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O sindroma de Turner (TS) tem sido descrito em
associacdo com diversas anomalias dos
cromossomas sexuais. Embora a maioria dos
individuos com TS ndo apresentem evidéncia
citogenética de sequéncias do cromossoma Y,
diferentes autores consideram que algumas doentes
com TS podem possuir uma linha celular minoritaria
contendo material do cromossoma Y, que ndo €
detectada pela andlise citogenética convencional. A
identifica¢@o de mosaicismos minoritdrios ou sub-
representados contendo o cromossoma Y € de
importancia fundamental em termos clinicos devido
ao risco aumentado que estas doentes possuem
para o desenvolvimento de gonadoblastoma.

No presente estudo procedeu-se a andlise
citogenética convencional de linfécitos de sangue
periférico obtidos de 22 doentes com TS. Destas
doentes, doze possuiam cariotipo 45,X, em sete
foram detectados mosaicos com ou sem anomalias
estruturais do cromossoma X e nas restantes trés
foram identificados os seguintes cariotipos:
46,X.i(X)(q10); 46,X ,+mar/47.X,idic(Y),+mare
45,X/46, X 41.

Os estudos moleculares foram realizados em DNA
genémico obtido a partir de linfécitos de sangue
periférico e de células de mucosa bucal, dois
tecidos que derivam de folhetos embriondrios
diferentes, respectivamente, mesoderme e
ectoderme. A pesquisa de mosaicismos minoritarios
envolvendo o cromossoma Y foi efectuada por
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SCREENING FOR Y CHROMOSOME
SEQUENCES IN PATIENTS WITH TURNER
SYNDROME

The Turner syndrome (TS) has been described in
association with different sex chromosome
aberrations. Although most TS patients show no
evidence of Y chromosome sequences, according
to different authors some TS patients may have Y
chromosome material present in a few cells that are
not detected by standard cytogenetic analysis. The
importance of identification of this low level Y
mosaicism is of clinical relevance due to the
patient’s increased risk of developing
gonadoblastoma.

In the present study, standard chromosome analysis
performed on peripheral blood lymphocytes from 22
TS patients showed 12 patients with 45,X
karyotype, 7 patients were mosaics with or without
structural abnormalities in one X chromosome and,
the remaining three patients had the following
karyotypes: 46,X,i(X)(q10); 46,X,+mar/

47 X,idic(Y),+mar and 45,X/46,X ,+1r. Molecular
studies were performed on genomic DNA
extracted from peripheral blood lymphocytes and
mouth epithelial cells, which derive from two
different embryonic germ layers, mesoderm and
ectoderm, respectively. The screening for low level
Y mosaicism was carried out by simplex PCR and
by nested PCR of the following Y specific loci:
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PCR simples e PCR nested para os seguintes loci
especificos do cromossoma Y: SRY (sex
determining region Y), TSPY (testis specific
protein Y encoded), DYZ3 (locus centromérico) e
DAZI (deleted in azoospermia). O uso de um
conjunto de STSs localizados nos bragos curto e
longo do cromossoma Y permitiu a caracterizagio
de um idic(Y) e de um cromossoma em anel,
detectados em duas das doentes estudadas.

A elevada sensibilidade da PCR nested (1 célula
masculina/125 000 células femininas) permitiu
excluir a presenca de mosaicismos minoritarios do
Y em 20 das 22 doentes com TS. Na doente com
um idic(Y) a andlise por PCR simples foi positiva
para todos os loci estudados, com excepg¢do da
regido heterocromética. Este resultado permitiu
identificar o ponto de quebra no brago longo entre
sY158 e sY159, tendo-se confirmado, por
hibridag@o in situ de fluorescéncia (FISH), a
duplicag@o da eucromatina do bracgo longo,
centrémero e brago curto do cromossoma Y. A
caracterizacdo do cromossoma em anel, detectado
numa das doentes com TS, s6 foi possivel por FISH
e por PCR. Neste cromossoma, derivado do Y, foi
detectada, no brago curto, a delec¢@o da regifio
pseudoautossémica 1 (PARY]) e, no brago longo, a
delecgdo dos intervalos 6 e 7. Contudo, o referido
cromossoma foi positivo para os loci SRY, RPS4Y,
AMGY, TSPY localizados no brago curto, DYZ3
(centrémero) e, sY85, DFFRY, GY6, sY87, sY113,
sY119, sY122, sY126 e RBMYI localizados no
brago longo do cromossoma Y.

Este estudo permitiu, assim, excluir a presenca de
mosaicismos minoritdrios do cromossoma Y em
dois tecidos obtidos de 20 doentes com TS e
caracterizar, por FISH e andlise molecular, um
idic(Y) e um cromossoma em anel, em que a
natureza deste dltimo néo tinha sido identificada por
andlise citogenética convencional. O risco elevado
de desenvolvimento de gonadoblastoma nos
individuos com TS que possuem sequéncias do
cromossoma Y justifica a aplicagdo da FISH e
PCR para a caracterizagdo de cromossomas
marcadores e a utilizagdo da PCR nested para a
deteccdo de mosaicismos minoritarios do Y sempre
que material deste cromossoma no seja detectado
pela andlise citogenética convencional em doentes
com cariotipo 45,X e/ou com virilizagéo.

Palavras-chave: Sindroma de Turner, cromossoma Y, PCR nested,
mosaicismo minoritdrio, gonadoblastoma.
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SRY (sex determining region Y), TSPY (testis
scpecific protein Y encoded), DYZ3 (centromeric
locus) and DAZI (deleted in azoospermia). In two
TS patients a set of STSs of the Y long and short
arms were used to characterize the idic(Y) and the
ring chromosomes.

The high sensitivity of the nested PCR (1 male cell/
125,000 female cells) allowed for exclusion of the
presence of low level Y mosaicism in 20 out of 22
TS patients. In the patient with the idic(Y), PCR
analysis was positive for all Y loci tested excluding
the heterochromatic region. This result identified
the breakpoint between sY 158 and sY159 on the
long arm and, by fluorescence in situ hybridization
(FISH) it was confirmed that the euchromatic part
of the long arm, centromere and short arm of the Y
chromosome were duplicated. The characterization
of the ring chromosome, detected in one of the TS
patients, was only possible to analyse by FISH and
PCR. In this ring, derived from the Y chromosome,
adeletion was identified including the
pseudoautosomal region 1 (PARY]) and Y intervals
6 and 7. However, the ring Y was positive for SRY,
RPS4Y, AMGY, TSPY loci on the short arm, DYZ3
(centromere) and, sY85, DFFRY, GY6, sY87,
sYI13,sY119,sY122, sY126 and RBMY1 on the
long arm.

