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RESUMO

Avaliar o efeito do aprimoramento da andlise cromossdmica sobre os achados ci-

togenéticos de pacientes com sindrome de Turner (ST). Estudo retrospectivo dos
resultados de cariotipo de 260 pacientes com ST, com analise das técnicas de bandamento,  pepartamento de Pediatria,
numero de células avaliadas e pesquisa de sequéncias de cromossomoY. Segundo o caridtipo,  Unidade de Endocrinologia
dividiu-se em 45,X; mosaicismo cromossdmico semY; aberragdes estruturais de cromossomos " editrica, Faculdade de
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sexuais com ou sem mosaicismo; mosaicismo com cromossomoY. O cariétipo 45,X  Estadual de Campinas (FCM-
foi 0 mais frequente (108), seguido de aberragdes estruturais (88) e mosaicismo (58 semY e 6  Unicamp), Campinas, SP, Brasi
comY). A introdugéo de técnicas de bandamento e o aumento do nimero de células analisadas T\Ljéedpii:agmﬁﬂiﬁ:éma
resultaram em redugao progressiva de pacientes 45,X e aumento de aberragoes estruturais.  campinas, SP Brasil
O estudo de sequéncias de cromossomo Y foi feito em 96 casos e foi positivo em 10. *Centro de Biologia Molecular e
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ABSTRACT
To evaluate the effect of the improvement of chromosome analysis on the cytoge-
netic findings of Turner syndrome (TS) patients. Retrospective study of the results of

the karyotypes of 260 patients with TS, regarding banding techniques, number of cells analyzed  correspondéncia para:
and results of investigation of Y-chromosome sequences. According to karyotype, divided in ~ Gil Guerra-Jinior

.. . . . Departamento de Pediatria, CP 6111
45,X; sex chromosome mosaicism without; structural aberrations of sex chromosomes with  Fcytunicamp
or without mosaicism; sex chromosome mosaicism with Y. 45,X was the most frequent ~ 13083-970 — Campinas, SF, Brasil
karyotype (108), followed by structural aberrations (88) and mosaics (58 withoutY and 6 with ~ 9'9uer@fem.unicamp.br
Y). Introduction of banding techniques and increase in the number of cells analyzed resulted in
progressive decrease of 45,X karyotype and increase of structural aberrations. The study of Y-
chromosome sequences was performed in 96 cases of which 10 resulted positive.
Improvement of chromosome analysis over the years has modified the cytogenetic profile of TS.
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INTRODUGAO

A sindrome de Turner (ST) ocorre pela perda parcial
ou total de um dos cromossomos sexuais, sendo sua
frequéncia estimada em 1:2.130 ou 0,47:1.000 nativi-
vos do sexo feminino (1). HA uma alta selegdo intrau-
terina contra a ST: por volta de 1% a 2% de todas as
concepgdes humanas tém o cariétipo 45,X (2), porém
99% delas evoluem para abortamento espontaneo (3).

Desde sua primeira descrigdio em 1938 até os anos
1990, o prognoéstico das portadoras da ST foi consi-
derado extremamente grave: quadro malformativo
evidente, deficiéncia importante no crescimento e no
desenvolvimento puberal, esterilidade, entre outros.
Ainda hoje, para a maior parte dos médicos, a ST é con-
siderada uma anomalia grave. No entanto, nos tltimos
15 a 20 anos, novos conhecimentos, tanto no diagnds-
tico como na terapéutica para essas meninas, modifica-
ram aquela visio inicial (4-6).

Os avangos terapéuticos foram principalmente no
campo da promog¢io do crescimento com o uso do
horménio de crescimento recombinante humano (7),
aperfeicoamento das terapias de reposi¢io hormonal
para indu¢do da puberdade (4-6) e técnicas de fer-
tiliza¢do assistida para os casos de esterilidade (5,6).
Além disso, a pesquisa sistemdtica de anomalias con-
génitas, principalmente cardiacas e de vias urindrias,
a investigac¢do periddica de patologias adquiridas, es-
pecialmente as autoimunes, e a detec¢io citogenética
¢/ou molecular de sequéncias de cromossomo Y per-
mitiram uma interven¢do médica no sentido de evitar
complicagoes (4-6).

