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INTRODUGCAO



Determina¢c3o e Diferenciacio Sexual

0 mecanismo, pelo qual ocorre a determinagao do
sexo nos mamiferos, tem sido fator de especulagido desde o
tempo de Aristoteles. Atée 1900 foi generalizada a idéia de
que, no embri3o humano, o sexo era determinado por fatores
externos, como nutrig3o materna. Desde a descoberta das leis
de Mendel sabe-se, no entanto, que o sexo determinado pela
constituig¢30 cromossOmica. (McClung, 1902; Stevens, 1905;
Wilson, 1905; Morgan, 1910 ).

A existéencia dos cromossomos sexuais X e Y foi
demonstrada citogeneticamente em 1923 (Painter, 1923).
Entretanto, somente em 1959 (Jacobs & Strong, 195%9), pelo
estudo de individuos com anormalidades na constitui¢3o dos
cCromossomos sexuals, revelou-se o verdadeiro papel do
cromossomo Y. O embrido humano que possuli um cromossomo Y
no seu genoma, independente do numero de cromossomos X,
apresentar desenvolvimento sexual masculino, enquanto que,
na auséncia do cCromossomo Y o embrido tera
desenvolvimento sexual feminino.

Portanto, a determinagio do sexo comega com um

impulso genético que provocara um deslocamento numa das

direcbes alternativas do desenvolvimento da gOnada
Pprimordial, também denominada gonada indiferente. Assim, o
Primeiro passo, sob o0 controle dos genes presentes nos

cromossomos sexuais, envolve a diferencia¢3o gonadal.
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A gOnada primitiva, composta de cortex e medula,
no embri3o humano com constitui¢S3o cromossOmica XY, inicia
sua diferenciac3o testicular passando a parte medular a
prevalecer sobre a cortical, que se atrofia, esbogando assim
o testiculo fetal. Esta diferenciac3o comega nas saliéncias
gonadais, duas regifes originadas da condensac¢ao do
mesénquima indiferenciado, no interior das quais est3ao
presentes as celulas sexuais primitivas (Gropp & DOhno, 1966;
Jirsek, 1976; German, 1988).

As transformacOes consistem, basicamente, na
subdivisao da gonada em corddes celulares =~ corddes
testiculares - que transformar-se-3ao, posteriormente, em
tubos seminiferos os quais possuem, no seu interior, dois
tipos de <células: as celulas da linhagem germinativa,
oriundas das células sexuais primitivas, e as celulas de
Sertoli. As células de Sertoli comegam a produzir hormdnio
antimulleriano ou fator de regressao mulleriano,
primeiramente descrito em mamiferos por Jost (Jost, 1947 ),
que por difus3o celular, suprimem o desenvolvimento dos
ductos de Muller e induzem o desenvolvimento dos ductos de
Wolf¥.

A partir da 92 gsemana, as celulas de Leidyg
comegcam a proliferar do tecido intersticial, e inicia-se a
producao de hormdnios androgénicos, dentre o0s quais, a
testosterona, que @ fundamental para a diferencia¢3o sexual

masculina. Os testiculos deixam de ser chamados de



embrionarios e passam a ser designados testiculos fetais
(Beiguelman, 1982).

0 dismorfismo sexual &, em ultimas palavras, um
dismorfismo gonadal e podemos afirmar que a determinag3o do
sexo, n3o0 sO na especie humana mas em todos os mamiferos, e
sindnimo de determinagc3do do testiculo. Em oposi¢ao ao que
ocorre nos embrides com predestinagao masculina, a
diferencia¢do sexual ?eqinina € passiva e, decorre portanto,
da auséncia do cromossomo Y, transformando a gonada
primordial em ovario.

A formag3o da genitalia externa € o resultado da
diferenciagao dos ductos genitais. 0 desenvolvimento dos
ductos de Wolff e a diferenciagio da genitalia externa
masculina, dependem de androgenos produzidos pelo
testiculo fetal. Por outro lado, a diferenciagBo dos ductos
de Muller e, o consequente desenvolvimento da genitalia
externa feminina, n3o envolvem controle gonadal (German et
al., 1973; Simpson, 1975; Jiradsek, 1976 ).

Todas as caracteristicas do dismorfismo sexual sao
dependentes da constitui¢d3o cromossOmica da goOnada. A
execucao dessa decisdo binaria, a diferenciagdo sexual, e
uma cadeia de processos de desenvolvimento pela qual o sexo
genético se traduz nas estruturas, nas fun¢Oes e nos padroes
de comportamento caracteristico. Esse processo fisioldgico
complexo envolve o produto de muitos genes, alguns,

autossomicos (Jost, 1953 ).
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0 papel de crucial importancia do cromossomo Y
para transformac3c da gbnada bissexual em testiculo e
ressaltado pelos individuos com caridtipo 47,XXY, 48,XXYY,
48, XXXY, 49,XXXYY e 49,XXXXY. Tais individuos apresentam
testiculos, muito embora sem produ¢do de espermatozdides, e
genitais internos e externos masculinos. Por outro lado, nos
individuos sem cromossomo Y mas com varios cromossomos X,
ocorre desenvolvimento de ovarios e genitalia feminina
( Simpson, 1976, German, 1988).

