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O síndroma de Turner (TS) tem sido descrito em
associação com diversas anomalias dos
cromossomas sexuais. Embora a maioria dos
indivíduos com TS não apresentem evidência
citogenética de sequências do cromossoma Y,
diferentes autores consideram que algumas doentes
com TS podem possuir uma linha celular minoritária
contendo material do cromossoma Y, que não é
detectada pela análise citogenética convencional. A
identificação de mosaicismos minoritários ou sub-
representados contendo o cromossoma Y é de
importância fundamental em termos clínicos devido
ao risco aumentado que estas doentes possuem
para o desenvolvimento de gonadoblastoma.
No presente estudo procedeu-se à análise
citogenética convencional de linfócitos de sangue
periférico obtidos de 22 doentes com TS. Destas
doentes, doze possuíam cariotipo 45,X, em sete
foram detectados mosaicos com ou sem anomalias
estruturais do cromossoma X e nas restantes três
foram identificados os seguintes cariotipos:
46,X,i(X)(q 10); 46,X,+mar/47,X,idic(Y),+mar e
45,X/46,X,-i-r.
Os estudos moleculares foram realizados em DNA
genómico obtido a partir de linfócitos de sangue
periférico e de células de mucosa bucal, dois
tecidos que derivam de folhetos embrionários
diferentes, respectivamente, mesoderme e
ectoderme. A pesquisa de mosaicismos minoritários
envolvendo o cromossoma Y foi efectuada por

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 celis that are
not detected by standard cytogenetic analysis. The
importance of identification of this low levei 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 foilowing
karyotypes: 46,X,i(X)(q 10); 46,X,+marl
47,X,idic(Y),+mar and 45,X/46,X,+r. Molecular
studies were performed on genomic DNA
extracted from peripheral blood lymphocytes and
mouth epitheliai cells, which derive from two
different embryonic germ layers, mesoderm and
ectoderm, respectively. The screening for iow levei
Y mosaicism was carried out by simpiex PCR and
by nested PCR of the foiiowing Y specific loci:
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PCR simples e PCR nested para os seguintes loci
específicos do cromossoma Y: SRY (sex
~etermining region Y), TSPY (~estis ~peci~fic
~rotein Y encoded), DYZ3 (locus centromérico) e
DAZ] (4eleted in q~oospermia). O uso de um
conjunto de STSs localizados nos braços curto e
longo do cromossoma Y permitiu a caracterização
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 presença de mosaicismos minoritários do
Y em 20 das 22 doentes com TS. Na doente com
um idic(Y) a análise por PCR simples foi positiva
para todos os loci estudados, com excepção da
região heterocromática. Este resultado permitiu
identificar o ponto de quebra no braço longo entre
sY158 e sY159, tendo-se confirmado, por
hibridação in situ de fluorescência (FISH), a
duplicação da eucromatina do braço longo,
centrómero e braço curto do cromossoma Y. A
caracterização do cromossoma em anel, detectado
numa das doentes com TS, só foi possível por FISH
e por PCR. Neste cromossoma, derivado do Y, foi
detectada, no braço curto, a delecção da região
pseudoautossómica 1 (PARY1) e, no braço longo, a
delecção dos intervalos 6 e 7. Contudo, o referido
cromossoma foi positivo para os loci SRY, RPS41~
AMG1~ TSPY localizados no braço curto, DYZ3
(centrómero) e, sY85, DFFR}~ GY6, sY87, sYll3,
sYll9, sY122, sY126 e RBMYJ localizados no
braço longo do cromossoma Y.
Este estudo permitiu, assim, excluir a presença de
mosaicismos minoritários do cromossoma Y em
dois tecidos obtidos de 20 doentes com TS e
caracterizar, por FISH e análise molecular, um
idic(Y) e um cromossoma em anel, em que a
natureza deste último não tinha sido identificada por
análise citogenética convencional. O risco elevado
de desenvolvimento de gonadoblastoma nos
indivíduos com TS que possuem sequências do
cromossoma Y justifica a aplicação da FISH e
PCR para a caracterização de cromossomas
marcadores e a utilização da PCR nested para a
detecção de mosaicismos minoritários do Y sempre
que material deste cromossoma não seja detectado
pela análise citogenética convencional em doentes
com cariotipo 45,X e/ou com virilização.

SRY (~ex determining ~egion Y), TSPY (~estis
~cpecific ~rotein Y encoded), DYZ3 (centromeric
locus) and DAZ] (deleted in azoospermia). In two
TS patients a set of STSs of the Y long and short
arrns were used to characterize the idic(Y) and the
ring chromosomes.
The high sensitivity of the nested PCR (1 male celi!
125,000 female celis) allowed for exclusion ofthe
presence of low levei Y mosaicism in 20 out of 22
TS patients. In the patient with the idic(Y), PCR
analysis was positive for ali Y loci tested excluding
the heterochromatic region. This result identified
the breakpoint between sY158 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,
a deletion was identified including the
pseudoautosomal region 1 (PARY1) and Y intervais
6 and 7. However, the ring Y was positive for SR~
RPS4Y, AMGY, TSPY loci on the short arm, DYZ3
(centromere) and, sY85, DFFR1~ GY6, sY87,
sYll3, sYll9, sY122, sY126 and RBMYJ on the
long arm.
This study excluded the presence of low levei Y
mosaicism in two tissues coiiected from 20 TS
patients. FISH and molecular anaiysis aliowed us to
characterize, in 2 out of 22 patients, one idic(Y) and
one ring chromosome. The nature of the latter had
not been completeiy identified by standard
cytogenetics.
The potential increased risk of gonadobiastoma in
TS patients carrying Y chromosome sequences
justifies the application of FISH and PCR for the
characterization of marker chromosomes and the
appiication of nested PCR for the detection of iow
levei Y mosaicisms when Y chromosome material
is not detected by standard cytogenetic anaiysis in
patients with a 45,X karyotype and!or with
virilization.

Key-words: Turner syndro,ne, Y chro,noso,ne, nested PCR, low levei Y
mosaicis,n, gonadobiastoma.