O sucesso de toda essa abordagem depende, porém,
fundamentalmente de um diagndstico precoce e pre-
ciso da ST. As modifica¢oes que surgiram no decorrer
desses tltimos anos no diagndstico da ST foram, inicial-
mente, de ordem conceitual. Quanto a baixa estatura e
a0 hipogonadismo primdrio, classicamente associados a
ST, sabe-se hoje que nio sdo caracteristicas obrigato-
riamente encontradas nessas pacientes (4-6). No que
se refere as malformacoes, deve haver um continunm
. entre as anomalias tdo graves que ndo permitem a so-
* brevivéncia do concepto até meninas ¢ mulheres quase
indistinguiveis daquelas da populagio normal (4-6).
Além disso, tudo indica que o caridtipo classicamente
associado a ST, o0 45,X, ndo seja mais tdo frequente, ao
menos entre as nativivas (8-11).

Por isso o objetivo deste estudo foi avaliar a evolu-
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caso diagnosticado em 1970 no Laboratério de Citoge-
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nética Humana da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp).

CASUISTICA E METODOS

Foram avaliados retrospectivamente todos os casos com
diagnostico citogenético de ST, realizados pelo Labo-
ratério de Citogenética Humana da Unicamp desde ja-
neiro de 1970 até dezembro de 2008.

A avaliagdo consistiu do levantamento do resultado
do caridtipo, do ano da realizagio do exame, do na-
mero de metafases analisadas, e do resultado do estu-
do molecular de sequéncias do cromossomo Y. Todos
os cariétipos avaliados foram realizados em cultura de
linfécitos de sangue periférico e os resultados foram di-
vididos em quatro grupos: 45,X; mosaicismos sem aber-
ragio estrutural de cromossomos sexuais € sem cromos-
somo Y; aberra¢oes estruturais de cromossomos sexuais
Com ou sem mMosaicismo; € Mosaicismo com Cromosso-
mo Y integro. Os resultados em geral foram divididos
em quatro etapas: primeira — de 1970 a 1980 - época
em que a andlise citogenética foi realizada por meio de
colora¢io convencional, sem bandas, ou as técnicas de
bandas eram incipientes, ¢ frequentemente a contagem
de metifases nio ultrapassava 16; segunda — de 1981 a
1988 - época em que a anlise citogenética foi realizada
rotineiramente por técnica de bandas G ou Q, mas o
nimero de metifases analisadas variava entre 16 e 32;
terceira — de 1989 a 1994 - ap6s a criagao do Grupo
Interdisciplinar de Estudos da Determinagio e Diferen-
ciagdo do sexo (GIEDDS), com aumento do nimero de
casos avaliados e com o aumento da contagem de meta-
fases para mais que 32, frequentemente em 50; e quarta
- a partir de 1995 - época em que foi incluida na ava-
lia¢io dos casos de ST a pesquisa molecular por meio de
hibridizagdo com sondas especificas para as sequéncias
de DNA do cromossomo Y (SRY, TSPY e DYZ3)(12)
e, dois anos depois, a presenga de marcadores molecu-
lares do cromossomo Y foi investigada primeiramente
pela amplificagio do gene SRY com os primers descri-
tos na tabela 1; a presenga do gene TSPY (Testis-Specific
Protein Y-encoded) e da regido centromérica DYZ3 foi
verificada por nested-PCR utilizando primers externos e
internos especificos (Tabela 1). Este estudo foi indicado
nos casos com: a) cariotipo 45,X e cromatina X negati-
va; b) presenga no cariétipo de cromossomos “marca-
dores”, ou seja, fragmentos cromossdémicos de origem
indefinida; ¢) impossibilidade da identificagdo citogené-
tica da origem de cromossomos em anel.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para reagao de PCR e nested-PCR para a verificagdo da presenca do cromossomo Y