Nos fetos com monossomia do cromossomo X
(cariotipo 45, X) ocorre desenvolvimento de ovario e
genitalia feminina mas as ceélulas germinativas desintegram-
se prematuramente, nada mais restando do que gdnadas
vestigiais. Outros pacientes mais raros, sao os homens 46,XX
e mulheres 46,XY onde ocorreu 'reversao sexual’”. As mulheres
46, XY s3ao fenotipicamente femininas, mas com gonadas
vestigiais similares aquelas com cariotipo 45,X (German et
al., 1988 ).

Embora seja o brago curto a por¢do do cromossomo Y
que esta relacionada com a indu¢3o testicular da gdnada
bissexual, acredita-se que o brag¢o longo deste cromossomo,
ou pelo menos sua parte proximal ao centrdmero, seja
essencial para a maturagi3o e proliferagd3o das celulas
germinativas fetais. Desse modo, a falta desta regiao
determina uma altera¢g3o testicular analoga a provocada pela

monossomia do cromossomo X nas mulheres conduzindo a



formac3o de testiculos com canais seminiferos vazios de
células germinativas (Tiepolo & Zuffardi, 1976).

Além do papel fundamental que o cromossomo Y
desempenha na determinag3o0 primaria do sexo, até a ultima
decada muito pouco era conhecido sobre sua estrutura
geneética. Com o isolamento de sequéncias de DNA especificas
para o cromossomo Y, tornou-se possivel o estudo detalhado
de algumas regiBes cromossdmicas, contribuindo, desta forma,
para o esclarecimento do processo de diferenciagao sexual

masculina.

Cromossomo Y

0 cromossomo Y, um dos menores e mais
especializados, compreende aproximadamente 1% do genoma
humano (Ferguson-Smith, 1974).

Estudos citogenéticos demonstraram que o
cromossomo Y consiste de uma porg3o eucromatica e outra
heterocromatica (Capersson, Lomakka & Zech, 1971; Schempp &
Muller, 1982). A por¢3o eucromatica inclue a regi3o proximal
do brago 1longo, além do brago curto, e a heterocromatina
compreende a regi3c centromérica e a por¢3ao distal do brago
longo. As técnicas citogenéticas de colorag3do com quinacrina
diferenciam no brag¢o longo a eucromatina n3o fluorescente
(nf), banda Yqlii, da heterocromatina fluorescente (f),

banda Yqi2 (Paris, Conference, 1975). (Fig. 1A)
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Figura i{. Representac3do esquematica de bandas cromossdmicas no
cromossomo Y observadas pelo método de coloragao com
banda @ (A). Representagio do mapa fisico do

cromossomo Y, segundo Vergnaud et al. 1984 (B).

PS - Pseudoautossomica.



Sendo o conteudo total do genoma humano de & X 107
pb, o cromossomo Y contem aproximadamente 60 x 106 pb. A
heterocromatina, composta de sequéncias de DNA altamente
repetidas - DNA sat, constitui aproximadamente 70% deste
cromossomo e parece ser desprovida de genes funcionais. O
segmento heterocromatico varia em tamanho entre os
diferentes grupos raciais e entre diferentes individuos
do mesmo grupo etnico.

Os 30% remanescentes, aproximadamente 15-20 x 106
pb, est3o localizados na porg3c eucromatica que e
geneticamente ativa. Esta regifio apresenta genes essenciais
para diferencia¢30 gonadal além daqueles relacionados com a
espermatogénese. (Kunkel, et al., 1976; Cooke, 1976; Tiepolo
& Zuffardi, 1976; Zuffardi, 1982 ; Wolfe, et al., 1983).

Até a ultima decada, o estudo do cromossomo Y se
restringia as tecnicas de cariotipagem e bandeamento.
Entretanto, com o desenvolvimento de metodologia da clonagem
génica tornou-se possivel o isolamento e caracterizagao de
sequéncias especificas para o cromossomo Y. Estas sequéncias
s30 usualmente selecionadas a partir de um banco gendmico
(Bishop et al., 1984) ou cromossdmico preparado pelo método
de citometria de fluxo (Muller et al., 198éb).

Vergnaud et al. (1986), analisaram o DNA de um
grande niumero de individuos com altera¢les estruturais do
cromossomo Y, definidas citogeneticamente, com uma colecdo

de sondas Y-pecificas. Os resultados obtidos, com base na
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porg¢ao do cromossomo Y, presente em cada individuo, permitiu

a constru¢c3ao de um mapa fisico ou mapa de delegao que divide

0o cromossomo Y em sete intervalos (Fig. 1B).

Descri¢c3o de Sondas de DNA Y-especificas

Sequéncias Repetidas

A evolu¢3o dos eucariotos tem sido acompanhada por

um enorme aumento no tamanho do seu genoma (Britten &

Davidson, 1969). Esse aumento € o resultado da expansao de
sequéncias de DNA que n3o codificam nenhuma proteina
estrutural (Galau et al., 1976). Embora algumas dessas
sequéncias de DNA, "n3o codificante’”, desempenhem papel

fundamental na regula¢lo da express3o génica e estrutura dos
cromossomos, a maioria delas tem fung3o desconhecida.