Palavras-chave: S~ndroina de Turne,; cron,osso,na }~ PCR nested,
,nosaicismo ,ninoritária, gonadoblastonia.
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INTRODUÇÃO
O síndroma de Turner (TS) é uma anomalia

cromossómica que afecta 1 em cada 2500-10000 nados vi
vos com fenótipo feminino1. De entre as várias
manifestações clínicas 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 ausência de desenvolvimento
pubertário, amenorreia primária e infertilidade2. É ainda
comum encontrar outras alterações fenotípicas, tais como
linfedema das extremidades, pterigium coili, alargamento
do diâmetro bi-acromial do tórax, implantação baixa do
cabelo, rotação e dismorfias dos pavilhões auriculares de
implantação baixa, cubitus valgus e encurtamento do quarto
metacarpo2.

A anomalia cromossómica mais frequentemente
associada ao sindroma é a monosomia do cromossoma X
(45,X), detectada em 40-60% das doentes3. Esta anomalia
cromossómica pode surgir devido à não disjunção dos
cromossomas sexuais durante a gametogénese de um dos
progenitores ou resultar da perda de um dos cromossomas
sexuais nas primeiras divisões mitóticas do zigoto. Em cerca
de 75% dos casos 45,X, o cromossoma X é de origem ma
terna, pelo que o erro de segregação cromossómico ocorre
durante a meiose masculina ou já após fertilização4.
Alterações estruturais nos cromossomas sexuais também
têm sido detectadas com alguma frequência (podendo
atingir os 25%) em doentes com TS. Os restantes indivíduos
com TS possuem cariotipos em mosaico, em que para além
da linha 45,X, existem uma ou mais linhas celulares com os
dois cromossomas sexuais normais ou com um destes
estruturalmente anómalo3.

Considerando que a frequência das alterações
cromossómicas detectadas nas doentes com TS foi
determinada tendo por base a análise citogenética
convencional realizada em sangue periférico, a
complementação destes estudos com técnicas de maior
sensibilidade (hibridação in situ, Southern blotting e
amplificação enzimática de DNA por PCR) que incluiu
também a análise de vários tecidos dos indivíduos
afectados, revelou uma frequência de mosaicos de 11-81%
em indivíduos sem suspeita citogenética de mosaicismo5
13 Estes resultados, complementarmente com a observação

de que cerca de 98% dos zigotos 45,X são perdidos du
rante o primeiro trimestre de gravidez, apoiam a hipótese
de que os zigotos que sobrevivem possuem uma segunda
linha celular, pelo menos em algum período do
desenvolvimento embrionário ou em alguns tecidos ou
orgãos5’ 14- 15• Se, por um lado, não foi possível a diversos
autores demonstrar a existência de mosaicismo em todos

os indivíduos com cariotipo 45,X, por outro, ficou provada
a limitação das técnicas citogenéticas na detecção de linhas
celulares minoritárias (mosaicos ocultos) e demonstrada a
necessidade de realizar estudos complementares por
recurso a métodos de análise molecular que possuam maior
sensibilidade5~ ~.

Esta nova abordagem metodológica é clinicamente
relevante na pesquisa de sequências do cromossoma Y em
indivíduos 45,X, os quais podem possuir uma segunda
linha celular minoritária com um cromossoma Y normal ou
estruturalmente alterado. Como é sabido, a presença de
material do Y em indivíduos com disgenesia gonadal está
associada a um risco aumentado (15-20%) de
desenvolvimento de malignidade gonadal 16 Com base em
diversos estudos foi proposta a existência, nos intervalos
4A-5A do cromossoma Y, de um locus GBY
(~onadoi21astoma Y Gene) que se julga estar implicado no
desenvolvimento de gonadoblastomas ou disgerminomas
em doentes com gónadas disgenésicas’720. Dado que as
diversas cópias da famflia de genes TSPY se localizam nos
intervalos 3-4A, e considerando que a proteína 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’721. Pelo exposto,
é clinicamente importante a pesquisa de sequências do
cromossoma Y em indivíduos com TS, uma vez que, quando
presentes, é aconselhada a realização de uma gonadectomia
profilática.

Tendo como objectivo a pesquisa de sequências do Y
em doentes com TS procedeu-se à optimização e à realização
de ensaios de sensibilidade por PCR simples e nested, para
pesquisa dos seguintes loci específicos do cromossoma
Y: gene SRY (Sex determining region on the Y chromo
some22), gene TSPY (Testis ,~pec~fic £rotein Y-encoded23),
locus DYZ3 (Yspecific centromeric alpha sateilite DNA24)
e gene DAZI (Veleted in ~zoospermia25). A inclusão destes
marcadores nesta pesquisa deve-se, por um lado, à sua
importância funcional e estrutural no cromossoma Y e, por
outro, à 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, específico do centrómero do Y, é incluído
no presente estudo com o objectivo de detectar qualquer
cromossoma Y ou segmento cromossómico estável, que
segregue correctamente, tanto em divisões mitóticas como
meióticas. Na ausência de sequências DYZ3 não é possível
que um segmento cromossómico livre do Y possa ser
perpetuado nas sucessivas divisões celulares.

A pesquisa dos loci referidos foi realizada em DNA
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genómico obtido de sangue periférico e mucosa bucal informado dos doentes (quando adultos) ou dos seus
(tecidos estes derivados, respectivamente, da mesoderme progenitores.
e da ectoderme) obtidos de 22 indivíduos com TS cuja
constituição cromossómica era conhecida. ANALISECITOGENÉTICAEFISH
Complementarmente, efectuou-se a caracterização molecu- A análise citogenética foi efectuada em bandas GTL de
lar dos cromossomas Y estruturalmente anormais alta resolução, obtidas a partir de culturas sincronizadas
detectados em duas das doentes referidas. Esta de linfócitos de sangue periférico26.
caracterização compreendeu a utilização da hibridação in A identificação de cromossomas marcadores ou de
situ por fluorescência (FISH) e a pesquisa por amplificação cromossomas derivados foi efectuada por recurso à FISH,
enzimática (PCR) simples e múltipla de diversos loci do utilizando sondas genómicas específicas para diferentes
cromossoma Y. regiões do cromossoma Y: pDP23O (Yp 11.32), GMGY 10

(Yp 11.1), pDP97 (Y 10) e 49f (Yq 11.23), marcadas por nick

DOENTESEMÉTODOS transiation com biotina-14-dUTP ou digoxigenina-l 1-
Neste estudo foram incluídos 22 indivíduos com TS dUTP. A hibridação, lavagens de pós-hibridação e detecção

com cariotipo conhecido, seguidos regularmente em foram efectuadas segundo método previamente descrito27.
consulta na Unidade de Endocrinologia Pediátrica do Hos
pital D. Estefânia de Lisboa (HDE). A análise do fenótipo ANALISEMOLECULAR
clínico incluiu a pesquisa das dismorfias mais comuns Extracção de DNA
associadas ao síndroma (Quadro 1). A extracção de DNA genómico foi realizada a partir de

Este estudo foi aprovado pelo Conselho de Ética do sangue periférico e mucosa bucal, tendo-se utilizado um
HDE, tendo sido igualmente obtido o consentimento kit comercial de purificação de DNA.