Gene Primer direto 5°>3’ Primer reverso 5> 3’ Tamanho (pb)
SRY CAT TGT CGA CCA GTG TGT CAT TGT CGA CGT ACA ACC CTG TTG TCC AGT TGC 380

TGA AAC GGG AGA AAA CA
TSPY JA 56/52 CAT GAC ATA ATG GCG GAG CGATAG GCC TCC ACT TCATA 1300
TSPY JA 35/30* CCC CAC CTA GAC CGC AGA GG GGG AAG AAG GCC TAAGAG CAC C 608
DYZ3A/B TGA AAA CTA CAC AG- AAG CTG ACA CAT CAC AAA GAA CTATG 1100
DYZ3G/H* AGC CTT TTG TGG CCT ACG ATC CTC CTG GAG ATA CCA 330

* Primers internos para os loci TSPY e DYZ3na nested-PCR.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Uni-
camp com parecer n° 434 ,/2006.

Os dados foram apresentados em tabelas com valo-
res absolutos e em percentagem ¢ na analise estatistica
foi utilizado o teste de qui-quadrado com nivel de sig-
nificincia abaixo de 5%.

RESULTADOS

Das 260 pacientes com diagndstico citogenético de ST
de 1970 a 2008, 19 (7,3%) foram diagnosticadas de
1970 a 1980 (1,7 caso em média por ano), 41 (15,8%),
de 1981 a 1988 (5,1 casos em média por ano); 200
(76,9%), de 1989 a 2008 (10 casos em média por ano),
observando-se evidente aumento do niimero de casos
diagnosticados no decorrer dos anos.

Entre os 260 casos predominaram os cariétipos 45,X
(108 =41,5%), seguidos pelas aberragdes estruturais com
ou sem mosaicismo (88 = 33,8%), pelos mosaicos sem
aberra¢do estrutural e sem cromossomo Y (58 = 22,3%)
e pelos mosaicos com cromossomo Y integro (6 casos =
2,3%) (Tabela 2). Entre as aberragdes estruturais, predo-
minaram o isocromossomo de brago longo do cromosso-
mo X [ 18 casos 46,X,i(X)(ql0), 27 casos 45,X /46,X,i(X)
(q10) e mais 4 com caritipos diversos] e 0s cromosso-
mos “marcadores” (24 casos 45,X/46,X,+mar ¢ mais 3
com cariotipos diversos) (Tabela 2).

Em relagdo a andlise do ntimero de metifases, em
39 foram analisadas apenas 16 metifases, em 45 a con-
tagem variou de 17 a 32 (em geral 32) ¢ em 176 foi
superior a 32 (em geral 50).

Além dos 6 casos de cromossomo Y integro, o
estudo de marcadores moleculares do cromossomo
Y foi realizado em 96 pacientes, sendo positivo em
10: 5/20 casos 45,X/46,X,+mar em que essa pes-
quisa foi realizada; 3/70 45,X avaliados ¢ 2/3 pa-
cientes com caridtipo 45,X/46,X,r(?). Entre os casos
em que a pesquisa fol negativa, estio aqueles com
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cariétipo 45,X,/46,X,i(X)(ql0),/46,X,+mar/47 X, i(X)
(q10), +mar; 45,X/46,X,+mar/47 XX, +mar; ¢ 45,X/
46,XX /47 XX, +mar.