A caracterizacldo de sequéncias repetidas foi feita
primeiramente por Cooke (1976). Comparando-se DNA de
individuos do sexo masculino e feminino digerido com enzima
de restrigao Hae III, os autores observaram, em gel corado
com brometo de etidio, duas bandas de 3,4 e 2,1 Kb, somente
quando o cromossomo Y estava presente. Bandas Y-especificas
aparecem com o dobro da intensidade em linhagens celulares

XYY (Cooke, 1976; Cooke & McKay, 1978).



Alem disso, constituem 70% do DNA do cromossomo Y
e s3o0 compostas de sequéncias repetidas em fandem (Kunkel
et al., 1976, 1977).

Hibridiza¢Oes iIn sifu indicaram que grande parte
das sequéncias 2,1 Kb, definidas no loco DYZ2 encontram-se
na por¢aoc heterocromatica do cromossomo Y (Cooke et al.,
1982), embora Young et al. (1983) tenham sugerido que 30%
dessas sequéncias pudessem ser encontradas na regido Yqii.
A sequéncia 3,4 Kb, loco DYZ1i, encontra-se espalhada por
toda a porgdo fluorescente, Ygqi2-qter, (Bostock et al.,
1978; Szabo et al., 1979).

Uma wvez que as sequéncias 3,4 Kb e 2,1 Kb s3o
altamente repetidas e Y-especificas, elas tém sido isoladas,
clonadas e utilizadas como sondas para diagnostico clinico
(Lau et al., 1984; McDonough et al., 1986).

Outra sonda importante em estudos clinicos
reconhece o DNA satélite alfodide, uma familia de sequéncias
com aproximadamente 170@pb, encontrado proximo ao centrdmero
de todos os cromossomos. No cromossomo Y, este conjunto de
sequéncias alfdides repetidas, apresenta wuma organizag¢3do
diferente, que permite seu reconhecimento pelo padrao
observado apods a digest3o com enzima de restricdo.

A partir de um banco do cromossomo Y construido em
cosmidio, foi isolada a sonda Y?7, a qual detecta, em
condigdes de hibridizag3o de alta estringéncia, um fragmento

Eco RI de S,5 Kb Y-especifico derivado das sequéncias
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repetidas alfdoides (Wolfe et al., 1985).

Alem dessas sequéncias altamente repetidas, ja bem
caracterizadas, outras sequéncias com repeti¢3o moderada tém
sido 1isoladas (Affara et al., 1986; Muller et al., 198éa,
b,c; Vergnaud et al., 1986; Andersson et al., 1986).

A sonda pDP 105, por exemplo, foi isolada de um
banco cromossomico e detecta sequéncias Y-especificas
repetidas no loco DYZ4. Em digestBes com Taql reconhece, no
DNA genomico de origem masculina, um fragmento de 2,5 Kb no
intervalo 3 do Yp (pDP10@5A) e, um outro fragmento de 5,2 Kb
no intervalo 6 do Yq (pDP105B). Apds digestdo com Eco RI a
sonda pDP 105 detecta um fragmento Y-especifico de 3,¢ Kb
(HGM8, 1985; Andersson et al., 1986; Ganshirt-Ahlert et al.,

1987; Gal et al., 1987; Andersson et al., 1988).

Sequéncias de Cldpias Simples e Genes do

Cromossomo Y

Devido a existéncia de uma grande proporgcao de
sequéncias repetidas 1localizadas na heterocromatina do
Cromossomo Y, e de um numero razoavel de sequéncias
eucromaticas homologas ao cromossomo X e/ou autossomos,
poucas sequéncias de copias simples especificas e genes

funcionalmente ativos foram isolados do cromossomo Y.
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Pode-se classificar as sequeéncias Y-especificas de

duas maneiras: sequéncias encontradas somente no DNA
genOomico masculino, sem representagdao no DNA gendmico
feminino, e aquelas representadas no genoma masculino e

feminino, mas com padr3o de hibridizac3o diferente.

As primeiras sondas Y—-especificas foram obtidas
por Bishop et al. (1983). Utilizando 1linhagens celulares
hibridas que continham, pelo menos, uma codpia do cromossomo
Y humano dentro de um conjunto cromossOmico de roedor
clonado em cosmidio, os autores isolaram trinta sondas, das
quais, seis apresentavam-se especificas para o cromossomo Y.
Além dessas, outras quatro sequéncias encontravam-se
representadas no DNA genOmico masculino e feminino, mas com
padrao de hibridizag3o diferente.

Mais tarde, a triagem de outros bancos construidos

a partir de celulas hibridas roedor—-humano (Wolfe et al.,

1984; Burk et al., 1985) ou do cromossomo Y 1isolado pelo
metodo de citometria de fluxo (Lalande et al., 1984; Muller
et al., 1986b; Nishioka & Lamothe, 1987, permitiu a

obteng3o de novas sequéncias especificas para diferentes
regites do cromossomo Y. Entretanto, o numero de genes
identificados nesse cromossomo € ate hoje muito menor do que
seria o esperado.