Quadro 1 — Resumo das distnorfïas encontradas nas 22 doentes com síndroma de Turner
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Todas as doentes ipreseniavam haioi esatnra quando da avaliação el/nica. A puberdade foi induzida em todas as doentes iqnando ipliedvel) coei esce ção de TS II
TS IS. nas quais rreu puberdade espont)nea.
•~Efl~Ciuotise ginadeciomia em idade prd—piiberc. A anílise Itisiológica recelon a presença dc gdnadas fennninas sem evid5ncia de neoplasias.
(+1 —presente: (—1 —ausente: (nal—não analisado
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Ensaios de sensibilidade de PCRs simples e nested e
pesquisa de sequências do cromossoma Y

Para a pesquisa dos loci do cromossoma Y referidos
anteriormente, utilizaram-se oligonucleótidos específicos
(quadro II) cujas condições de amplificação se descrevem
resumidamente abaixo. Para demonstrar a funcionalidade
das condições reaccionais em todas as amostras biológicas
estudadas, o gene SRYe o locus DYZ3 foram coamplificados,
respectivamente, com sequências específicas do gene re
ceptor de androgénios-AR (localizado em Xq 11 -q 12) e do
gene da ~3-globina (localizado em 1 lpl5.5), tanto em PCR
simples como em PCR nested.

Os ensaios para determinação da sensibilidade das
reacções de PCR simples e nested na detecção de
sequências do Y foram realizados nas seguintes condições
reacionais: 67 j.tM Tris-HC1 (pH 8,8), 6,7 mM MgCI2, 16,6
mM (NH4)2S04, 500 j.tM de cada dNTP, 3 a 11 pmol de cada
oligonucleótido iniciador e 0,03 U Taq DNA polimerase
(Perkin Elmer), num volume final de 25 l.tL. A algumas
misturas reaccionais foi ainda adicionado dimetilsulfóxido
numa concentração final de 2% (SRY: PCR nested e TSPY:
PCR simples), 3% (DYZ3: PCR simples e nested e DAZI:
PCR simples) ou 6% (DAZ]: PCR nested). A cada reacção
foram adicionados 100 ng de DNA genómico de um
indivíduo do sexo feminino (46,XX) misturados com 100 a

lx 10-6 ng de DNA genómico de um indivíduo do sexo
masculino (46,XY). As diversas reacções de PCR nested
foram realizadas a partir de 1 jiL (ou 1 IIL de uma diluição 1I
/10) das respectivas soluções de PCR simples. As reacções
de PCR obedeceram à seguinte programação: desnaturação
a 94°C-3 mm seguindo-se 25 a 35 ciclos de 1 mm a 94°C, 1
mm à temperatura de emparelhamento (Te) (Quadro II); 1
mm a 72°C, e uma extensão final de 72°C durante 3 mm. Os
produtos amplificados foram analisados em gel de agarose
(2%) em TBE lx.

As condições experimentais estabelecidas nos ensaios
de sensibilidade para cada loci foram aplicadas na pesquisa
das respectivas sequências do cromossoma Y nas doentes
com TS em estudo. Nas reacções de PCR simples, de cada
controlo e de cada doente, utilizaram-se cerca de 100 ng de
DNA genómico obtido de sangue periférico e de mucosa
bucal. Cada reacção de PCR nested foi realizada utilizando
1 j.tL da respectiva solução de PCR simples.

Caracterização molecular de cromossomas Y
estruturalmente anómalos

As condições reaccionais das PCRs simples e múltiplas
dos loci indicados no quadro III são as referidas
anteriormente para as PCRs simples e nested, exceptuando
as temperaturas de emparelhamento (quadro III), a

Quadro II — LOCI especcflcos do cromossoma Y pesquisados por PCR simples e nested.

Gene ou meus SequOncia dos oligonudeólidos Oligonucleótidos usados na PCR Fragmento Teniperniura de

iReferência bibliogr.ifiea) (pb emparelhamento (~Çl

SRY SRYI: 5-AGAAflCGAATATICCCGCTCTCCGG-3
lBehlke cl ~d.i EB: 5~-GCAAA~TGCAArrCrrCGGC-3 í SRY SRYI+EB 365 58

EBR: 5’-AACGCAflCATCGTGTGGTC-5 “P~ 1
t. AR: DI+D2 456

EAR: 5’-A1TTCTCITGCCTCCrGGAAG-3’
AR Di: 5’-GGAGmAGAGTCI’GTGACCAGG-3’

(Lubalin ri cd. -

D2: 5’-GATCCCCCUATcTCATGC-3 SRY: EBR+EAR 53 60

Da: s-G-rrGCATrGTGTG1TITrGACC-7 AR: Da+Dal 240

Dai: 5-CAGCACACACTACACCTGG-3

~~py JA56: 5~-GATGACATAATGGCGGAG-5 simples JA56+JA52 300 59
(Binder ~, aLi~l 3A52: 5-CGATAGGCC1CCACfl~CATA-3’

iA35: 5-CCCCACCTAGACCGCAGAGG-Y
,c,-srr-d JA35+J.430 6011 56

iA311: 5-GGGAAGAAGGCCTAAGAGCACC-3

0153 DYZ3Â: 5-TGAAAACTACACAGAAGCTG-3
iBinder e! ccI°) DYZ3B: 5’-ACACATCACAAAGAACTATG-3 DIZ1: A+B lI(S) 61)

DYZ3G: 5’-AGCCTJTUGTGGCCTACG-3’ simples ~
~ 1c’i:L5I5+R5I3 755

DYZ3[l: 5-ATCCTCCTGGAGATACCA-3

~ 3-giobina L51: 5’-TAAGCCAGTGCCAGAAGAG-3
IL,wmha iS ~ R5f1: 5-TCCCKCfCTAAACTGTACCC-3 í 0)73: G+[l 330 61

coatei! (

Lsiwí: 5-ATCACTTAGACCTCACCCT-3’ L 3gl: L5lFi+ R5IRi 619

L53Ri: 5-ACTCACCcTGAAG17C]CA-3’