Com o passar dos anos, observaram-se diminui¢io
progressiva na frequéncia de caridtipos 45,X, excegio
da dltima etapa, e aumento na frequéncia de aberragdes
estruturais. Os mosaicismos sem aberrag¢do estrutural
mantiveram uma frequéncia similar em todas as etapas.
Em relagio aos 45X, observou-se diferenga significa-
tivamente maior para as aberragdes estruturais (X2<2> =

Tabela 2. Resultado do exame de caritipo de 260 pacientes com ST

Cariotipo n
45X 108
Subtotal 108
Mosaicos sem aberragao estrutural
45,X/46,XX 50
45, X/47 XXX 1
45 X/47 XXX/46,XX 7
Subtotal 58
Mosaicos com aberragdo estrutural
46,X,i(X)(q10) 18
45,X/46,X,i(X)(q10) 27
45,X/46,X,i(X)(q10)/46,XX 2
45,X/46,X,i(X)(q10)/47 X,i(X)(q10),i(X)(q10) 1
45,X/46,X,i(X)(q10)/46,X,+mar/47 X,i(X)(q10),+mar 1
46,X,del(X)(p) 3
45 X/46,X,1(X) 5
45,X/46,X,1(?) 3
45,X/46,X,1(X)/46,XX 1
45,X/46,X,del(X)(q?) 1
45 X/46,X,+mar 24
45,X/46,X,+mar/47 XX,+mar 1
45,X/46,XX,+mar/46,XX 1
Subtotal 88
Com Y integro
45,X/46,XY 5
45, X147 XYY 1
Subtotal 6
Total 260
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14,34; p = 0,0008), 0 mesmo nio ocorrendo em rela-
¢30 a0s mosaicos sem aberracdo estrutural (XZ(Z) =0,70;
p = 0,74) (Tabela 3).

Quando se comparou a extensio da anilise do
nimero de metifases com o resultado do caridtipo,
verificou-se que em 27 das 108 pacientes com cari6-
tipo 45,X (25%) esse diagnostico foi feito por meio da
andlise de um pequeno nimero de metafases (< 16), o
mesmo ndo ocorrendo para os mosaicos sem aberragio
estrutural (8,/58 = 14%) e para as aberra¢des estrutu-
rais com ou sem mosaicismo (4,/88 = 4%) (Tabela 4).
Observou-se diferenga significativamente maior dos
mosaicos sem aberra¢io estrutural para os 45X (x2<2>
=7,73; p = 0,02) e das aberragoes estrututurais com os
45X (XZ(Z) = 14,59; p = 0,0007). Observaram-se tam-
bém aumento do nimero de casos com mosaicismo e
aberragdo estrutural associados com o passar dos anos e
aumento da contagem de metifases (Tabela 4).

DISCUSSAOQ

Nos ultimos anos, vem sendo progressivamente des-
montada uma imagem estereotipada da ST: ji ndo ha
mais caridtipo classico, apesar de o 45,X ainda ser o

mais frequente, nem fenétipo clissico, ¢ o diagndstico
nem sempre salta aos olhos, mas sim tem de ser busca-
do ativamente, tanto do ponto de vista clinico quan-
to citogenético. Um dos sinais mais importantes nessa
busca é o déficit de crescimento, manifestagio precoce
que deveria permitir um diagnéstico também precoce
para que essas meninas venham a se beneficiar de virias
medidas profildticas e terapéuticas (4-7).

Viguetti ¢ Maciel-Guerra (11) mostraram que uma
em cada oito meninas, com baixa estatura e bom desen-
volvimento neuropsicomotor, independente da presenga
de sinais dismérficos, encaminhadas ao Ambulatério de
Pediatria do Hospital de Clinicas, apresentaram diagnos-
tico citogenético de ST, confirmando a importancia da
busca desse diagnodstico na baixa estatura em meninas.
Lam e cols. (13), analisando retrospectivamente o carié-
tipo de 353 criangas de ambos os sexos com baixa esta-
tura, encontraram 18,9% de meninas com ST; enquanto
Carvalho (14), avaliando retrospectivamente o cari6tipo
de 425 mulheres encaminhadas por baixa estatura ¢/ou
puberdade atrasada ¢ /ou amenorreia ¢ /ou infertilidade,
encontrou 36,9% de casos confirmados de ST.