No homem, a primeira sugestao da existéncia de uma
regido pseudoautossbmica, veio da localiza¢3o do gene MIC2 -

O primeiro gene clonado do cromossomo Y.
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0 gene MIC2 codifica um antigeno de superficie
celular de fungSo desconhecida, que é identificado vpelo
anticorpo monoclonal 12E7, produzido por Levy et al. (1979).
Este anticorpo reage com um antigeno de superficie celular
encontrado em todas as células humanas testadas, com excegao
dos espermatozodides (Goodfellow, 1983).

A localiza¢3o regional do MIC2 no cromossomo Y foi
feita por hibridiza¢8o0 in sifu (Geller, Shapiro & Mohandas,
1986) usando a sonda pSG1 (Buckle et al., 1985). Esta sonda
também serviu para confirmar a localizacdoc deste gene no
cromossomo X, dentro da regiao de pareamento X-Y (Xpter-
Xp2e.32) (Goodfellow, 1983).

D gene MIC2 escapa a inativag3o nos cromossomos X
de células femininas. Em consequéncia disso este gene €
herdado em dose dupla em individuos XX e XY, e em dose unica
em individuos X0, resultando numa deficiéncia do produto
primario do gene (Burgoyne, 1982).

Goodfellow et al. (1984) clonaram o gene MIC2 e,
as sondas tém sido usadas para demonstrar que o MIC2
participa dos processos de recombina¢do durante a meiose
masculina, mas este evento ocorre com uma frequéncia bem
menor do que com outros marcadores pseudoautossdmicos.

0 mapa meidtico da regido pseudoautossomica
indicou que o MIC2 é o locus conhecido mais prdximo a regido

de determinag3o do sexo (Godfellow et al., 1986).
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ODutro gene localizado no cromossomo Y € o gene da

esteroide sulfatase (STS). No homem ele difere do seu
homélogo encontrado em ratos, que & pseudoautossomico
(Craig & Tolley, 1986 . Embora ligado a regido
pseudoautossOmica do cromossomo X, no cromossomo Y o gene

STS aparece como um pseudogene no bragco longo (Yq) (Fraser
et al., 1987).

0 verdadeiro interesse em se isolar sequéncias
especificas e genes do cromossomo Y, € o de resolver os
problemas referentes & biologia da determinagc3do sexual no

homem.

Regiio da Determina¢io do Sexo

A natureza bioquimica do fator que determina os
aspectos do dismorfismo sexual - Fator de Determinacdo
Testicular (TDF) - tem sido objeto de muitas pesquisas.

0 antigeno H-Y foi a primeira molécula associada a
determinac30 primaria do sexo. A partir da observag¢ao que
fémeas de camundongos da linhagem CS57BL/é6 rejeitavam
transplantes de pele de machos de sua propria linhagem,
sugeriu-se a existéncia de um antigeno de superficie celular
exclusivo do sexo masculino. Uma vez que em uma linhagem
isogénica todas as diferengas genéticas podem ser atribuidas

ac cromossomo Y, o antigeno responsavel pela rejeig3o €
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denominado H-Y, significando histocompatibilidade do Y
(Billicham & Silvers, 1958).

Wachtel et al. (1974, 1975) observaram que este
antigeno, inicialmente definido como macho-especifico é, na
verdade, especifico para o sexo heterogamético na maioria
dos vertebrados.

Durante aproximadamente dez anos, apoiou-se a
idéia, de que, o antigeno H-Y seria o produto primario do
gene que induz a gdnada indiferenciada a se desenvolver como
testiculo ou ovario no sexo heterogamético (Wachtel et al.,
1975), ou seja, *oi proposto que o H=Y seria o TOF.
Entretanto, devido a observagiio de que ocorria diferenciacdo

testicular em ratos mesmo na Falfa de antigenoc H-Y, esta

hipdtese foi abandonada (McLaren et al., 1984).
Além disso, foi observado que o H-Y e o TDF siao
codificados ou regulados por regides diferentes do

cromossomo Y (Simpson & Gordon, 1987).
A andlise de individuos que apresentavam “reversiao

sexual'" permitiu localizar o TDF, segundo o mapa de Vergnaud

et al. (1984), no intervalo 1, adjacente a regido
pseudoautossdomica (Page et al., 1987).
Pela técnica de chromosome walking, os autores

puderam restringir a menor parte do intervalo i1 que continha
a} loco TDF. Assim, demonstrou-se que, o intervalo A2
contém sequéncias de DNA essenciais a determina¢3o gonadal.
Essa por¢3o de 140 Kb, presente somente no DNA de individuos

com diferenciacio sexual masculina, foi isolada e clonada.



Havia fortes indica¢Oes de que o clone pDP1007, que contém

um fragmento de 1,3 Kb derivado do intervalo 142, era o

exon de um gene. Este gene foi denominado ZFY - proteina
com dedos de zinco (proteina zinc-finger ligada ao Y) - e
codifica uma proteina rica em dominios finger, com

distribuic3o das cisteinas e histidinas =w fandem.

A presenca de dominios finger foi primeiramente
descrita em r3s 1ligada ao fator de transcrigcao IIIA,
sugerindo que esta proteina liga-se de maneira especifica ao
DNA ou RNA atuando na regulagiao da transcrig3o (Page et al.,
1987) .