IMZ! sY2S4L: 5-GGGTGTTACCAGAAGGCÂAA-3’ simples sY254L+~~254i 405 61
ikecjo ri ~d• 1 sY254R: 5-GAACCGTATCrACCAAAGCAGC-3 j sY254L~sY254R 3110 63

sY254i: 5’-GACACACCAGTrCGATTCG Y
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quantidade de DNA genómico por amostra que variou en
tre 100 e 600 ng e o volume reaccional (25 a40 jiL).

RESULTADOS
Ensaios de sensibilidade
Os limites de detecção de sequências do cromossoma

Y para cada locus seleccionado foram determinados através
da realização de reacções de PCR, utilizando uma série de
diluições de DNA de um indivíduo 46,XY em DNA de um
indivíduo 46,XX, por forma a mimetizar mosaicismos do
tipo 45,X146,XY que podem existir em doentes com TS. Os
limites de detecção das sequências do Y para os loci
seleccionados foram de 0,1-0,05 ng de DNA genómico de
um indivíduo 46,XY em 100 ng deVN~g~nómico de um
indivíduo 46,XX para as reacções de PCR) simples e de
0,005-0,0008 ng para as reacções de PCR nested, sendo a
reacção de maior sensibilidade a PCR nested para DAZ],
que detecta 1 célula 46,XY em 125 000 células 46,XX (quadro
IV). Na figura 1, a título ilustrativo, apresentam-se os
resultados dos ensaios de sensibilidade das reacções de

PCR nesfed 1
M S —~d~ddua~uaca~ ua~uauaexcaooouauaCN

~73- ltÜOpb

8Gb- 755 pb

~GIo-6l9pb

D173-330pb

ig. 1 Electroforeses em gel de agarose ilustrativas dos ensaios de
nsibilidade para DYZ3. PCR simples No topo de cada canal indica-se o

uontidade de DNA (ng) genó,nico de um indivíduo do sexo masculino usada
por reacção, à qual foram adicionados 100 ng de DNA genómico de um indivíduo
do sexo feminino. PCR nested Rea,npltficação do produto de cado reacção
obtido no PCR simples. A setas indicam os limites de sensibilidade considerados.
~lo - fi globina. Canais: M mar ador d peso molecular (“Escada” de 100
pb): S - produto da rea çao de PCR simples: CN - controlo negativo (semmt adição
de DNA na PCR simples enquanto que ao CN da PCR nestedfoi adicionado 1 pL
da solução obtida na PCR simples

Quadro III Loci usados em PCR simples e múltipla para caracteri~ação

dos cromnosso,mmas Y estruturalmente anómalos,

STS ou gene Referência

PCR simples e nested para DYZ3. O limite de sensibilidade
da PCR nested para o referido locus foi de 0,002 ng de DNA
genómico 46,XY em 100 ng de DNA genómico de um
indivíduo 46,XX. Embora se tenha detectado amplificação
de fraca intensidade para diluições inferiores a 0,002 ng
(figural), este resultado foi interpretado como sendo devido
a possíveis erros de diluição ou de pipetagem, tendo-se

Quadro 1V-Resultados dos ensaios de sensibilidade obtidos por PCR
simples e nested, para os loci cIo cromnossoma Yseleccionados

MI sYl22

Te: 60°C sYl26

sY23I

sYl57

M2 sY85

Te: 60°C GY6

sY87

8 sYl49

1
~ M3 SRY

~ Te: 58°C sY274(RPS4Y)

ZFY

AMGXIY

M4 DFFRY

Te:58°C sYll9

sY254 (DAZI)

sY 158

Te: 58°C PABXI/PABYI

Te: 58°C sYlI3

,~ Te: 55°C RBMYIn.
1 Te: 60°C sY208

~ Te: 58°C sY255 (DAZI)

~ Te: 59°C sYI59

Te: 52°C SYI6O

Tamanho do

fragmento (pb)

201

323

‘49

285

369

1100

252

132

460

422

350

735

950(X)e735(Y)

1100

191

380

231

968(X)e 1271 (Y)

290

1000

140

231

550

236

Vollrath ei al.

Jones em

Vollrath e, aI.1

vont ei al.~

Behlke et al.28

Reijo et al.~

Barbosa em aI.3t

Nakahori et al.36

Brown et aI.31

Vollrath ei aI.32

Reijo ei

vollrath ei aI.32

ElOs ei

Reijo et ai.25

Vogt ei aI.~

Reijo ei aI.’5

vollrath et aI.32

Gene ou Sensibilidade para Sensibilidade para
Sacos PCR simpIos~’ PCRnestede

SRY 0,1 ng 0,IXJ5 ng
(1lXX~cel.) (20(X~cel.)

7SPY 0,5 ng 0,~J5 ng
(2~O cel.) (20 0(X) cel.)

DY13 0.3 ng 0,(X)2 ng
(334 cel.) (50 ~ ccl.)

DAZI 0,05 ng 0.(X)08 ng
(2lXXJcel.) (1250(JOcel.)

Te: temperatura de emparelhamento
STS: sequence-tag ed sile

Quantidade de DNA genónico (ng) de um individuo da sexo nmsculino (46.XY) que foi detectada nas
reacçdex de RR sin~des e nesiciL na presença de 00 ng de DNA gcndnico de um imlividuo da sexo
feninino (46,XX). Eras ~xtrintctis indica-se a sensibilidade expressa em ntuztsm nxtxinm de edlalas de
um indivíduo da sexo feminino (46.XX) no qual foi prasivel detectar 1 ctilula de um individuo da sexo
natsctdino (46,XY): admite-se que una ctiluta diplciide hunxuta psssui cerca de 0.01 ng de DNA
gendnico’tm.