This study excluded the presence of low level Y
mosaicism in two tissues collected from 20 TS
patients. FISH and molecular analysis allowed us to
characterize, in 2 out of 22 patients, one idic(Y) and
one ring chromosome. The nature of the latter had
not been completely identified by standard
cytogenetics.

The potential increased risk of gonadoblastoma in
TS patients carrying Y chromosome sequences
justifies the application of FISH and PCR for the
characterization of marker chromosomes and the
application of nested PCR for the detection of low
level Y mosaicisms when Y chromosome material
is not detected by standard cytogenetic analysis in
patients with a 45,X karyotype and/or with
virilization.

Key-words: Turner syndrome, Y chromosome, nested PCR, low level Y
mosaicism, gonadoblastoma.
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INTRODUCAO

O sindroma de Turner (TS) é uma anomalia
cromossémica que afecta 1 em cada 2500-10000 nados vi-
vos com fenétipo feminino!. De entre as vdrias
manifestagdes clinicas associadas ao sindroma, contam-
se entre as mais frequentes a baixa estatura e os sinais e
sintomas directamente relacionados com a disgenesia go-
nadal, nomeadamente a auséncia de desenvolvimento
pubertério, amenorreia primdria e infertilidade?. E ainda
comum encontrar outras alteragdes fenotipicas, tais como
linfedema das extremidades, pterigium colli, alargamento
do didmetro bi-acromial do térax, implantagdo baixa do
cabelo, rotagéo e dismorfias dos pavilhdes auriculares de
implantagio baixa, cubitus valgus e encurtamento do quarto
metacarpo?.

A anomalia cromossémica mais frequentemente
associada ao sindroma € a monosomia do cromossoma X
(45,X), detectada em 40-60% das doentes>. Esta anomalia
cromossémica pode surgir devido a ndo disjungio dos
cromossomas sexuais durante a gametogénese de um dos
progenitores ou resultar da perda de um dos cromossomas
sexuais nas primeiras divisdes mitéticas do zigoto. Em cerca
de 75% dos casos 45,X, o cromossoma X € de origem ma-
terna, pelo que o erro de segregagdo cromossémico ocorre
durante a meiose masculina ou j4 ap6s fertilizagio®*.
AlteracOes estruturais nos cromossomas sexuais também
tém sido detectadas com alguma frequéncia (podendo
atingir os 25%) em doentes com TS. Os restantes individuos
com TS possuem cariotipos em mosaico, em que para além
dalinha 45,X, existem uma ou mais linhas celulares com os
dois cromossomas sexuais normais ou com um destes
estruturalmente anémalo’.

Considerando que a frequéncia das alteragdes
cromossdmicas detectadas nas doentes com TS foi
determinada tendo por base a andlise citogenética
convencional realizada em sangue periférico, a
complementagio destes estudos com técnicas de maior
sensibilidade (hibridagd@o in situ, Southern blotting e
amplificacdo enzimdtica de DNA por PCR) que incluiu
também a andlise de vérios tecidos dos individuos
afectados, revelou uma frequéncia de mosaicos de 11-81%
em individuos sem suspeita citogenética de mosaicismo>-
13 Estes resultados, complementarmente com a observagao
de que cerca de 98% dos zigotos 45,X sdo perdidos du-
rante o primeiro trimestre de gravidez, apoiam a hipétese
de que os zigotos que sobrevivem possuem uma segunda
linha celular, pelo menos em algum periodo do
desenvolvimento embriondrio ou em alguns tecidos ou
orgios> 1413 Se, por um lado, nio foi possivel a diversos
autores demonstrar a existéncia de mosaicismo em todos
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os individuos com cariotipo 45,X, por outro, ficou provada
alimitagfo das técnicas citogenéticas na detecgio de linhas
celulares minoritdrias (mosaicos ocultos) e demonstrada a
necessidade de realizar estudos complementares por
recurso a métodos de andlise molecular que possuam maior
sensibilidade’-13.

Esta nova abordagem metodolégica € clinicamente
relevante na pesquisa de sequéncias do cromossoma Y em
individuos 45,X, os quais podem possuir uma segunda
linha celular minoritdria com um cromossoma Y normal ou
estruturalmente alterado. Como € sabido, a presenca de
material do Y em individuos com disgenesia gonadal esta
associada a um risco aumentado (15-20%) de
desenvolvimento de malignidade gonadal!®. Com base em
diversos estudos foi proposta a existéncia, nos intervalos
4A-5A do cromossoma Y, de um locus GBY
(Gonadoblastoma Y Gene) que se julga estar implicado no
desenvolvimento de gonadoblastomas ou disgerminomas
em doentes com génadas disgenésicas!7-2%. Dado que as
diversas cépias da familia de genes TSPY se localizam nos
intervalos 3-4A, e considerando que a proteina TSPY foi
detectada em células tumorais de um gonadoblastoma
presente numa doente com TS, a qual possuia um
cromossoma marcador com material do Y, os genes TSPY
foram propostos como candidatos a GBY'72!, Pelo exposto,
é clinicamente importante a pesquisa de sequéncias do
cromossoma Y em individuos com TS, uma vez que, quando
presentes, é aconselhada a realizagdo de uma gonadectomia
profilatica.

Tendo como objectivo a pesquisa de sequéncias do Y
em doentes com TS procedeu-se & optimizagio e a realizacdo
de ensaios de sensibilidade por PCR simples e nested, para
pesquisa dos seguintes loci especificos do cromossoma
Y: gene SRY (Sex determining region on the Y chromo-
some?2), gene TSPY (Testis specific protein Y-encoded®?),
locus DYZ3 (Y specific centromeric alpha satellite DNA%*)
e gene DAZI (Deleted in gzoospermiazs). A inclusdo destes
marcadores nesta pesquisa deve-se, por um lado, a sua
importéncia funcional e estrutural no cromossoma Y e, por
outro, a possibilidade de caracterizar o eventual material
que se venha a detectar, quer esteja na forma de um
cromossoma Y livre ou translocado com outro cromossoma.
O locus DYZ3, especifico do centrémero do Y, € incluido
no presente estudo com o objectivo de detectar qualquer
cromossoma Y ou segmento cromossémico estavel, que
segregue correctamente, tanto em divisdes mitéticas como
meidticas. Na auséncia de sequéncias DYZ3 néo € possivel
que um segmento cromossémico livre do Y possa ser
perpetuado nas sucessivas divisoes celulares.