O diagnostico citogenético da ST vem evoluindo e
modificando-se substancialmente ao longo dos anos.

Tabela 3. Distribuicdo segundo o tipo de cariotipo encontrado e a época do atendimento de 260 pacientes com ST

Caridtipo
45X Mgzzl:rgzgg " ggfrﬁzﬁg?: Y integro Total
estrutural
Epoca n % n % n % n % n
197021980 12 63 7 37 0 0 0 0 19
198121988 20 49 8 19 9 22 4 10 4
1989 a 2008 76 38 43 21 79 40 2 1 200
Total 108 58 88 6 260
Tabela 4. Distribuicdo segundo a extensao da andlise cromossdmica, o resultado do caritipo e a época de atendimento de 260 pacientes com ST
Cariotipo
45X Mosaic:sisﬂuarla)frragﬁo Aberracoes estruturais Y integro

1970-  1981-  1989- 1970-  1981-  1989- 1970-  1981-  1989- 1970-  1981-  1989-

1980 1988 2008 1980 1988 2008 1980 1988 2008 1980 1988 2008
Metéfases™ n n n n n n n n n n n n
12 (8-16) 12 15 0 7 1 0 0 3 1 0 0 0
26 (20-32) 0 3 6 0 4 3 0 4 19 0 4 2
65 (50-100) 0 2 70 0 3 40 0 2 59 0 0 0
Total 12 20 76 7 8 43 0 9 79 0 4 2

O * Mediana (variagio) do nimero de metéfases analisadas.
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Inicialmente, a modifica¢io veio como resposta a im-
plantagdo efetiva das técnicas de bandamento cromos-
somico. “Surgiram”, a partir de entio, as aberragdes es-
truturais, com diminui¢do dos casos 45,X. De 1989 em
diante, porém, observou-se nova queda na frequéncia
de cariétipos 45,X, associada a um aumento na frequén-
cia de aberragoes estruturais. A explica¢io para esse fato,
porém, é mais dificil de ser encontrada. Isso porque, a
partir dessa data, foram introduzidas duas modifica¢oes
simultaneas: a pesquisa sistematica de meninas com bai-
xa estatura, atendidas no Ambulatério de Pediatria do
Hospital de Clinicas, independente de quio grave fosse
o déficit de crescimento e da presenga de sinais dismor-
ficos, ¢ 0 aumento do nimero de metafases analisadas
por cariétipo. Com o decorrer dos anos, a investiga-
¢do de ST em nosso servigo tem ocorrido em criangas
com estatura baixa, porém menos comprometida, o que
pode ser observado na anilise dos dados de duas teses
ocorridas nesse periodo, porém ainda sem modificagio
da faixa etaria ao diagnostico (14,15) (Tabela 5).

Tabela 5. Estatura (em escore z) e idade (em anos) das pacientes com sindrome
de Turner diagnosticadas pelo Laboratdrio de Citogenética Humana da Unicamp
de 1970 a 2006

Idade (anos) Estatura (escore z)

Ano n

Média + DP Média + DP
(minimo a maximo)  (minimo a maximo)
1970 — 1988 60 131171 -417+1,45
(0,1231,8) (-7,76 a-1,06)
1989 — 2006 155 124+73 -3,09+ 1,34
(0,12338) (-8,7920,16)

Ambas as modificagdes foram significativas: as pa-
cientes sdo atualmente menos baixas, ¢ os laudos de ca-
riétipo 45,X, mais rigorosos, permitindo a detecgdo de
mosaicismo em maior niimero de casos. O estudo de
Held e cols. (8) mostrou que a simples extensdo da ana-
lise citogenética a um segundo tecido reduz a frequén-
cia de cariétipos 45,X para pouco mais de 21%, enquan-
to Fernandez e cols. (16) comprovaram que a avaliagio
de centenas ou milhares de metifases por hibridizagio
in sitw com sondas especificas para o cromossomo X
¢ capaz de reduzir a menos de 10% o namero de ca-
sos em que o cariétipo permanece sendo 45,X,; além
de detectar outras linhagens celulares em pacientes que
ja tinham diagnéstico de mosaicismo pelo estudo ci-
togenético convencional. O aumento no numero de
metdfases analisadas, de 11 a 16 para 50, poderia, por-