Surpreendentemente, foi encontrado no braco curto
do cromossomo X um gene homélogo, denominado ZFX. Embora
sem fun¢d3o bioldgica & pouco provavel que o ZFX seja um
pseudogene. Dado o alto grau de conservacd3o desses dois
genes entre os mamiferos placentarios, € possivel que tenham
evoluido de um unico gene ancestral.

Em ratos, parece existir quatro locos homdlogos ao
ZFY humano. Um localizado no cromossomo X que € denominado
Zfx , dois homdlogos ao ZFY ( Zfy-1 e Zfy-2 ) e o quarto ¢é
autossdmico.

Se o ZFY fosse o fator de determinag3o do sexo
ligado aoc cromossomo Y, ent3ao deveriam ser considerados
novos modelos de determinac3o do sexo, que se adaptassem a
existéncia de um gene relacionado a este, no cromossomo X

(Page et al., 1987),
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Dois anos apds a descoberta do ZFY, Koopman et al.
(198%9) questionaram o verdadeiro papel deste gene na
determinac3o do sexo. Eles estudaram a expressidao do Zfy-1 e
do Zfy-2 em células germinativas de ratos e observaram que
o seu produto n3o era necessario ao desenvolvimento
masculino normal. Mapas de dele¢3o confirmaram a hipotese de
que o Zfy-2 nao esta ligado a determina¢do do sexo (Mardon &
Page, 198%9).

Palmer et al. (1989), descreveram quatro
individuos com ‘'reversao sexual XX' e que apresentavam
sequéncias de DNA VY-especificas, mas que n3o incluiam a
regiao ZFY definida por Page et al. (i1987) e detectada pela
sonda pDPi@®7. A presenca de sequéncias derivadas do
cromossomo Y, reconhecidas pelas sondas HF@.2, H2.1 e PO.9?,
indicava que o TDF deveria estar localizado em uma regido de
60 Kb proxima a regido pseudoautossdmica.

Sinclair et al. (1990) estenderam estes achados e
testaram a hipotese de que a regifio imediatamente adjacente
a pseudoautossdmica contém o TDF, utilizando as sondas pY
4.1, pYHB e pYRD.4 na andlise do genoma de homens XX e ZFY
negativos. Os resultados sugeriram que o TDF estava
localizado num limite de 35 Kb da regido pseudoautossomica
(Fig.2).

0 DNA desta regido foi ent3o subclonado em
fragmentos de aproximadamente 4 Kb. Estes fragmentos foram
clivados, novamente subclonados e cada pequeno fragmento

usado como sonda. Destes fragmentos, sete detectam
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sequéncias Y-especificas de copia simples mas somente o
clone PpYS3.3 reconhece sequéncias Y-especificas altamente
conservadas em mamilferos

A investiga¢io do pY53.3 (2,1Kb) revelou a
existéncia de duas fases de leitura aberta (open reading
frame). A maior, composta de 223 aminoacidos, codifica uma
proteina com caracteristicas que sugerem também um papel na
regulagao transcricional. Este gene, localizado no
cromossomo Y, definido pela sonda pY53.3, foi denominado SRY

(sex—-determining region Y).

Easta sonda, ao ser hibridizada com RNA extrailido
de diversos tecidos (ovario, testiculo, pulmido, rim),
mostrou-se positiva somente para linhagens celulares

extraidas de testiculos. Além disso, sequéncias homdlogas ao
8RY foram localizadas no cromossomo Y de todos os mamiferos
testados. Por essas razbdes, o SRY é hoje o mais forte
candidato a ser o TDF.

Gubbay et al. (1990), descreveram uma sequéncia,
presente no cromossomo Y de ratos, que contém um ‘“open
reading  {Frame” homdlogo ao encontrado no SRY humano. O gene
presente em ratos foi denominado Sry e, dos tecidos de
origem masculina analisados, expressa-se somente em
testiculo adulto e no sulco urogenital. Se o Sry esta
realmente envolvido na diferenciaclo do testiculo, isto
ainda n3o estda claro mas, da mesma forma, os autores

acreditam que o Sry seja um forte candidato ao Tdy (gene

existente no rato homélogo ao TDF humano).
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Figura 2. Andlise de delecdo determinada por Sbuthern blot em
pacientes com ‘"reversdo sexual”. Representacdo
esquemdtica do brago curto distal do Y no sentido do‘
telamero_ (pter) para o centromero (cen). As barras
indicam <a por¢cio do Y presente. A escala ‘apresenta

as distdncias em Kb e a regido detectada por cada

sonda (Page et al., 1989).
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Diante disto Page et al. (199@), reavaliaram um
caso de "reversao sexual XY" [X,t(Y;22)] e, observaram que
nesta paciente estava ausente um fragmento Hind III de 5,5
Kb, detectado pela sonda pDP1225. Este fragmento € derivado
de uma regido de aproximadamente 1@ Kb proxima a porgao
pseudoautossOmica, que vem a ser a mesma regiao identificada
pelo clone pY53.3. Por outro lado, a paciente apresentava
um fragmento Taq I de 8 Kb, detectado pela sonda pDPi226,
derivada de uma regiao de aproximadamnetg 65 kb
imediatamente adjacente a regido pseudoautosomica (Fig.2).