PCR simples

1
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PES UISA DE SE UÊNCIAS DO CROMOSSOMA Y EM INDIVÍDUOS COM SINDROMA DE TURNER

confirmado a ausência de amplificação para estas diluições A
em ensaios posteriores.

Pesquisa de sequências do cromossoma Y por PCR
simples e nested em doentes com síndroma de Turner

Os resultados da análise cromossómica realizada nos
22 indivíduos com TS constam do quadro V. Nesta estão
também incluídos os resultados da pesquisa dos loci SRY,
TSPY, DYZ3 e DAZI por PCR simples e nested, realizada a
partir de DNA genómico obtido de sangue periférico e de
mucosa bucal dos referidos indivíduos. Esta pesquisa
detectou a presença de sequências do cromossoma Y
apenas nas doentes T59 e TS13 (figura 2). Nestas duas
doentes a pesquisa molecular de sequências do
cromossoma Y confirmou os resultados da análise
citogenética clássica e da FISH, que tinham identificado

PCR simples

e — e. es se Vi

Mc) o ~- i-. — 1-. i- 1- 1-. 1-1- 1-. 1— i- 1- •

PCR ,,esged

M S ~ CN

Fig. 2 — Eleciroforeses em gel de agarose ilustrativas da pesquisa do locus
DYZ3, coamplificado com uma sequência especifica do gene da figlobina (/3Gb),
em DNA ge,tómico de sangue periférico de 15 indivíduos com sindro,na de Turner
(TSI TSIS). PCR simples Notar a presença de amplificação para DYZ3 nas
doentes TS9 e TSI3. PCR nested Reampl(ficação do produto de cada reacção
de PCR simples correspondente a cada doente. Confirma-se a amplificação de
DYZ3 na doente TS9. Canais M, S e CN ver legenda da figura 1. Canais CM e
CF Controlo Masculino e Fe,ninino, respecrivamente.

no sangue periférico da doente T59 uma linha celular
minoritária contendo um cromossoma em anel com
sequências do cromossoma Y e na doente T513 um
cromossoma Y isodicêntrico (figura 3). Para o indivíduo
TS 13 obteve-se forte amplificação dos loci SRY, TSPY, DYZ3
e DAZJ por PCR simples, pelo que não se efectuaram as
reacções subsequentes de PCR nested. Contrariamente,
para o indivíduo TS9 observou-se uma banda de fraca
intensidade para SRY, TSPY e DYZ3 (figura 2) na PCR
simples, pelo que se prosseguiu com as reacções de PCR
nested. A pesquisa de DAZI revelou-se negativa para a
doente TS9, tanto por PCR simples como por PCR nested e

Quadm V— Resultados da análise cromossó,nica (sangue periférico) e da pesquisa

de boci do c,vnvsso,ue, Ypor PCR simples e nested (sangue periférico e mucosa

bucal) ,tos 22 indivíduos comn sí),dronxa de Turner

lndMduen Catiadpo (SRY. 7~PY, DYZ3 e
cemsindronsn ~,im RRn temi

deTurner

TSI naus 45,X[I t1/46)Çi(Xq)[441 ausente ausente

152 45,X ausente ausente

153 45.X ausente ausente

TS4 45,X ausente ausente

155 46.Xi(X)(qIO) ausente ausente

156 45.X ausente ausente

iS? 45)( ausente ausente

158 naus 45.X16Y46.Xi(Xq)1441 ausente ausente

159 ttsn 45X[98 V46X~1ii2Iish r(’il(ssvpY+) prusente* preasnte*

1510 45,X ausente ausente

1511 naus 45.)(j t81/46,XX132] ausente ausente

1512 naus45.X1ttV46.XX1391 ausente ausente

15t3 ttaus4(sX.m1tnt450147,)(idiriY).+usuj 01 prusente NA

tSt4 naus 45,X157J146.X,del()Q(pI t.22)[28( utsente ausente

1515 naus 45X138]/46Xi(Xq)l 121 ausente ausente

1516 45,X ausente ausente

IS 17 45.X ausente ausente

iS 8 45,X ausente ausente

1519 45.X ausente ausente

TS2O 45,X ausente ausente

tS2t n.~45Xl29)/46,XX(2II ausettte ausente

1522 45,X ausente ausente

B

Fig. 3— FISH. A - Identificação do crontossonta em aitel detectado ,ta doeitre TS9
cont as so,tdas pDP97 (cemttromérica) e GMGY 10 (Ypll. 1). 8 - lde,ttcficação do
crontossoma isodicê,ttrico detectado ,ta doente TSI3 com as soitdas pDP97 e
GMGY 10. Notar que os si,tais verdes (GMGY 10) se localizam e,,t posição distal
relaiivantente aos dois sinais cemttro,néricos (pDP97).

em ambos os tecidos. Nas restantes 20 doentes, e em am
bos os tecidos analisados, não se detectaram, tanto por
PCR simples como por PCR nested, sequências específicas
dos 4 loCi do cromossoma Y pesquisados.

A coamplificação de SRYe DYZ3 com controlos internos
(sequências específicas respectivamente dos genes do re

D,Z1 ~ ceptor dos androgénios e 13 globina, ) e a inclusão em todos
pGI - 755pb

PGI. - 6t9pb

~DYZ3 - 330pb

aCo~us~~~ DAS!. parnoqa~d ido Ioi ouuqdindoisuddosaaulisetos
nu A hãoid~qão is, ais, de fl,u sviucia (FSSHt n~selau que «,smonneuonn, ,nasautie í ,k.rsodu do

c,ssnsnsu,rn I5~ ishdee(tSXpMCt5+).
Nk não oaatisado: aauplitk ,ks4bs,port’CRsiu~desnaaiuau Isuntas de finte inte,ssktek~ peto que
se entendeu não 5ev ,ntusoduio efeeuue PCR ,ie.tasi
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PABYI
SRY
RPS4V
ZFY
TSPY major
TSpvminor
AMGY
ØYZ3 - Cosi
sY85
DFFRY
GY6
sY87
sY113
.Y119
.Y122
sY126
RBMYI
sY231
sY149
sY2OS
sY254 ~
sY255
SPGV
sY157
sYl5B 1
sY159
aYl6O J

Fig. 4 — Diagrama representativo dos loci específicos do romossoma Y
pesquisados nos indivíduos TS9 e TSI3 com sindro,na de Turner: • bel presentes:

Ioci ausentes. As barras não são represenlatil’as da estrutura dos der(Y~
detectados nas duas doentes.