Arqg Bras Endocrinol Metab. 2009;53/9

Novas técnicas citogenéticas e sindrome de Turner

tanto, ter contribuido para a modifica¢io nos achados
citogenéticos.

A probabilidade de encontro de a0 menos uma cé-
lula com uma constitui¢do cromossdémica diversa da
45 X depende, teoricamente, apenas da frequéncia das
linhagens celulares em mosaico e do nimero de célu-
las analisadas (17). Viguetti-Campos (18) demonstrou,
porém, em casos de mosaicismo 45,X /46,XX, que apds
72 horas de cultura a propor¢io de nacleos interfasicos
com um Unico sinal por hibridizagdo » situ com sondas
especificas para o cromossomo X (que devem corres-
ponder as células 45,X) foi significativamente superior
a proporgio de metifases 45,X no cariétipo. Isso suge-
re que haja interferéncias no procedimento de andlise
cromossdmica convencional que levem a modificagdes
na propor¢io real de diferentes linhagens celulares, e
que, portanto, esse nio seja um procedimento aleatd-
rio. Nesse caso, as tabelas de cilculo de probabilidade
de detecgio de mosaicismo na dependéncia do nimero
de células analisadas e da frequéncia das linhagens celu-
lares (17) nio refletiriam a realidade, e ¢ possivel que o
aumento no namero de metifases analisadas observado
neste trabalho tenha repercutido muito mais intensa-
mente do que se poderia supor.

Mais dificil ¢ determinar se houve influéncia da
pesquisa sistemdtica de meninas com baixa estatura,
independente de sua magnitude, sobre a queda na
frequéncia de cariétipos 45,X e consequente aumento
das aberragdes estruturais. Uma hipdtese é a de que,
entre as meninas com déficit de crescimento menos
acentuado, fosse menos frequente o caridtipo 45X e
mais frequentes as aberra¢oes estruturais. No entanto,
recentemente, Lemos-Marini e cols. (19) ndo encon-
traram associa¢do entre a altura final de 58 casos de ST
com o resultado do cariétipo.

Outros estudos com grande ntimero de casos avalia-
dos e que buscaram correlagdes entre os diversos tipos
de cariétipo ¢ a estatura, como os de Pelz e cols. (20)e
Ranke ¢ cols. (21), ndo encontraram diferengas signifi-
cativas no padrdo da curva de crescimento e na estatura

final. Levando-se em consideragio os resultados desses

trabalhos, a averiguagio dos casos pela baixa estatura
ndo teria tido qualquer interferéncia sobre a propor¢io
dos diferentes cariétipos.

Outro resultado deste estudo mostra que a procura
de sequéncias moleculares de cromossomo Y, ou por

qualquer outro método, como citogenética molecu- °

lar (FISH: fluorescence in situ hybridization) em casos

selecionados de ST (cari6tipos com cromossomos mar- ©
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cadores ¢ cariétipos com monossomia 45,X em, no
minimo, 50 metafases analisadas), esta justificada pela
frequéncia encontrada e pela associagio com risco de
neoplasia gonadal, como jd mostrado por outros auto-
res (22-25).

Portanto, pode-se concluir que os aprimoramentos
diagnésticos ocorridos no Laboratério de Citogenética
Humana da Unicamp, no decorrer desses altimos 39
anos, permitiram melhorar a qualidade do resultado ci-
togenético da ST, com modifica¢io da propor¢io entre
os tipos de cari6tipos observados.
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