Todos esses resultados excluem o ZFY como sendo o
gene responsavel pela determinag3o do sexo. No entanto,
acredita-se que este gene, juntamente com o ZFX, sejam
necessarios para assegurar que o gene da determinag3o do

testiculo desestimule o desenvolvimento do ovario (Burgoyne,

1989) .

Aléem da sua funcdo na determinagd3o do sexo, O
cCromossomo Y desempenha um importante papel na
espermatogénese. Mapas de delec3o tem localizado o gene da

espermatogeénese humana na porg¢aoc eucromatica do brago longo

do cromossomo Y (Tiepolo & Zuffardi, 1976; Fryns et al.,

1985). 0 efeito direto do cromossomo Y nas linhagens
germinativas ocorre com s} inicio dos ciclos
espermatogénicos, aproximadamente uma semana apos o
nascimento, quando um gene no cromossomo Y atua nas

espermatogdnias permitindo o desenvolvimento do processo

meiotico. (Burgoyne ,1987).



Page (1986), sugeriu, baseado nestas hipodteses,
que o0 gene responsavel pela espermatogénese em homens
normais, na presenca de gonadas disgenéticas, estranhamente
as predispbe a desenvolver gonadoblastoma. Este gene foi

denominado GBY (locos do GonadoBlastoma no cromossomo Y).

Etiologia do Gonadoblastoma

0 termo gonadoblastoma, foi primeiramente usado
por Scully (1953), para designar uma forma de neoplasia
histologicamente definida pela ocorréncia de ambas as
celulas germinativas e elementos derivados dos corddes
sexuais, que se assemelham as ceélulas da granulosa ou de
Sertoli e, as vezes, a elementos do estroma que parecem
células luteinicas, ou de Leydig.

E assim denominado, por se originar em gOnadas
disgenéticas, ou seja, goOnadas anormais que nao sao
reconhecidas nem como testiculo nem como ovario, e por
recapitular o desenvolvimento gonadal. Reconhecendo este
fato Verp & Simpson (1987) sugeriram dois modelos para

explicar a etiologia do gonadoblastoma.

0 primeiro modelo baseou—-se no fato de dque, em
individuos com gOnadas disgeneéticas, a preponderancia do
gonadobalastona simplesmente reflete a elevada

susceptibilidade a neoplasia apresentada pelo tecido com

desenvolvimento anormal. No segundo modelo, em casos onde a



disgenesia gonadal é o resultado de uma altera¢c3o em um gene
localizado no cromossomo X, o gonadoblastoma seria causado
por uma muta¢io.

Dados epidemioldgicos posteriores, demonstraram,

entretanto, serem ambos os modelos improvaveis, o
gonadoblastoma ocorre exclusivamente em uma populacdo
selecionada, isto €, em individuos com gdnadas disgenéticas

e material do cromossomo Y (Page, 1987).

Em pacientes que s3o fenotipicamente mulheres, o
gonadoblastoma ocorre naquelas com caridtipo 46,XY ou
mosaico 45,X/46,XY (Teter et al., 1964; Robinson et al.,
1944; Strumpf, 1965; Teter & Boczkowski, 1947; Andreuws,
1974; Schellhas, 1974 ; Manueal et al., 1976; Williamson et
al., 1976; Tyrkus et al., 1984) raramente ocorrendo naquelas
com caridtipo 45,X ou 46,XX. 0O tumor também se desenvolve
em mullheres com disgenesia gonadal e um cromossomo Y com
alterac3o estrutural em todas ou em algumas células.

0 gonadoblastoma esta presente, algumas vezes, em
individuos com ambiguidade sexual, cromossomo Y e testiculo
anormal, que pode ser abdominal ou inguinal (Scully, 1970).

Esta claro, portanto, que se a disgenesia gonadal
sozinha predispusesse ao aparecimento do gonadoblastoma,
ent3o0, o tumor deveria ocorrer em proporcdes consideraveis
tanto em mulheres com cromossomo Y quanto naquelas sem
cromossomo Y em seu caridtipo. Entretanto, somente em uma
pequena Ppropor¢3o de pacientes esse tipo de tumor se

desenvolve na aparente auséncia de material do cromossomo Y,



sendo que, nesses casos, a presenca de DNA do Y foi excluida
somente por andlises realizadas com técnicas citogenéticas
convencionais.

Do mesmo modo, se um gene ligado ao X e mutagdes
autossOmicas, por mecanismos independentes, ocasionassem
disgenesia gonadal e gonadoblastoma, o tumor deveria ser
limitado aos individuos que carregassem tais mutacdes.
Entretanto, frequentemente encontram-se em mulheres sem tais
mutacSes mendelianas nas quais a disgenesia gonadal é fruto
de um mosaicismo com uma das linhagens celulares
apresentando cromossomo Y, ou naquelas onde o Y carece da
regifo de determinacio sexual (Magenis et al., 1984a, 1987;
Disteche et al., 1986b).

Sendo a sindrome de Turner a altera¢ao mais comum
do desenvolvimento gonadal em mulheres, também & nessas
pacientes que se encontra o maior indice de desenvolvimento
do tumor. Ha acentuada variabilidade fenotipica entre as
portadoras dessa sindrome, em fungldo, principalmente, da
variabilidade cariotipica. € encontrado, em associacao
com o infantilismo sexual, baixa estatura e amenorreéia
primaria de origem gonadal, um quadro clinico malformativo.

