genéticos obtidos durante os experimentos foram
tabulados utilizando planilha Excel.

Foram incluidos 20 sujeitos, independente de faixa etdria, com diagndstico
clinicoe citogenético, atendidos no ambulatério do SGC do HUPAA/UFAL. Os dados

clinicos foram colhidos por meio de protocolo préprio (GAZZANEO et al., 2015),
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apods assinatura do Termo de Compromisso Livre Esclarecido (TCLE) (CAAE n2
59929716.8.0000.5013).

Todos os sujeitos tiveram caridtipo de sangue periférico com bandamento
G e resolucdo de 450-500 bandas com contagem variando entre 25 e 100
metafases analisadas. Os cariétipos foram realizados em colaboracdo com o
Laboratério de Citogenética Humana da Universidade Estadual de Ciéncias de
Saude de Alagoas (LCH/UNCISAL).

Apods a confirmacdo de ST pelo caridtipo, o passo seguinte foi a extracdo de
DNA genOmico através do método orgénico por digestdo com proteinase K com
posterior purificagdo com fenol-cloroférmio.

Os fragmentos analisados nesta pesquisa foram: DYZ1, DYZ3, ZFY e SRY.
Apds a confirmacdo da concentracdo e integridade do DNA genémico extraido,
foram realizadas as PCRs. Todas as PCRs foram realizadas com um controle interno
(exon 4 do gene receptor de andrégeno - AR) para garantir a presenca do DNA nas
amostras. Os oligonucleotideos utilizados neste trabalho sdo os mesmos utilizados
por Silva-Grecco et al., (2016).

Os produtos das PCRs foram analisados por meio da eletroforese em gel de
agarosea 1%, com o auxiliode marcador de peso molecular (1kb plus DNA Ladder).
Apds a eletroforese, os géis foram corados em solugdo de Brometo de Etidio
(0,5ug/mL) e analisados em transluminador de bancada UV (Benchtop UV
Transilluminator UVP®).

A andlise foi realizada através da presenca ou auséncia do fragmento
estudado. Os resultados foram fotografados em camera Cannon© PowerShot
A2500 pertencente ao equipamento PhotoDoc-It™ Imaging System UVP® e

arquivados para analises futuras.

Resultados e discussao
O sinal clinico mais evidente nos casos de ST é a baixa estatura, com

prevaléncia variando entre 95% a 100%. Isto devido ao comprometimento do
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crescimento desde inicio na vida intrauterina (GRAVOLT, 2017; REIS, 2018). Nesta

pesquisa, a baixa estatura foi observada em 95% dos casos durante a primeira
consulta no ambulatdério de genética clinica.

A baixa estatura é um dos estigmas mais frequentes. Geneticamente,
delecbes nos bracos terminais dos cromossomos sexuais resultam na
haploinsuficiéncia do gene SHOX (short stature homeobox containing gene)
(MARTINS et al., 2003). A monossomia deste gene também estd relacionada com
a presenca do palato alto, encurtamento do quarto metacarpo/metatarso, cubitus
valgus (OGATA et al., 2002). Em relagdo a estas caracteristicas, foi observado a
presenca de palato alto em 55% dos casos, 60% com cubitus valgus, 5% com
encurtamento do quarto metacarpo e 25% do quarto metatarso (Quadro 1).

Os achados revelaram que 70% dos individuos apresentam anormalidades
no torax, sendo 10% com pectus excavatum; 55% com baixa implantacdo capilar,
em formato de tridente; e 35% com baixa implantagao das orelhas. Ja o pescogo
“alado” ou pterygium colli, é decorrente da obstrucdo linfatica sendo observado
em cerca de 25% dos casos (SPERLING, 2014). Este achado foi observado em 35%
nesta casuistica (Quadro 1).

Para o desenvolvimento puberal, a classificacdo seguiu de acordo com os
critérios de Tanner. Dos dados disponiveis, 16 individuos foram examinados,
destes, 100% apresentaram atraso no desenvolvimento mamario e 60% com
atraso no crescimento de pelos.

Ja hipogonadismo é uma condicdo a qual hd o comprometimento na
producdo dos hormoénios sexuais pelas gonadas e isto pode resultar manifestacdes
clinicas, como: infertilidade, hipodesenvolvimento sexual secundario, e
amenorreia primaria ou secundaria (GARCIA et al., 2017). Dos dados disponiveis
nos  prontuarios, 30% foram diagnosticadas com  hipogonadismo
hipergonadotrdéfico, hipodesenvolvimento sexual secundario foi observado em

70% dos casos, mesma porcentagem observada com amenorreia primaria.
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Em relagao ao perfil cognitivo, estes individuos tendem a apresentar

facilidade nos aspectos verbais e dificuldade na coordenacdo motora e no
processamento visual do espaco (BAKER; REISS, 2016). Estas dificuldades sao
decorrentes, provavelmente, de alteragdes dos genes presentes no cromossomo X
(SKUSE, 2005; BAKER; REISS, 2016). Nesta casuistica 15% relataram dificuldades de
aprendizagem e 5%, em matematica, especificamente.