~—sY122-2Olpb

sY231 - 149pb

Fig. 5 — Electroforese em gel de agarose do produto da PCR múltipla 1 (MI)
realizada em DNA genómico de sangue periférico das doentes TS9 e TSI3. Notar

m ausência de amplificação dos STSs sYIS7 e sY23l na doente TS9, e a
implificação de todos os STSs na doente TSI3. canais M, cM, CF e CN ler
egenda da figura 2.

os ensaios de amostras controlo com DNA genómico obtido
de indivíduos 46,XY e 46,XX assim como de reacções
controlo sem DNA genómico (CN), permitiu despistar tanto
resultados falsos negativos, como eventuais
contaminações de qualquer um dos reagentes com DNA
(falsos positivos).

Fig.6 — Co-electroforese em gel de agarose dos produtos das PCRs relativas à
pesquisa dos laci PABYI e SRY em DNA genómnico de sangue periférico das
doentes TS9 e TSI3. O locus SRYfti coamplificado com urna sequência específica
do gene receptor de androgénios (AR), enquanto que para PABYI se usou como
controlo de amplificação a região homóloga no cromossoma X (PABXI).
Evidencia—se a amplificação dos 4 loci na doente TSI 3 e a ausência de
amplificação do locus PABYI na doente TS9. Canais M, cM, CF e CN ver
legenda da figura 2.

a o,

1132
1131

Yp
11 2
111
111

1121
Yq 1132

1123

detectados nos indivíduos TS9 e TS 13 foram caracterizados
por reacções de PCR simples e múltipla em DNA genómico
obtido de sangue periférico e mucosa bucal, nas quais fo
ram pesquisados vários loci específicos do cromossoma Y
(quadro III). A ausência de amplificação para alguns dos
loci permitiu identificar com grande exactidão as sequências
deleccionadas e respectivos pontos de quebra, assim como
definir as regiões do cromossoma Y presentes nas doentes
em causa (figura 4). Ilustra-se, na figura 5, a electroforese
relativa a uma reacção de PCR múltipla e na figura 6, a
coelectroforese dos produtos de duas PCRs. Evidencia-se
a ausência de amplificação dos STSs sY 157 e sY23 1 (figura
5) e do locus PABYI (figura 6) para a doente TS9. As duas
delecções detectadas na doente TS9, uma em Yp 11.31 (com
ponto de quebra entre SRYe PABYI) e a outra em Yql 1.23
(com ponto de quebra entre RBMYI e sY23 1) (figura 4),
justificam-se pelo facto do cromossoma identificado nesta
doente ser um cromossoma em anel. Os resultados da análise
molecular permitem concluir que a formação deste
cromossoma em anel envolveu a fusão entre Ypll.3l e
Yqll.23, de que resultou a perda das sequências do
cromossoma Y de localização distal relativamente aos
pontos de quebra referidos. Por sua vez, no cromossoma
isodicêntrico (TSI3) só foi detectada a ausência de
sequências específicas da heterocromatina (sY 159 e sY 160).
Este cromossoma isodicêntrico formou-se por fusão das
sequências Yqll.23, tendo o material do braço longo
(duplicado) ficado localizado entre os dois centrómeros.
As sequências do braço curto (Ypl 1), também duplicadas,
ficaram localizadas em posição distal (figura 3).

o.,
11) CI)

M CMCF ~ ~CMCN

PABYI - 1271pb

— .— PABXJ - 968pb

- 456pb

‘SRY- 371pb

o’, -.
c~2 CI)

M CMCF ~ ~CMCN

rsYl26 - 323pb

— — L sY157 - 285pb

Caracterização de cromossomas Y estruturalmente
anómalos em indivíduos com sindroma de ‘Rirner por PCR
simples e múltipla.

Os cromossomas Y estruturalmente anómalos
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DISCUSSÃO
Considerando os resultados obtidos nos testes de

sensibilidade verifica-se que as reacções de PCR nested
apresentam uma sensibilidade 20-370 vezes superior à PCR
simples (quadro IV). Assim, a caracterização estrutural dos
cromossomas Y poderá ser efectuada só por recurso à PCR
simples, se o material do Y existir numa percentagem de
células no mosaico passível de ser detectada com esta
metodologia (1/200-1/2 000 células), mas requer reacções
de PCR nested se a linha minoritária estiver fracamente
representada (1/20 000-1/125 000 células). No caso de
doentes negativas para sequências centroméricas (DYZ3),
a detecção de outras sequências específicas do
cromossoma Y, presentes num autossoma ou num dos
cromossomas X, bastará ser efectuada por PCR simples.

O estudo das 22 doentes com TS iniciou-se com a
análise do fenótipo clínico (quadro 1) que revelou as
dismorfias mais frequentemente associadas ao sindroma.
Contudo, não foi possível estabelecer uma correlação en
tre o número de dismorfias por doente e o respectivo
cariotipo.

Os resultados da pesquisa de sequências do
cromossoma Y para os loci SRY, TSPY, DYZ3 e DAZ1 nas
22 doentes com TS permitem evidenciar:
i) a presença de material do cromossoma Y em duas

doentes: TS9 e TS 13. A doente TS 13 revelou-se positiva
para os 4 ioci pesquisados, enquanto que na doente
TS9 não se detectou a presença de sequência do gene
DAZ1, em nenhum dos ensaios realizados por PCR
simples (quadro V, figura 4). Nesta doente, a presença
de material do cromossoma Y (ioci SRY, TSPY e DYZ3)
e a ausência de DAZ1 também foi confirmada por PCR
nested tanto em DNA genómico obtido de sangue
periférico como de mucosa bucal.