Ao exame fisico, podem ser observadas diversas
manifestacbes somaticas caracteristicas, entre as quais,
face triangular, fendas palpebrais obliquas para baixo,
pesco¢o curto com pregas pterigonucais (pescogo "alado") e

cubitus valgus.



Embora uma grande propor¢dao tenha constituigcl3o
cromossOmica 45,X, varios tipos de mosaicismo podem ser
encontrados envolvendo o cromossomo X, quer com alteragdes
estruturais ou numéricas, ou ainda envolvendo um ou mais
cromossomos Y, 1integros ou n3o (Ferguson-Smith, 1965;
Magenis et al., 1989; Fryns et al., 1980; Magenis et al.,
1982). Diferentes sinais fenotipicos podem também serem
observados como sugestivos de um mosaicismo criptico (Hook
& Warburton, 1983).

Embora nas pacientes com cariotipo 45,X o risco de
maligniza¢80 seja praticamente zero, a probabilidade aumenta

entre as pacientes com sindrome de Turner, cujo cariotipo

inclui um ou mais cromossomos Y, integros ou deficientes
(Sandberg, 1985). Esse risco de malignizagao tem sido
estabelecido em 15-25% (Simpson & Photopoulos, 1976;

Schellhas et al., 1974).

Visto que o risco de desenvolvimento de neoplasia
altamente maligna do tecido germinativo, comega a aumentar
nas pacientes depois da puberdade, chegando a 70% (Magenis
et al., 1984a), a detec¢3o precoce de material do cromossomo
Y, com consequente remo¢cao cirurgica de suas gbOnadas tem,
portanto, um importante carater profilatico.

0 papel do cromossomo Y na etiologia do
gonadoblastoma foi ressaltado em varios trabalhos, sugerindo
que esta habilidade para promover neoplasia dificilmente
estaria relacionada com a heterocromatina do cromossomo Y,

devendo ser decorrente da a¢3o0 de um gene da eucromatina.



Ao analisar o cariotipo de algumas pacientes que
desenvolveram gonadoblastoma, Schellas et al. (1974),
observaram que somente 10% dos casos n3ao estavam associados
a presenca de material do cromossomo Y, apresentando uma
constitui¢3o genética que variava de 46,XX a diversos
padroes de aneuploidias do cromossomo X. Os autores
sugeriram, devido a alta correlacdo existente entre o tumor

nas células germinativas e a presenga de DNA do cromossomo

Y, que esses individuos poderiam apresentar baixo nivel de
mosalicismo, n3o detectado, contendo material do cromossomo
Y.

Lukusa et al. (1986) relataram 3 pacientes com
caridtipo 45,X/46,XYn# que nao haviam desenvolvido
gonadoblastoma. Esta curiosa observagao confirmou a teoria
de que o Ynf (Y n3o fluorescente) é um dic(Yp), com s6 um
centromero ativo, e por 1isso chamado pseudodicéntrico
(Daniel et al., 1980; Magenis & Doulon, 1982). Uma vez que
em tais pacientes os fatores ou genes, localizados no Yaq,
responsaveis pelo desenvolvimento do gonadoblastoma nao
estavam presentes, o cromossomo Ynf n3o tem a propriedade de
induzir tal degenera¢c3o maligna gonadal.

Com base nesses fatos Page (1986, 1987) sugeriu
que, no contexto de uma gonada disgenética, algum gene
estrutural ou regulador do cromossomo Y (GBY) atuaria como
um oncogene e, nha presenga de gonadas com diferenciacao
sexual masculina normal, seria responsavel pela

espermatogénese.
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A combinag30 do GBY e uma gdnada disgenética
constitui uma forte, mas n3o absoluta, predisposi¢do ao
desenvolvimento do tumor. Fatores adicionais, como muta¢des
somaticas ou algum evento fisioldgico, podem ser necessarios

para ativar a oncogenicidade do GBY.

Na verdade, € ainda dificil afirmar se o GBY, o
H-Y e ainda o fator de espermatogénese, também conhecido
como azpospermia Factor, tratam-se de locos distintos ou

n3o. Um mapa de dele¢3o podera esclarecer se existe alguma
relagi3o deles com o fator de crescimento (Alvesalo & de la
Chapelle, 1981) localizado no Yq.

Esses genes poderaoc ser mapeados com maior
precisao pela hibridiza¢30 do DNA de individuos que
apresentem disgenesia gonadal, gonadoblastoma e alteragOes
estruturais envolvendo o bragco longo do cromossomo Y, com
sondas de DNA Y-especificas.

Assumindo-se que o cromossomo Y desempenha um
importante papel no desenvolvimento do gonadoblastoma e,
embora ainda n3o se possa afirmar qual regifo predispbe a
maligniza¢3o, a detec¢3o de material do cromossomo Y nas
pacientes com risco de desenvolver este tipo de tumor
representa muito mais do que simples interesse académico.

Em muitos casos € impossivel determinar, pelas
técnicas citogenéticas, se um cromossomo com alteracdao
origina-se do cromossomo X ou do cromossomo Y. Naquelas
pacientes onde ocorre virilizag3o ou presenca de genitalia

ambigua, pode-se assumir que O cromossomo marcador seja um
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remanescente do Y, ou no minimo contenha os determinantes
genéticos relacionados com a diferenciacao testicular
(Wilson et al., 1986).