A pesquisa dos loci referidos foi realizada em DNA
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gendmico obtido de sangue periférico e mucosa bucal
(tecidos estes derivados, respectivamente, da mesoderme
e da ectoderme) obtidos de 22 individuos com TS cuja
constituigdio  cromossémica era conhecida.
Complementarmente, efectuou-se a caracterizagfio molecu-
lar dos cromossomas Y estruturalmente anormais
detectados em duas das doentes referidas. Esta
caracteriza¢do compreendeu a utilizag@o da hibridag@o in
situ por fluorescéncia (FISH) e a pesquisa por amplifica¢do
enzimidtica (PCR) simples e multipla de diversos loci do
cromossoma Y.

DOENTESEMETODOS

Neste estudo foram incluidos 22 individuos com TS
com cariotipo conhecido, seguidos regularmente em
consulta na Unidade de Endocrinologia Pediétrica do Hos-
pital D. Estefania de Lisboa (HDE). A andlise do fenétipo
clinico incluiu a pesquisa das dismorfias mais comuns
associadas ao sindroma (Quadro I).

Este estudo foi aprovado pelo Conselho de Etica do
HDE, tendo sido igualmente obtido o consentimento

informado dos doentes (quando adultos) ou dos seus
progenitores.

ANALISE CITOGENETICA EFISH

A andlise citogenética foi efectuada em bandas GTL de
alta resolug@o, obtidas a partir de culturas sincronizadas
de linfécitos de sangue periférico.

A identificacdo de cromossomas marcadores ou de
cromossomas derivados foi efectuada por recurso a FISH,
utilizando sondas gendmicas especificas para diferentes
regides do cromossoma Y: pDP230 (Yp11.32), GMGY 10
(Ypll.1), pDP97 (Y 10) e 49f (Yq11.23), marcadas por nick
translation com biotina-14-dUTP ou digoxigenina-11-
dUTP. A hibridagio, lavagens de pds-hibridagio e deteccdo
foram efectuadas segundo método previamente descrito?’.

ANALISEMOLECULAR

Extracciode DNA

A extracg¢do de DNA genémico foi realizada a partir de
sangue periférico e mucosa bucal, tendo-se utilizado um
kit comercial de purificagdo de DNA.

Quadro I — Resumo das dismorfias encontradas nas 22 doentes com sindroma de Turner

Dismorfias
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TS1 1y - + + + - -I- - 3 - na -+ + - ++ + na
TS2 an - + + + + i+ + +i+ + + +i+ + +/- nal+ na +
TS3 (26) + + + - -+ ++ + + I+ + ++ 4 + +
TS4 U)o+ na na + + I+ + +H+ + + ++ + - o+ na na
TS5 N+ + + + - I+ + ++ + ++ + -1+ +- + na
TS6 S) o+ + + + I+ + 4+ + + e+ + - +na na n
TS7 [CIY - - + - -1 + +H+ + /- + + /- + -
TS8 b - - - + -/~ -1~ - + ++ + /- -I- na +
TS un o+ + - + - -I- ++ + ++ + /- - + +
TS10 u»  + + + + na - - -1+ na ++ + ++ ++ + +
TS11 (%) + + + - ++ - + ++ + He - + +
TS12 ey + + + + -l ++ - + 4 - - + +
TS13” a5+ + + + -l + i+ + + +H+ + + -1 na +
TS14 5+ + + + - na I - - +4+ + +- +/- + +
TS15 ® o+ - + + na +i+ - +H+ - na ++ + +/- ++ + +
TS16 [ T + - * - -+ + + + + ++ + +- - + na
TS17 @)+ + + + + -1+ + ++ + na He + +H+ ) + +
TSI8 a8 + + + + - naj+ - +H+ + + +H+ + +- ++ + +
TS19 o+ - + + nu + - +i+ - na ++ + +/ ++ + +
TS20 @ - - - - - - - oI - - naa . A - + +
TS21 LI + + o + - + + ++ n +- /- + +
TS22 @ - + + - -/ +- - + I+ - - +H+ + +

* Todas as doentes apresentavam baixa estatura guando da avaliagdo clinica. A puberdade foi induzida em todas as doentes iquando aplicdvel) com excepgdo de TSH ¢

TS18. nas guais ocorreu puberdade espontiane.

**Efectuou-se gonadectoniia em idade pré-pibere. A andlise histolégica revelou a presenga de génadas femininas sem evidéncia de neoplasias.

(+) -presente: (-1 -ausente: (na)-niio anatisado
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Ensaios de sensibilidade de PCRs simples e nested e
pesquisa de sequéncias do cromossoma Y

Para a pesquisa dos loci do cromossoma Y referidos
anteriormente, utilizaram-se oligonucleétidos especificos
(quadro II) cujas condigdes de amplificagio se descrevem
resumidamente abaixo. Para demonstrar a funcionalidade
das condigdes reaccionais em todas as amostras bioldgicas
estudadas, o gene SRY e o locus DYZ3 foram coamplificados,
respectivamente, com sequéncias especificas do gene re-
ceptor de androgénios-AR (localizado em Xql1-q12) e do
gene da B-globina (localizado em 11p15.5), tanto em PCR
simples como em PCR nested.

Os ensaios para determinagdo da sensibilidade das
reac¢gdes de PCR simples e nested na detecgdo de
sequéncias do Y foram realizados nas seguintes condi¢des
reacionais: 67 uM Tris-HCI (pH 8,8), 6,7 mM MgCl,, 16,6
mM (NH4)2SO4, 500 uM de cadadNTP, 3 a 11 pmol de cada
oligonucledtido iniciador e 0,03 U Tag DNA polimerase
(Perkin Elmer), num volume final de 25 ptL. A algumas
misturas reaccionais foi ainda adicionado dimetilsulféxido
numa concentragao final de 2% (SRY: PCR nested e TSPY:
PCR simples), 3% (DYZ3: PCR simples e nested e DAZI:
PCR simples) ou 6% (DAZI: PCR nested). A cada reacgio
foram adicionados 100 ng de DNA genémico de um
individuo do sexo feminino (46,XX) misturados com 100 a

1x10% ng de DNA genémico de um individuo do sexo
masculino (46,XY). As diversas reac¢es de PCR nested
foram realizadas a partir de 1 pL. (ou 1pL de uma diluigéo 1/
/10) das respectivas solugdes de PCR simples. As reacgdes
de PCR obedeceram a seguinte programacao: desnaturagao
a94°C-3 min seguindo-se 25 a 35 ciclos de 1 min a 94°C, |
min & temperatura de emparelhamento (T,) (Quadro II); 1
min a 72°C, e uma extensfo final de 72°C durante 3 min. Os
produtos amplificados foram analisados em gel de agarose
(2%)em TBE 1x.

As condig¢des experimentais estabelecidas nos ensaios
de sensibilidade para cada loci foram aplicadas na pesquisa
das respectivas sequéncias do cromossoma Y nas doentes
com TS em estudo. Nas reaccdes de PCR simples, de cada
controlo e de cada doente, utilizaram-se cerca de 100 ng de
DNA genémico obtido de sangue periférico e de mucosa
bucal. Cada reacgiio de PCR nested foi realizada utilizando
1 pL da respectiva solu¢do de PCR simples.