ii) que as 20 doentes negativas para os 4 ioci referidos,
pesquisados numa primeira fase por PCR simples,
continuaram a revelar-se negativas após 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 detecção de mosaicos
sub-representados está dependente da sensibilidade da
metodologia usada. Contudo, vários autores referem que a
capacidade de detecção de uma linha celular minoritária
também está dependente do tipo e número de tecidos
analisados6’9”13. Bisat et ai6 identificaram por PCR
simples material do Y nas gónadas de um indivíduo 45,X
com genitais externos virilizados, para o qual a pesquisa de
mosaicismo no sangue periférico se tinha revelado negativa.
Em outro estudo, a análise cromossómica de fibroblastos

em cultura, obtidos de quatro indivíduos com suspeita de
TS e cariotipo normal no sangue periférico, permitiu
identificar em todas as doentes uma linha minoritária 45,X
ou 45,X,del(X) e confirmar o diagnóstico de TS’1.
Petrusevska et ai9 detectaram uma distribuição variável da
linha celular contendo um cromossoma marcador derivado
do Y em tecido gonadal, pele e linfócitos de uma doente
com TS. Da mesma forma Nazarenko et ai13 reportaram que
em 92% das doentes estudadas com TS e cariotipo em
mosaico, a representatividade da linha minoritária é função
do tipo de tecido analisado. No presente estudo, embora a
pesquisa de sequências do Y em dois tecidos com origem
embrionária diferente não tenha contribuido para aumentar
a percentagem de indivíduos positivos para sequências
do cromossoma Y, permitiu excluir, com elevada
probabilidade, a presença de sequências do referido
cromossoma em 20 das 22 doentes com TS analisadas. A
elevada probabilidade de exclusão de sequências do
cromossoma Y nas 20 doentes referidas, tem por base: i) a
elevada sensibilidade da metodologia usada (PCR nested);
ii) a inclusão de controlos negativos e positivos em todas
as reacções: iii) a coamplificação de um iocus não ligado ao
cromossoma Y que permitiu demonstrar, nas condições
experimentais ensaiadas, o funcionamento de PCRs simples
e nested e iv) a pesquisa de sequências do cromossoma Y
em dois tecidos (sangue periférico e mucosa bucal) com
origem embrionária diferente.

No âmbito do presente trabalho, detectou-se uma
frequência de 9% (2/22) de indivíduos com material do
cromossoma Y presente em linhas celulares minoritárias.
Esta frequência 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 à
selecção da amostra. Enquanto diversos autores só incluem
doentes com cariotipo 45,X, outros seleccionam também
doentes com cariotipo em mosaico e/ou virilização, das
quais algumas apresentam evidência ou suspeita
citogenética da presença de material do cromossoma Y.
Este tipo de selecção da amostra contribui para enriquecer
o grupo em doentes positivas para sequências 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 (não 45,X;
228 doentes). A frequência de doentes 45,X nas quais fo
ram detectadas sequências do cromossoma Y é de 5,7%
(30/525), mas atinge os 17% (39/228) quando se consideram
os indivíduos com outros cariotipos. Quanto ao presente
estudo, o facto de não se terem detectado sequências do Y
em nenhum dos 12 indivíduos 45,X está de acordo com os
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Quadro VI,’ Sinopse dos resultados obtidos por diferentes autores relativos à pesquisa de sequências do cro,nossoma Y e,n indivíduos com síndroma de Turner

Referência lisA?,) 0000,, W)0 Y,rkooira Rira,, CIo Colo Lar,,, V,rnOnd,, 10006, Yodfaji Lóp,o Osipora 00,51), Quilo, (arsnl,.a.M,rd,, Damisni PrnDrI. TolA

40 4) 32 43 30 44 45 7 8 46 O 3 42 48 49 PsoaareI( SI 52
DaI. ,roi. ,z o?. ela). e, aI ela?. elo), o). ela?, o?. ,) o?. elo). era?. ela?. elo). 50 ela?. O o?. ralado

Metodologia PCR OCO, PCR OCO PCR PCOCSR PCR PCR OCO OCO OCO OCO? OCO ~ OCO OCR OCO OCO OCO

(boi una?i,adoo) oRo s:v. (SRI. (SRI’. Yq( (SI?’. ~ ,ocç~ (4 ?eOi)~ (5 ?ori(~ (SeI2 (5 ?ooi(~ (SRI’. (4 (ecO) (SRI. ((2 k)~ (e~i?°’1 (SRI’. (SRI’. (7 ?eci(°~

0173) 0(73) TOPO. DIZ?) DIZ.). (3(oci/3 AMOLO) DIZ). ZFI’.

DIZ)) 0172) DIZ?) DIZ?)
5) 0) 0) 5) 8) II

40/) (8/6 26(8 43/0 53)2 00/9 (SI)? 40)0 25?) 97(0 (8/O 50)6 (304 50112 50(2 1411 36/2 40(2 22/2 053(69

37/? 1014 (5(0 27/0 30)) 48(2 (3(0 40(0 (O/O 97)0 (8(0 36/4 8?? 2(13 50(2 (4?) IS?) 22)0 2)0 525)30

3)) (/1 4/O 2/O 3/0 1(0

2(2 2/2

3/0 7/2 3/O (6/O 3?)? (2/0 9/O li) IS?? ((/0 ((/0 7/O

22809

3/3 4/4 1)? 2/2

(/0 315 9/2 3/3 ((O 4?) 2(0 3/3 7/1 2/2

4/0 9/0 (/0 5?) H0

SI O 4 9 6) O 4 O O 2 3) 24 4 7 6 5 9 9

O O 3 4 53 O O O O 1) 12 24 4 O 0 O O 5.7

73 . 4 (3 (00 . O ‘ . 4 60 24 . . 48 (1 20 (7

°rr090lagem do, )nd)o’Idao, nllod,do, colo reqaênois, do Y IR) 2.5 30

P,meosgem dos iodir’(dcos 45.X com a,qolrOiu, do Y (O,) 2.7 40

Peronoolgem do, mdi, ida,, 080 45,X 4am r,qaêrc)ao do Y (O,) O 25

SB? SooI/iero b(otIi,Ig
a) Neobom doo md~vídoon eolodndo, foi posilivo paro 01)23; b) Não 1 indicado o 000iolipo de (6 do, indio’?dao, e) Rraokadoa poaiIivoS opees, porosRYnm OCO oesled; d) PART. SRI, AMEL, DIZ.), 9Y85, aYlI7, ,Y?46, sY160,
VI.?; e) Em 2 indivIduo, foram apenas deleolados seqoênc(as Dslais do braço ioogo do oromossoma Y; 8) PART. 20?. DI”Z3. 0YZI; g) Foram dnleoladas sequ000ias do 000mossoma Vem 5 iodiv/duos 43,X, negalivos para 01)23; h)
SRY. ZFY, 0023, DIZ), DY5132; (AMO?, SRI, PART. L1YZ3, DI’Z?;j) PCR: DI’Z3, ZFY. SRI. DYZ?; SB~ Y97; ZFY, ZFX; 0)50?, TSPY, RB,OJ. 005264, DIZ?, DY5272, DY5275, KALY’?S/; DI’5218, 0YF495?; 002240, DIZ); 1)
RessOado, posilivon )qae oRo ioolaem os oeqaênoias cenlroméoioan 0)73) aproas em PCR orarrd poro 2)06 (2 indivíduos.; o) SRI’, DI’S23). 00S264. 0YS268. DIZ.), DI’S272. DI’S2?9, DY5240; o) SRI’. sY57. 8Y59. sY8S. sY94.
sYl24, sY157.

resultados que sugerem uma menor frequência de
indivíduos com sequências do cromossoma Y em linhas
celulares minoritárias.