As malformagbes cardiovasculares representam um dos aspectos mais
graves que se manifestam nos individuos com ST e potencialmente fatais.
Habitualmente, estas condigdes estdo associadas a monossomia do X (SPERLING,
2014). Nesta pesquisa, 20% apresentaram complicagles cardiovasculares, com
coarctagao da aorta com persisténcia do canal arterial (PCA), taquicardia e ectasia
da raiz da aorta (Quadro 1).

Entre os casos com problemas cardiovasculares, todos apresentaram
caridtipo 45,X (Quadro 1). Estes achados intensificam as pesquisas que apontam a
monossomia como o cariétipo associado com os fenétipos mais graves (SPERLING,
2014; MARQUI et al., 2016).

Para citogenética, Turnpenny e Ellard (2012) apontam que a monossomia
do cromossomo X é o caridtipo mais frequente nos casos de ST com cerca de 46%,
outras anormalidades também podem ser observadas, como mosaicismo,
delegdes, isocromossomo do X e cromossomo X em anel.

Os caridtipos observados nesta pesquisa demonstraram a presenca de 50%
de monossomia do cromossomo X. O mosaico foi o segundo tipo de cariétipo mais
encontrando, representando 35% do total. J4 o isocromossomo do brago longo do
X sem outra linhagem celular foi encontrado em 10% dos casos [46,X,i(Xq)].
Enquanto 5% dos exames mostraram dele¢dao no braco curto do X [46, XX, delX
(Xp.21.3)] (Quadro 1).

No Brasil, a idade do diagndstico mencionado por Carvalho et al., (2010) é
por volta dos 13 anos utilizando a técnica de cariotipagem por bandeamento G. A

média de idade do diagndstico através do exame do cariétipo realizado neste
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trabalho foi de aproximadamente 16 anos e 6 meses, variando entre 9 meses até

42 anos (Quadro 1).

Isto demonstra a disparidade de idades para a conclusdo do diagndstico,

alguns fatores podem explicar este achado, como o grau de manifestacdo do

fendtipo, acessoao sistema publico de salude e ao atendimento especializado, ja

gue neste estudo, todos os sujeitos sdao procedentes do interior de Alagoas.

Quadro 1 - Os principais dados clinicos e citogenéticos para os 20 casos.

CASOS

IDADE NA
PRIMEIRA
CONSULTA

CARIOTIPO

DADOS CLiNICOS

Caso 1l

13 anos

45,X [100]

Baixa estatura, orelhas com Dbaixa
implantacdo, torax largo, palato alto
amenorreia primaria, pescogo curto e
“alado”, baixa implantacdo capilar em
formato de tridente, cubitus valgus
hipodesenvolvimento sexual secundario,
coarctagdo adrtica com PCA e estenose
aortica

Caso 2

18 anos

46, X, i(Xq) [50]

Baixa estatura, orelhas com Dbaixa
implantagdo, toraxlargo, baixaimplantagao
capilar em formato de tridente, cubitus
valgus, amenorreia primaria,
hipodesenvolvimento sexual secundario e
sobrepeso.

Caso 3

14 anos

45,X [40]

Baixa estatura, encurtamento do 4°
metatarso, orelhas com baixa implantagdo,
nevos pigmentados, palato alto, pescogo
curto e “alado”, baixa implantagdo capilar
em formato de tridente,
hipodesenvolvimento sexual secundario,
amenorreia primaria e apresenta
dificuldade em matematica.

Caso 4

25 anos

45,X [40]

Baixa estatura, encurtamento do 4°
metatarso, orelhas com baixa implantacao,
torax largo, palato alto, pescogo curto e
“alado”, baixa implantagdo capilar em
formato de tridente, hipodesenvolvimento
sexual secunddrio, amenorreia primdria.

Caso 5

18 anos

46,XX [13]/45,X
(27]

Baixa estatura, encurtamento do 4°
metacarpo, nevos pigmentados, pescogo
curto e “alado”, cubitus valgus, baixa
implantagdo capilar emformato detridente,
amenorreia primaria, hipogonadismo
hipergonadotrofico.
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Baixa estatura, amenorreia primaria,
Caso 6 34 anos 45,X [25] hipodesenvolvimento sexual secundario,
hipogonadismo hipergonadotrofico.