Caracterizacio molecular de cromossomas Y
estruturalmente anémalos

As condigdes reaccionais das PCRs simples e miltiplas
dos loci indicados no quadro IIT sdo as referidas
anteriormente para as PCRs simples e nested, exceptuando
as temperaturas de emparelhamento (quadro III), a

Quadro 1l — Loci especificos do cromossoma Y pesquisados por PCR simples e nested.

Gene ou locus Sequd dos olig id. Oligonucledtidos usados na PCR Fragmento Temperatura de
{Referéneia bibliografica) (pby emparelhamento (°C)
SRY SRY!: 5°-AGAATTCGAATATTCCCGCTCTCCGG-3
(Behlke et al.™) .
B: 5" CTT )
EB: 5'-GCAAACTGCAATTCTTCGGC ) . SRY: SRY I+EB 65 s
EBR: 5°-AACGCATTCATCGTGTGGTC-3" simples
AR: D1+D2 456
EAR: 5-ATTTCTGTGCCTCCTGGAAG-3"
AR » D1: 5-GGAGTTTAGAGTCTGTGACCAGG-3"
(Lubahn et al."")
D2: 5 -GATCCCCCTTATCTCATGC-3" red SRY: EBR+EAR 153 60
nested
Dit: $-GTTGCATTGTGTGTTTTTGACC-3 AR: Da+Dal 240
Dal: §-CAGCACACACTACACCTGG-3"
JA36: 5 -GATGACATAATGGCGGAG-3 simples  JAS6+1A32 1300 59
(Binder el ™) JAS2: 5 -CGATAGGCCTCCACTTCATA-3
JA3S: 5-CCCCACCTAGACCGCAGAGG-3'
nested JA3SHAO 608 56

JA30: 5 -GGGAAGAAGGCCTAAGAGCACC-3
DYz DYZ3A: §-TGAAAACTACACAGAAGCTG-
(Binder er al.*) DYZ3B: 5'-ACACATCACAAAGAACTATG-3'
DYZ3G: 5 -AGCCTTTTGTGGCCTACG-3
DYZ3H: 5-ATCCTCCTGGAGATACCA-3"
LS'B: §-TAAGCCAGTGCCAGAAGAG-3
R5'B: - TCCCATTCTAAACTGTACCC-3
L5"BFi: 5'-ATCACTTAGACCTCACCCT-3
L5'BRi: §-ACTCACCCTGAAGTTCTCA-3
DPAZI AY254L: §'-GGGTGTTACCAGAAGGCAAA-F
(Reijo et 4t SY254R: 5" -GAACCGTATCTACCAAAGCAGC-3
5Y254i: 5 -GACACACCAGTTCGATTCG *

B-globina
(Lavinha er al. ™)

»

DYZ3: A+B 1100 60
simples

Bgl: L5 B+ RSB 755
v

DYZ3: G+H 330 6l
nested

Bgt: L3'BFi+ RS BRI 619
simples SY254L4+wY 254§ 405 61
nested SY254L Y 254R 380 63
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Quadro HI — Loci usados em PCR simples e miiltipla para caracterizagdo

dos cromossomas Y estruturalmente andmalos.

STS ou gene Tamanho do Referéncia
fragmento (pb)
Mi sY122 201 Vollrath er al.™
Te: 60°C sY126 323 "
§Y231 149 ”
sY157 285 "
M2 SY85 369 ”
Te: 60°C GY6 1100 Jones et al.®
sY87 252 Vollrath er al.*
8 $Y149 132 "
g SPGY 460 Vogt et al®
2 M3 SRY 422 Behike er al.®®
P TessC Y274 (RPS4Y) 350 Reijo et al.”
ZFY 735 Barbosa er al.*®
AMGX/7Y 950 (X) e 735 (Y) Nakahori et al.™®
M4 DFFRY 1100 Brown ef al.”’
Te: 58°C sY119 191 Vollrath et al.™
$Y254 (DAZI) 380 Reijo et al”
sY158 231 Volirath et al.>
Te: 58°C PABXI/PABY] 968 (X) e 1271 (Y) Ellis ef al.™
Te: 58°C sY13 290 Reijo er al.®
% Te: 55°C RBMYI 1000 Vogt et al.¥
£ Teerc Y208 140 Reijo er al.™
g Te: 58°C sY255 (DAZI) 231 Volrath er al.
& Tesyc sY159 550 .
Te: 52°C SY160 236 ”

Te: temperatura de emparethamento
STS: sequence-tagged site

quantidade de DNA genémico por amostra que variou en-
tre 100 e 600 ng e o volume reaccional (25 a40 pL).

RESULTADOS

Ensaios de sensibilidade

Os limites de detecg@o de sequéncias do cromossoma
Y para cada locus seleccionado foram determinados através
da realizag@o de reacgdes de PCR, utilizando uma série de
dilui¢des de DNA de um individuo 46,XY em DNA de um
individuo 46,XX, por forma a mimetizar mosaicismos do
tipo 45,X/46,XY que podem existir em doentes com TS. Os
limites de deteccdo das sequéncias do Y para os loci
seleccionados foram de 0,1-0,05 ng de DNA genémico de
um individuo 46,XY em 100 ng de enémico de um
individuo 46,XX para as reacgéesm simples e de
0,005-0,0008 ng para as reac¢des de PCR nested, sendo a
reac¢do de maior sensibilidade a PCR nested para DAZI,
que detecta 1 célula46,XY em 125 000 células 46,XX (quadro
IV). Na figura 1, a titulo ilustrativo, apresentam-se os
resultados dos ensaios de sensibilidade das reaccdes de
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PCR simples e nested para DYZ3. O limite de sensibilidade
da PCR nested para o referido locus foi de 0,002 ng de DNA
genémico 46,XY em 100 ng de DNA genémico de um
individuo 46,XX. Embora se tenha detectado amplificagdo
de fraca intensidade para diluigdes inferiores a 0,002 ng
(figural), este resultado foi interpretado como sendo devido
a possiveis erros de dilui¢do ou de pipetagem, tendo-se

Quadro IV - Resultados dos ensaios de sensibilidade obtidos por PCR
simples e nested, para os loci do cromossoma Y seleccionados

Gene ou Sensibilidade para Sensibilidade para

Locus PCR simples* PCR nested*

SRY 0,Ing 0,005 ng
(1000 cel.) (20000 cel.)

TSPY 05ng 0,005 ng
(200 cel.) (20000 cel.)