Na segunda fase do presente estudo procedeu-se à
caracterização molecular (PCR simples e múltipla) dos
cromossomas Y estruturalmente anómalos detectados nas
doentes TS9 e TS 13 (figura 4). A ausência de amplificação
das sequências distais específicas dos braços curto e longo
do cromossoma Y, respectivamente PABY], sY23 1 -sY 160,
em ambos os tecidos analisados da doente TS9, está de
acordo com os resultados da análise 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
sequências compreendidas entre os genes SRY (intervalo
lA) e RBMYJ (intervalo 6B). Dada a existência de duas
delecções, uma em Yp 11.32 e outra em Yq 11.23, o referido
cromossoma em anel foi formado pela fusão das sequências
do braço curto e longo, tendo sido deleccionada a região
pseudoautossómica 1 do cromossoma Y, todas as cópias
da famflia de genes DAZ presentes no intervalo 6 (Yq 11.23)
e toda a região heterocromática (Yq12). Do mesmo modo,
demonstrou-se por biologia molecular e por FISH, que o
cromossoma Y isodicêntrico detectado no indivíduo TS 13
é compatível com a presença de sYl57 e sYl58 e com a
ausência de sYl59 e sYl6O, confirmando-se que o
cromossoma isodicêntrico se originou após delecção da
heterocromatina e por fusão das sequências distais do
intervalo 6. Assim, esta doente possui numa percentagem
minoritária de células um cromossoma Y isodicêntrico que
contém todas as sequências da eucromatina duplicadas e

dois centrómeros, um dos quais possivelmente inactivado
para que a segregação mitótica seja correcta.

Perante os resultados obtidos, considerando que nos
indivíduos TS9 e TS13 não foram detectados sinais de
virilização e tendo a análise histológica das gónadas (após
gonadectomia profiláctica realizada anteriormente ao
presente estudo) revelado a ausência de tecido testicular e
de neoplasias, é difícil prever se a presença de material do
cromossoma Y, detectado numa percentagem minoritária
de células (2% para TS9 e 17% para TS 13), viria a contribuir
para a virilização destes indivíduos. De facto, a presença
de linhas celulares maioritárias com material do cromossoma
Y, incluindo SRY, nem sempre está associada à virilização53.
Contudo, dado que o estudo molecular realizado nas
doentes TS9 e TS 13 demonstrou a presença dos intervalos
4A-5A do cromossoma Y, onde tem sido proposta a
existência de genes implicados no desenvolvimento de
gonadoblastomas, e tal como foi realizado nestas doentes,
é sempre preconizada uma gonadectomia profiláctica.

Considerando que a análise citogenética clássica
possui baixa sensibilidade para a detecção de mosaicismos
sub-representados, a pesquisa de sequências do
cromossoma Y em indivíduos com TS não deverá ser feita
exclusivamente através da determinação do cariotipo, mas
complementada com metodologias que possuem elevada
sensibilidade e especificidade, tais como a FISH, a PCR
simples e a PCR nested. Sugere-se, assim, que a pesquisa
de sequências específicas do cromossoma Y seja efectuada
por rotina em indivíduos 45,X em que a análise citogenética
não revele a presença de mosaicismo, e ainda nas doentes

N’iodiv(daos / N’ iodiv)doos
esludados com aeq. do Y

1) 45.X

2) 16.X.i(X(; 46.X.,(X(. 46.X.deçX(

3) 46.X,omur

4) 45,X)4O.XX; 45.X?40,X.i/X): 45.X/46.X.r(S):
45.X)46.X.del)X(. 45.X)47.XXX: 45,X)46,XX?47.XXX;

45,X(30.X,idic(X(: 45.X?46.S.pradic/X/

5) 45.X/46.XY; 43.X446,X.i(Y/; 45.X/46.X.r(Y/
6) 43.X/46,X.cmar

7)041,0,
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TS em que seja identificado um cromossoma marcador ou
que apresentem sinais de virilização. Propõe-se igualmente
a pesquisa de loci do Y do braço curto e longo,
nomeadamente intervalos 4A a 5A e em dois ou mais
tecidos de origem embrionária diferente. É também
importante a confirmação dos resultados positivos por
metodologias diferentes, por exemplo PCR e FISH. Sempre
que se identifiquem cromossomas marcadores ou
cromossomas estruturalmente anómalos derivados do Y,
deve proceder-se à sua caracterização molecular detalhada
por forma a detectar com maior precisão as sequências
presentes e ausentes, nomeadamente as que têm sido
associadas ao desenvolvimento de malignidade gonadal
(GBY — intervalos 4A-5A). Os estudos moleculares
contribuirão, assim, para i) confirmar com elevada
probabilidade a existência, ou não, de sequências do
cromossoma Y em linhas celulares minoritárias; ii) identificar,
com precisão, os intervalos e loci do cromossoma Y
presentes e ausentes, permitindo estabelecer correlações
com a presença ou ausência de dismorfias características
do TS; iii) esclarecer a formação de cromossomas Y
estruturalmente anómalos, com identificação mais precisa
dos pontos de quebra. Justifica-se, assim, que este tipo de
estudo constitua um método complementar de diagnóstico
que contribui, indispensavelmente, para a confirmação do
diagnóstico clínico, para a decisão de proceder, ou não, a
uma gonadectomia profiláctica e para o estabelecimento
de uma melhor correlação genótipo / fenótipo.
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