Baixa estatura, encurtamento do 4°
metatarso, térax largo, baixa implantagdo
capilar em formato de tridente, cubitus
valgus, amenorreia primaria,
hipodesenvolvimento sexual secundario,
ectasia da aorta com leve refluxo

Baixa estatura, encurtamento do 4°
metatarso,orelhas com baixa implantacdo,
térax largo, nevos pigmentados, pescogo
curto e “alado”, baixa implantagdo capilar
em formato de tridente, cubitus valgus,
amenorreia primaria, hipodesenvolvimento
sexual secundario, dificuldade de
aprendizagem.

Baixa estatura orelhas com Dbaixa
Caso9 implantagdo, térax largo, palato alto,

Caso 7 15 anos 45X 1401

Caso 8 16 anos 45,X[16]/46,X,r (X)

7 anos 45,X [30] . . ,
cubitus valgus pescogo curto e ‘alado’.
46, XX, del X Bal)'(a estatura, 'palato aIto,. torax largo,
Caso10 11 anos cubitus valgus, hipodesenvolvimento sexual

(p-21.3) [50] secundario, baixo peso e surdez.

45 X[16]/ Baixa estatura, palato alto, térax largo com
Caso 11 9 anos pectus excavatum, baixa implantagdo
46,X,r(X)[4] . .
capilar em formato de tridente.

Baixa estatura, palato alto, térax largo, baixa
implantagdo capilar emformato detridente,
Caso12 17 anos 45, X [50] amenorreia primaria, hipodesenvolvimento
sexual secundario, hipogonadismo
hipergonadotroéfico e taquicardiaca.

Baixa estatura, palato alto, baixa

45,X[30)/ . « . .
¢ | I f
Caso13 20 anos 46,X,del(X)(q22;q2 | 'MPlantagao capilaremformato detridente,
cubitus valgus, amenorreia primaria,
8)[20] . . .
hipodesenvolvimento sexual secundario.
Baixa estatura, encurtamento do 4°
metatarso, cubitus valgus, amenorreia
Caso 14 20 anos 45,X[26]/46,XX[24] | primaria, hipodesenvolvimento sexual
secunddrio e hipogonadismo
hipergonadotroéfico.
Baixa estatura, nevos pigmentados, cubitus
46,XX[76]/46,Xi(X) | valgus, amenorreia primaria,
C 15 42 . . -
aso anos (q10)[24] hipodesenvolvimento sexual secundario,
hipogonadismo hipergonadotrdfico.
. Baixa estatura, palato alto, tdérax largo,
Caso16 9 anos 46,X,i(Xq) [20] . ~
unhas com implantagdo profunda.
Orelhas combaixa implantagdo, palato alto,
Caso17 9 meses 45 X[50] térax Ialrgo cotn pectus e)fcavclJtl{m, pescogo
curto e 'alado’, coarctagdoadrtica comPCA
e hipertensao.
Baixa estatura, cubitus valgus, amenorreia
Caso18 29 anos 46,XX[58]/45,X[42]

primaria, hipodesenvolvimento sexual
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secundario, hipogonadismo
hipergonadotrofico, hipotireoidismo,
sobrepeso.

Baixa estatura, nevos pigmentados, baixa
implantagdo capilar na nuca e em formato
Caso19 12 anos 45,X [50] de tridente, toraxlargo, palatoalto, cubitus
valgus, amenorreia primaria,
hipodesenvolvimento sexual secundario.
Baixa estatura, térax alargado com
Caso20 3 anos 45,X[20]* hipertelorismo mamario, unhas
hiverconvexas e de implanta¢do profunda.
Legenda: A idadena primeira consulta serefere a primeira consulta realizado no SGC; os niumeros
entre colchetes sdo as metafases analisadas na citogenética. *Caridtipo realizado emoutro estado.

Ja no que se refere a analise molecular, Araujo et al., (2008) e Marqui etal.,
(2016) apontam que 4 a 60% dos individuos com ST podem possuir um
cromossomo Y ou parte deste em sua constituicdo cromossdmica e isto aumenta
a probabilidade de desenvolvimento de tumores gonodais.

Dentre os casos aqui investigados, 95% nao apresentaram nenhum dos
fragmentos de Y. Vale ressaltar que isto ndo descarta a presencga dos marcadores
na amostra analisada. O caso 17 apresentou todos os fragmentos, indicando um
possivel mosaicismo criptico que ndo foi observado durante o exame citogenético,
cujo cariétipo foi 45,X[50]. (Quadro 1).

O aconselhamento genético para este caso serd realizado por uma equipe
multidisciplinar, a qual analisara a possibilidade de gonadectomia profilatica.

Todas os casos continuam sendo acompanhados por uma equipe
multidisciplinar para observar a progressdao dos tratamentos e das analises

moleculares.