DYZ3 0.3ng 0,002 ng
(334 cel.) (50000 cel.)

DAZ1 0,05ng 0.0008 ng
(2000 cel.) (125 000 cel.)

* Quantidade de DNA gen6mico (ng) de um individuo do sexo masculine (46.XY) que foi detectada nas
reacges de PCR simples ¢ nested. na presenca de 100 ng de DNA gendmico de um individuo do scxo
feminino (46.XX). Entre paréntesis indica-se a sensibilidade expressa em niimero maximo de células de
umn individuo do sexo feminino (46,XX) no qual foi possivel detectar 1 célula de um individuo do sexo
masculino (46,XY): admite-se que uma célula diplidide humana possui cerca de 0.01 ng de DNA
gendmico™.

PCR simples

Fig. I — Electroforeses em gel de agarose ilustrativas dos ensaios de
sensibilidade para DYZ3. PCR simples — No topo de cada canal indica-se a
quantidade de DNA (ng) genémico de um individuo do sexo masculino usada
por reacgdo, a qual foram adicionados 100 ng de DNA genémico de um individuo
do sexo feminino. PCR nested — Reamplificacéio do produto de cada reac¢do
obtido na PCR simples. As setas indicam os limites de sensibilidade considerados.
BGlo - B globina. Canais: M - marcador de peso molecular (“Escada” de 100
pb); 8 - produto da reac¢do de PCR simples; CN - controlo negativo (sem adi¢ao
de DNA na PCR simples enquanto que ao CN da PCR nested foi adicionado 1 uL
da solugdo obtida na PCR simples).
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confirmado a auséncia de amplificagéo para estas dilui¢Ges
em ensaios posteriores.

Pesquisa de sequéncias do cromossoma Y por PCR
simples e nested em doentes com sindroma de Turner

Os resultados da andlise cromossémica realizada nos
22 individuos com TS constam do quadro V. Nesta estéo
também incluidos os resultados da pesquisa dos loci SRY,
TSPY, DYZ3 e DAZI por PCR simples e nested, realizada a
partir de DNA gendmico obtido de sangue periférico e de
mucosa bucal dos referidos individuos. Esta pesquisa
detectou a presenca de sequéncias do cromossoma Y
apenas nas doentes TS9 e TS13 (figura 2). Nestas duas
doentes a pesquisa molecular de sequéncias do
cromossoma Y confirmou os resultados da analise
citogenética cldssica e da FISH, que tinham identificado

PCR simples

7
=

PCR nested
E.E0B388RBBaRRER
Ms CBEE fe = B f B B B B BB S CN

BGio - 619pb

DYZ3 - 330pb

Fig. 2 — Electroforeses em gel de agarose ilustrativas da pesquisa do locus
DYZ3, coamplificado com uma sequéncia especifica do gene da f globina (Glo),
em DNA genomico de sangue periférico de 15 individuos com sindroma de Turner
(TS1-TS15). PCR simples — Notar a presenca de amplificagdo para DYZ3 nas
doentes TS9 e TS13. PCR nested — Reamplificagdo do produto de cada reacg¢do
de PCR simples correspond a cada doente. Confirma-se a amplificagdo de
DYZ3 na doente TS9. Canais M, S e CN - ver legenda da figura 1. Canais CM ¢
CF- Controlo Masculino e Feminino, respectivamente.

no sangue periférico da doente TS9 uma linha celular
minoritdria contendo um cromossoma em anel com
sequéncias do cromossoma Y e na doente TS13 um
cromossoma Y isodicéntrico (figura 3). Para o individuo
TS13 obteve-se forte amplificagfio dos loci SRY, TSPY, DYZ3
e DAZI por PCR simples, pelo que ndo se efectuaram as
reacgdes subsequentes de PCR nested. Contrariamente,
para o individuo TS9 observou-se uma banda de fraca
intensidade para SRY, TSPY e DYZ3 (figura 2) na PCR
simples, pelo que se prosseguiu com as reacgdes de PCR
nested. A pesquisa de DAZI revelou-se negativa para a
doente TS9, tanto por PCR simples como por PCR nested e
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Fig. 3—FISH. A - Identificagdo do cromossoma em anel detectado na doente TS9
com as sondas pDP97 (centromérica) e GMGY 10 (Ypl1.1). B - ldentifica¢cio do
cromossoma isodicéntrico detectado na doente TS13 com as sondas pDP97 e
GMGY 10. Notar que os sinais verdes (GMGY 10) se localizam em posi¢do distal
relativamente aos dois sinais centroméricos (pDP97).

em ambos os tecidos. Nas restantes 20 doentes, € em am-
bos os tecidos analisados, ndo se detectaram, tanto por
PCR simples como por PCR nested, sequéncias especificas
dos 4 loci do cromossoma Y pesquisados.

A coamplificagdo de SRY e DYZ3 com controlos internos
(sequéncias especificas respectivamente dos genes do re-
ceptor dos androgénios e § globina, ) e a inclusdo em todos

Quadro V - Resudtados da andlise cromossémica (sangue periférico) e da pesquisa
de loci do cromossoma Y por PCR simples e nested (sangue periférico e mucosa
bucal) nos 22 individuos com sindroma de Turmer

Amnilise molecular
Individuos Cariotipo (SRY. TSPY, DYZ3 ¢ DAZI)
com sindroma PCRsimples  PCR nested
de Turner

TS mos 45,X{ | 1/46,X.i(Xq)[44] ausente ausente
TS2 45X ausente ausente
TS3 45X ausente ausente
TS4 45X ausente ausente
TSS 46.X.1(X)(ql0) ausente ausenle
TS6 45X ausente ausente
TS7 45X ausente ausente
TS8 mos 45.X[6J/46.X.i(Xg)[44] ausente ausente
TS9 mos 45,X{981/46,X.,41{2].ish (Y)(wepY+) presente* presente*
TS10 45X ausente ausente
TSIl mos 45.X[18]/46,XX|32} ausente ausente
TSi2 mos 45.X[11)/46.XX[39} ausente ausente
TSt3 mos 46, X Hmar( 30Y47 X.idie(Y)+mar [0]**  presente NA
TS14 mos 45,X[57)/46.X,del(X)(pl 1.22)(28} ausente ausente
TSIS mos 45, X[38}/46,X.i(Xq){ 12] ausente ausente
TS16 45X ausente ausente
TS17 45X ausente ausente
TS18 45X ausente ausente
TS19 45X ausenie ausente
TS20 45X ausente ausente
TS21 mos 45.X[ 29146, XX(21] ausente ausente
TS22 45X ausente ausente

* Com excepgao do gene DAZI, para o qual nio foi obtida amplificagio nos dois tecides analisados.

** A hibridacio in sine de éncia (FISH) revelou que o cromossoma marcador ¢ denivado do
cromossoma 15: ish.der( 1SHpMC15+).

NA: ndo analisado: a amplificacio dos 4 foci por PCR simpies onginou bandas de forte imensidade. pelo que
se enteadeu ndo ser necessdirio efectuar PCR nested
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TS9
1813

PABY1
SRY
RPS4Y
ZFY
TSPY major
TSPY minor
AMGY
DYZ3 - Cent
sY85
DFFRY
GY6
sY87
sY113
sY119
sY122
sY126
RBMY1
sY231
sY149
sY208
Y254
sY255.
SPGY
sYi57 H
sY158
sY159 N
3Y160 o

11.32
11.31

12

111
114

11.21
1"naz
1123

[ -]
NI

Yq

12

DAZ1

Fig. 4 — Diagrama representativo dos loci especificos do cromossoma Y
pesquisados nos individuos TS9 e TS13 com sindroma de Turner: B loci presentes;
- - : loci ausentes. As barras ndo sdo representativas da estrutura dos der(Y)
detectados nas duas doentes.

TS13

=N
N
=

M CM CF

sY 126 - 323pb
f sY157 - 285pb
~~sY122 - 201pb
sY231 - 149pb

-

Fig. 5 — Electroforese em gel de agarose do produto da PCR miiltipla 1 (M1)
realizada em DNA genémico de sangue periférico dus doentes TS9 e TS13. Notar
a auséncia de amplificagdo dos STSs sY157 e sY231 na doente TS9, e a
amplificagdo de todos os STSs na doente TS13. Canais M, CM, CF ¢ CN - ver
legenda da figura 2.

os ensaios de amostras controlo com DNA genémico obtido
de individuos 46,XY e 46,XX assim como de reacc¢des
controlo sem DNA genémico (CN), permitiu despistar tanto
resultados falsos negativos, como eventuais
contaminagdes de qualquer um dos reagentes com DNA
(falsos positivos).

Caracterizacio de cromossomas Y estruturalmente
anémalos em individuos com sindroma de Turner por PCR
simples e miiltipla.

Os cromossomas Y estruturalmente andémalos
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detectados nos individuos TS9 e TS 13 foram caracterizados
por reacgdes de PCR simples e miiltiplaem DNA genémico
obtido de sangue periférico e mucosa bucal, nas quais fo-
ram pesquisados vérios loci especificos do cromossoma Y
(quadro III). A auséncia de amplificac@o para alguns dos
loci permitiu identificar com grande exactidao as sequéncias
deleccionadas e respectivos pontos de quebra, assim como
definir as regides do cromossoma Y presentes nas doentes
em causa (figura 4). Ilustra-se, na figura 5, a electroforese
relativa a uma reacg¢do de PCR miiltipla e na figura 6, a
coelectroforese dos produtos de duas PCRs. Evidencia-se
aauséncia de amplificagdo dos STSs sY 157 e sY231 (figura
5)edo locus PABYI (figura 6) para a doente TS9. As duas
deleccbes detectadas na doente TS9, umaem Yp11.31 (com
ponto de quebra entre SRY e PABYI) e aoutraem Yql1.23
(com ponto de quebra entre RBMYI e sY231) (figura 4),
justificam-se pelo facto do cromossoma identificado nesta
doente ser um cromossoma em anel. Os resultados da andlise
molecular permitem concluir que a formacgdo deste
cromossoma em anel envolveu a fusdo entre Ypl11.31 e
Yq11.23, de que resultou a perda das sequéncias do
cromossoma Y de localizag@o distal relativamente aos
pontos de quebra referidos. Por sua vez, no cromossoma
isodicéntrico (TS13) s6 foi detectada a auséncia de
sequéncias especificas da heterocromatina (sY 159 e sY 160).
Este cromossoma isodicéntrico formou-se por fusdo das
sequéncias Yql11.23, tendo o material do brago longo
(duplicado) ficado localizado entre os dois centrémeros.
As sequéncias do brago curto (Yp11), também duplicadas,
ficaram localizadas em posigdo distal (figura 3).

o
—
w
I

fPABYI - 1271pb

~~ PABXI - 968pb

AR - 456pb

SRY-371pb

Fig.6 — Co-electroforese em gel de agarose dos produtos das PCRs relativas a
pesquisa dos loci PABYI e SRY em DNA gendmico de sangue periférico das
doentes TS9 e TS13. O locus SRY foi coamplificado com uma sequéncia especifica
do gene receptor de androgénios (AR), enquanto que para PABYI se usou como
controlo de amplificagdo a regido homdloga no cromossoma X (PABX1I).
Evidencia-se a amplifica¢do dos 4 loci na doente TS13 e a auséncia de
amplificagdo do locus PABYI na doente TS9. Canais M, CM, CF ¢ CN - ver
legenda da figura 2.
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DISCUSSAO

Considerando os resultados obtidos nos testes de
sensibilidade verifica-se que as reacgdes de PCR nested
apresentam uma sensibilidade 20-370 vezes superior 2 PCR
simples (quadro IV). Assim, a caracterizago estrutural dos
cromossomas Y poder4 ser efectuada s6 por recurso 8 PCR
simples, se 0 material do Y existir numa percentagem de
células no mosaico passivel de ser detectada com esta
metodologia (1/200-1/2 000 células), mas requer reacgdes
de PCR nested se a linha minoritaria estiver fracamente
representada (1/20 000-1/125 000 células). No caso de
doentes negativas para sequéncias centroméricas (DYZ3),
a deteccdo de outras sequéncias especificas do
cromossoma Y, presentes num autossoma ou num dos
cromossomas X, bastara ser efectuada por PCR simples.

O estudo das 22 doentes com TS iniciou-se com a
anilise do fenétipo clinico (quadro I) que revelou as
dismorfias mais frequentemente associadas ao sindroma.
Contudo, ndo foi possivel estabelecer uma correlagio en-
tre o nimero de dismorfias por doente e o respectivo
cariotipo.

Os resultados da pesquisa de sequéncias do
cromossoma Y para os loci SRY, TSPY, DYZ3 e DAZ]I nas
22 doentes com TS permitem evidenciar:

i) a presen¢a de material do cromossoma Y em duas
doentes: TS9 e TS13. A doente TS13 revelou-se positiva
para os 4 loci pesquisados, enquanto que na doente
TS9 nio se detectou a presenga de sequéncia do gene
DAZI, em nenhum dos ensaios realizados por PCR
simples (quadro V, figura 4). Nesta doente, a presenga
de material do cromossoma Y (loci SRY, TSPY e DYZ3)
¢ a auséncia de DAZ] também foi confirmada por PCR
nested tanto em DNA genémico obtido de sangue
periférico como de mucosa bucal.

que as 20 doentes negativas para os 4 loci referidos,
pesquisados numa primeira fase por PCR simples,
continuaram a revelar-se negativas apds PCR nested,
tanto em DNA obtido de sangue periférico como de
mucosa bucal.