CONSIDERAGOES FINAIS

e Ainvestigacdo molecular foi realizada com sucesso os 20 individuos;

e Dezenove individuos ndo apresentaram os fragmentos investigados;
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e Um apresentou os fragmentos DYZ1, DYZ3, ZFY e SRY, indicando a presenca
de mosaicismo com a presenca de sequéncias de Y em sua constituicao
cromossomica;

e Foi realizado o diagndstico molecular especializado para todos os casos;

e Pesquisas como esta ampliam os caminhos para a associa¢dao de exames
clinicos, citogenéticos e moleculares em casos de anormalidades
cromossdmicas, ndao sé para os casos de ST. Além de fortalecer o

estabelecimento do LGMH/HUPAA/UFAL.

REFERENCIAS

ARAUJO, C. et al. Molecular identification of chromosome Y sequences in Brazilian
patients with Turner syndrome. Gynecol Endocr, v. 24, p. 713-7, 2008.

BAKER, J. M.; REISS, A. L. A meta-analysis of math performance in Turner
syndrome. Devel Med and Child Neurol., v. 58, p. 123-130, 2016.

CARVALHO, A. B. et al. Sindrome de Turner: um diagndstico pediatrico
frequentemente realizado por ndo pediatras. J. Pediatric., v. 86, n. 2, 2010.

GARCIA, E. G. et al. Tratamiento del hipogonadismo en el Sindrome de Turner. Rev.
Esp. Endoc. Pediatr., v. 8, p. 62-72, 2017.

GAZZANEOQ, I. F. P. et al. Perfil de pacientes com anormalidades geniturinarias
atendidos em servico de genética clinica no sistema Unico de saude. Rev. Paul
Pediatr., 2015.

GRAVHOLT, C. H. et al. Clinical practice guidelines for the care of girls and women
with Turner syndrome: proceedings from the 2016. Cincinnati International Turner

Syndrome Meeting. Eur. J. Endocr., v. 177, n. 3, p. 1-70, 2017.

HYAHES, I. A. Consesnsus statement on manegement of intersex disorders. Arch.
Dis. Child., v. 01, n. 7, p. 554-63, 2006.

GEPNEWS, Maceio, a.4, v.2, n.2, p.55-65, abr./jun. 2020 64



Hospital Universitdrio Prof. Alberto Antunes
Universidade Federal de Alagoas @

(&
V Jornada Académica do HUPAA S m
<&

Tecnologias em Saude
27 - 29 de Novembro 2019 @

KURNAZ, E. et al. Detection of the SRY gene in patients with Turner Syndrome. J.
Gyneco.l Obstet., Hum Reprod, v. 48, p. 265-267, 2019.

LEE, P. A. et al. Consensus statementon management of intersex disorders. J.
Pediatr. Urol.,, v. 2, n. 3, p. 148-162, jun. 2006.

MACIEL-GUERRA, A. T; GUERRA-JUNIOR, G. Menino ou menina? Disturbios da
diferenciacdo do sexo. 3. ed. v. 1. Curitiba: Appris, 2019.

MARQUI, A. B. T. et al. Prevaléncia de sequéncias do Y e de gonadoblastoma em
sindrome de Turner. Rev. Paul Pediatr., v. 34, n. 1, p. 114-121, 2016.

MARTINS, R. R. S. et al. Investigacdo Clinica e Genética em meninas com baixa
estatura idiopatica. Arq. Bras. Endocr. Metab., v. 47, p. 684-694. 2003.

OGATA, T. et al. SHOX nullyzygosity and haploinsufficiency in a Japanese Family:
implication for the development of Turner skeletal features. J. Clin. Endoc. Metab.,
v. 87, p. 1390-1394, 2002.

REIS, C. T. Importancia da altura na qualidade de vida relacionada a satde na
sindrome de turner. 2018. Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,

Faculdade de Ciéncias Médicas Campinas, 2018.

SILVA-GRECCO, R. L. et al., Identification of Y-Chromosome Sequences in Turner
Syndrome. Indian. J. Pediatr., v. 83, n. 5, p. 405-409, 2016.

SKUSE, D. H. X-linked genes and mental functioning. Hum. Mol. Genet., v. 14, p.
27-32, 2005.

SPERLING, M. A. Turner Syndrome. Pediat. Endoc., Philadelphia, 4. ed. mar. 2014.

SYBERT, V. P.; MCAULEY, E. Turner’'s Syndrome. T.new eng.J. of med., v. 351, p.
1227- 1238, 2004.

TURNPENNY, P.; ELLARD, S. Emery’s Elements of Medical Genetics. Elsevier Churc.
Livings., 14. ed., Philadelphia, 2012.

GEPNEWS, Maceio, a.4, v.2, n.2, p.55-65, abr./jun. 2020 65