Os ensaios de sensibilidade deste e de outros estudos,
demonstraram que a capacidade de detec¢@io de mosaicos
sub-representados estd dependente da sensibilidade da
metodologia usada. Contudo, vérios autores referem que a
capacidade de detec¢do de uma linha celular minoritéria
também est4d dependente do tipo e nimero de tecidos
analisados®9-!1.13_ Bisat et al® identificaram por PCR
simples material do Y nas génadas de um individuo 45,X
com genitais externos virilizados, para o qual a pesquisa de
mosaicismo no sangue periférico se tinha revelado negativa.
Em outro estudo, a andlise cromossémica de fibroblastos

ii)
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em cultura, obtidos de quatro individuos com suspeita de
TS e cariotipo normal no sangue periférico, permitiu
identificar em todas as doentes uma linha minoritdria 45,X
ou 45,X,del(X) e confirmar o diagndstico de TSI,
Petrusevska ez al® detectaram uma distribuigfo varidvel da
linha celular contendo um cromossoma marcador derivado
do Y em tecido gonadal, pele e linfécitos de uma doente
com TS. Da mesma forma Nazarenko et al'> reportaram que
em 92% das doentes estudadas com TS e cariotipo em
mosaico, a representatividade da linha minoritdria € fungéo
do tipo de tecido analisado. No presente estudo, embora a
pesquisa de sequéncias do Y em dois tecidos com origem
embriondria diferente nfo tenha contribuido para aumentar
a percentagem de individuos positivos para sequéncias
do cromossoma Y, permitiu excluir, com elevada
probabilidade, a presenga de sequéncias do referido
cromossoma em 20 das 22 doentes com TS analisadas. A
elevada probabilidade de exclusdo de sequéncias do
cromossoma Y nas 20 doentes referidas, tem por base: 1) a
elevada sensibilidade da metodologia usada (PCR nested);
ii) a incluséio de controlos negativos e positivos em todas
as reacgdes: iii) a coamplificacio de um locus ndo ligado ao
cromossoma Y que permitiu demonstrar, nas condigdes
experimentais ensaiadas, o funcionamento de PCRs simples
e nested e iv) a pesquisa de sequéncias do cromossoma Y
em dois tecidos (sangue periférico e mucosa bucal) com
origem embriondria diferente.

No ambito do presente trabalho, detectou-se uma
frequéncia de 9% (2/22) de individuos com material do
cromossoma Y presente em linhas celulares minoritérias.
Esta frequéncia enquadra-se nos resultados obtidos por
diversos autores, os quais reportaram que 0-61% das
doentes com TS possuiam material do Y (quadro VI). Esta
variabilidade de resultados deve-se principalmente 2
seleccdio da amostra. Enquanto diversos autores s6 incluem
doentes com cariotipo 45,X, outros seleccionam também
doentes com cariotipo em mosaico e/ou virilizagdo, das
quais algumas apresentam evidéncia ou suspeita
citogenética da presenca de material do cromossoma Y.
Este tipo de selec¢@o da amostra contribui para enriquecer
o grupo em doentes positivas para sequéncias do
cromossoma Y. Tal é evidenciado quando se dividem os
dados presentes no quadro VI em dois grupo: doentes
45,X (525 doentes) e doentes com outro cariotipo (néo 45,X;
228 doentes). A frequéncia de doentes 45,X nas quais fo-
ram detectadas sequéncias do cromossoma Y é de 5,7%
(30/525), mas atinge os 17% (39/228) quando se consideram
os individuos com outros cariotipos. Quanto ao presente
estudo, o facto de nfo se terem detectado sequéncias do Y
em nenhum dos 12 individuos 45,X estd de acordo com os
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Quadro VI: Sinopse dos resultados obtidos por diferentes autores relativos & pesquisa de sequéncias do cromossoma Y em individuos com sindroma de Turner

Referéncia Medlej Kocova Wi Yankowitz  Binder Chu Coto Larsen  Fernindez  Jacobs  Yorifuji Lépez Osipova Patsalis  Quilter  Martinez-  Mendes Damiani  Presente  Total

o 4 2 33 30 4 ] 7 4 3 49 passarel 52
eral. cal.  etal. eal. ead e, etd.  ed.  edl.  ed.  ed.  cd.  ed.  ed. el N el aa” tdo
Metodologia PCR PCRc PCR  PCR PCR PCReSS PCR  PCR PCR  PCR  PCR  PCR/  PCR ":3"; . PR BR PR R PCR
58 nested sa nested
(foci analisados) (SRY)  (SRY.  (SRY. (SRY.YQ) ({(SRY. (9 Ioci‘d’ “ lm')n (& lm')h) SRY: (5 loci)n (SRY.  (4ioci¥ (SRY, (lZIoci)k)ﬂ Ioci)m) {SRY. (SRY, (7 lei)n 4 loci)
pvzs) DYz TSPY, DYz3) DYZ. (loci) AMGLY) ovzs,  zFv.
Ol w2 e ® pre [} oven oz
N®individuos / N°individuos 40/1 18/6 2618 43/0  Sy2 10079 18711 40/0  25/1  97/0 I8/0  S0/6  13/4 S0/12 50/2  M4/) 3672 40/2  22/2 153169
estudados com seq, do Y
145X 37/1 1074 15/0 27/0  30/1 48/2 1S/8  40/0 10/0  97/0 18/0 3674 8&/1 2145  S0/2 14/t I5/1 22/ 12/0 525130
2) 46.X.0(X): 46.X.1(X): 46.X.del(X) 30 1 410 200 5/0 Q40
L, D46Xemar 202 212
B0 45XMHOXK: 45 XI6.X,X): 45 XH6 X008 310 712 30 1670 341 12/0 9/0 11 iS/Y ni 1nto 110
B a8 XXX 45 KITXX: $5.KI6XXITXXX:
S A8XMH6Xidie(X): 45.X/16.X peudic(X) 228039
5) 45.XH6.XY: 45.XMH6.Xi(Y): 45.XM6X.5(Y) 33 44 " 202
6) 45.X6.X +mar 10 515 972 313 1/0 401 210 373 700 242
7) outcos 410 870 170 511 1o
dos i estudados com asdoY (%) 25 0 31 0 4 9 6l 0 4 0 [ 12 31 24 4 1 6 s 9 9
dos indi 45.X com ias do Y (%) 21 40 0 0 3 4 53 ° 0 0 [} n 12 2 4 7 7 0 o 57
dos indi 030 45X com fasdoY (%) O 25 7 4 13 100 - 6 14 60 2 @ n 20 17

SB: Southern blotting

a) Nenhum dos individuos estudados foi positive para D¥Z3; b) Nio ¢ indicado o cariotipo de 16 dos individuos : ¢) Resultados positivos apenas para SRch PCR nested; d) PABY, SRY, AMEL D)’23 sY85, sYll7 sY 146, sY160,

Y1.1: e) Em 2 individuos foram apenas detectadas sequéncias distais do brago longo do cromossoma Y: f) PABY, SRY. DYZ3, DYZI; g) Foram

Yem5i para DYZ3 ; h)

do
SRY. ZFY. DYZ3, DYZI, DYS132: 1) AMGY, SRY, PABY, DYZ3, DYZI, j) PCR: DYZ3, ZFY, SRY, DYZI; SB: Y97; ZFY, ZFX: k) SRY. TSPY, RBM. DYS264, DYZ3, DYS272, DYS275, KALY-151; DYSZIS DYF49SI DYS248, DYZI: 1)
Resultados positivos (que ndo incluem as sequéncias centroméricas DYZ3) apenas em PCR nesred para 2 dos 12 individuos.; m) SRY, DYS25], DYS264, DYS268, DYZ3, DYS272, DYS219, DYS240; n) SRY, sY57, sY59, sY85, sY%4,

sY124,5Y157.

resultados que sugerem uma menor frequéncia de
individuos com sequéncias do cromossoma Y em linhas
celulares minoritdrias.

Na segunda fase do presente estudo procedeu-se a
caracterizagdo molecular (PCR simples e multipla) dos
cromossomas Y estruturalmente anémalos detectados nas
doentes TS9 e TS13 (figura 4). A auséncia de amplificagdo
das sequéncias distais especificas dos bragos curto e longo
do cromossoma Y, respectivamente PABY1,sY231-sY 160,
em ambos os tecidos analisados da doente TS9, estd de
acordo com os resultados da anélise citogenética e FISH,
que identificaram um cromossoma em anel derivado do
cromossoma Y. Contudo, o estudo molecular permitiu
demonstrar, ainda, que o cromossoma referido possui as
sequéncias compreendidas entre os genes SRY (intervalo
1A) e RBMY1 (intervalo 6B). Dada a existéncia de duas
delecgbes, umaem Yp11.32 e outraem Yq11.23, o referido
cromossoma em anel foi formado pela fusio das sequéncias
do brago curto e longo, tendo sido deleccionada a regido
pseudoautossémica ! do cromossoma Y, todas as cdpias
da familia de genes DAZ presentes no intervalo 6 (Yq11.23)
e toda a regido heterocromdtica (Yq12). Do mesmo modo,
demonstrou-se por biologia molecular e por FISH, que o
cromossoma Y isodicéntrico detectado no individuo TS13
€ compativel com a presenca de sY157 e sY158 € com a
auséncia de sY159 e sY160, confirmando-se que o
cromossoma isodicéntrico se originou apés delecciio da
heterocromatina e por fusdo das sequéncias distais do
intervalo 6. Assim, esta doente possui numa percentagem
minoritdria de células um cromossoma Y isodicéntrico que
contém todas as sequéncias da eucromatina duplicadas e

98

dois centrémeros, um dos quais possivelmente inactivado
para que a segregacao mitdtica seja correcta.

Perante os resultados obtidos, considerando que nos
individuos TS9 e TS13 ndo foram detectados sinais de
virilizagdo e tendo a andlise histolégica das génadas (ap6s
gonadectomia profildctica realizada anteriormente ao
presente estudo) revelado a auséncia de tecido testicular e
de neoplasias, ¢ dificil prever se a presenca de material do
cromossoma Y, detectado numa percentagem minoritdria
de células (2% para TS9 e 17% para TS13), viria a contribuir
para a virilizacdo destes individuos. De facto, a presenga
de linhas celulares maioritdrias com material do cromossoma
Y, incluindo SRY, nem sempre estd associada & virilizag5053.
Contudo, dado que o estudo molecular realizado nas
doentes TS9 e TS13 demonstrou a presenga dos intervalos
4A-5A do cromossoma Y, onde tem sido proposta a
existéncia de genes implicados no desenvolvimento de
gonadoblastomas, e tal como foi realizado nestas doentes,
€ sempre preconizada uma gonadectomia profildctica.

Considerando que a andlise citogenética cldssica
possui baixa sensibilidade para a detecgfio de mosaicismos
sub-representados, a pesquisa de sequéncias do
cromossoma Y em individuos com TS néo deverd ser feita
exclusivamente através da determinagdo do cariotipo, mas
complementada com metodologias que possuem elevada
sensibilidade e especificidade, tais como a FISH, a PCR
simples € a PCR nested. Sugere-se, assim, que a pesquisa
de sequéncias especificas do cromossoma Y seja efectuada
por rotina em individuos 45,X em que a andlise citogenética
ndo revele a presenca de mosaicismo, e ainda nas doentes
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TS em que seja identificado um cromossoma marcador ou
que apresentem sinais de virilizagdo. PropGe-se igualmente
a pesquisa de loci do Y do brago curto e longo,
nomeadamente intervalos 4A a SA e em dois ou mais
tecidos de origem embriondria diferente. E também
importante a confirmagio dos resultados positivos por
metodologias diferentes, por exemplo PCR e FISH. Sempre
que se identifiquem cromossomas marcadores ou
cromossomas estruturalmente anémalos derivados do Y,
deve proceder-se 4 sua caracterizagdo molecular detalhada
por forma a detectar com maior precisio as sequéncias
presentes e ausentes, nomeadamente as que t€m sido
associadas ao desenvolvimento de malignidade gonadal
(GBY — intervalos 4A-5A). Os estudos moleculares
contribuirdo, assim, para i) confirmar com elevada
probabilidade a existéncia, ou ndo, de sequéncias do
cromossoma Y em linhas celulares minoritérias; ii) identificar,
com precisdo, os intervalos e loci do cromossoma Y
presentes e ausentes, permitindo estabelecer correlagoes
com a presenca ou auséncia de dismorfias caracteristicas
do TS; iii) esclarecer a formagdo de cromossomas Y
estruturalmente anémalos, com identificagio mais precisa
dos pontos de quebra. Justifica-se, assim, que este tipo de
estudo constitua um método complementar de diagndstico
que contribui, indispensavelmente, para a confirmagéo do
diagnéstico clinico, para a decisio de proceder, ou ndo, a
uma gonadectomia profil4ctica e para o estabelecimento
de uma melhor correlagdo gendtipo / fenétipo.
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