Por outro lado, em pacientes que demonstram
auséncia de caracteristicas fisicas sugestivas de producio
de testosterona fetal ou pds-fetal, n3o pode ser excluida a
possibilidade de que o cromossomo marcador seja derivado do
cromossomo Y.

Nesses casos, € de crucial importancia determinar
se existe ou n3ao, em suas ceélulas, material genético
derivado do cromossomo Y, pois dessa caracterizagao depende
a indicagio de uma gonadectomia para prevenir o

desenvolvimento do tumor.

AplicacOes de Sondas Y-especificas em

Diagndstico Clinico

AlteracB8es do cromossomo Y envolvendo a porgao
geneticamente ativa, podem originar sindromes de ‘reversao
sexual’. Tais sindromes incluem homens 46,XX (Magenis et
al., 1982, Guellaen et al., 1984, Page et al., 1985; Affara
et al., 1986; Muller et al., 198éa; Vergnaud et al., 1986),
mulheres 46,XY (Disteche et al., 1986b; Muller et al.,
1986a,c) e homens 45,X (Disteche et al., 1986a; Maserati et
al., 1986, Fraccaro et al., 1987; Gal et al., 1987) ou podem

causar infertilidade quando por¢Oes da eucromatina do braco
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longo est3ao ausentes (Tiepolo & Zuffardi, 1976).

A detec¢cdo de translocacbes em homens 46,XX, por
técnicas citogenéticas, foi possivel em um pequeno numero de
casos (Madan & Walker, 1974; Wachtel et al., 1976; Magenis
et al., 1982). 1Isso ¥foi interpretado de acordo com a
hipotese de Ferguson-Smith (1966) como evidéncia da troca
desigual entre o cromossomo X e o cromossomo Y, incluindo o
gene da determina¢3o do testiculo, em zigoto 46, XX.

Entretanto, alteragcOes que resultam em individuos
com “reversao sexual’, frequentemente n3o podem ser
diagnosticadas por métodos citogenéticos, sendo necessaria a
utiliza¢3o de técnicas moleculares para o seu diagnodstico.

Os métodos moleculares realmente confirmaram, que

a maioria de homens 46,XX contém quantidades variaveis de

sequéncias de DNA Y-especificas translocadas para o
cromossomo X (Guellaen et al., 1984; Koening et al., 1985;
Page et al., 1985; Affara et al., 1986; Muller et al.,
1986a,b,c; Vergnaud et al., 1986; Andersson et al., 19864).

Com a aplicagdo de técnicas de hibridizag¢ao in sifu nesses
pacientes demonstrou-se que o material do cromossomo Y esta
translocado para a porgao distal do braco curto do
cromossomo X (Magenis et al., 1984a; Andersso et al., 1986;
Muller et al., 1987b)

Similarmente, o uso de sondas de DNA Y-especificas
demonstrou a ocorréncia de dele¢3o em casos sem alteragdes
citogenéticas (Muller et al., 198éa,b; Disteche et al.,

1986a), embora os métodos citogenéticos ja tivessem indicado



a deficiéncia no bra¢o curto do cromossomo Y em alguns casos
de mulheres 46,XY (Rosenfeld et al., 1979; Magenis et al.,
1984b) . A aplica¢3o0 de sondas Y-especificas também,
confirmou a existéncia de transloca¢Oes entre o cromossomo
Y e autossomos nos casos homens 45,X (Schempp et al., 1985;
Disteche et al., 1986a; Maserati et al., 1986; Gal et al.,
1987; Kozma & Adinolfi, 1988) e permite o diagndstico de
deficiéncia na porg¢ao eucromatica do brag¢o longo do
cromossomo Y em homens 446,XY inférteis (Andersson et al.,
1988) .

As técnicas moleculares também tém sido de grande
valia na analise de pacientes com sindrome de Turner
(McDonough & Tho, 1983; Gemmil et al., 1987; Muller et al.,
1987a) .

A sonda Y97, por reconhecer uma sequéncia da
regido centromérica, tem sido largamente utilizada para
detec¢8o de material do cromossomo Y em pacientes com
suspeita de mosaicismo cromossOmico. Mesmo em casos de
cromossomo Y deficiente, esta tem sido a sonda
preferencialmente escolhida, uma vez que cromossomos
marcadores estaveis usualmente apresentam centrdmero.

Diversos trabalhos tém sido vrealizados para
avaliar a sensibilidade e especificidade da sonda Y97 em
analises de soubhern e dotblot. Esses estudos pretendem
determinar a frequéncia minima da linhagem XY que pode ser
detectavel pelos métodos adotados. (Stalvey & Erickson,

1987; Tho & McDonough, 1987; Gal et al., 1987; Tho et al.,
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1988; Kaluzewski et al., 1988; Erickson et al., 19990).

Por outro lado, a sonda pPY3,4, que reconhece
especificamente sequéncias repetidas da heterocromatina, ndo
pode detectar material do cromossomo Y, caso a PoOrgao
fluorescente esteja deletada, embora seja uma ferramenta
sensivel para detectar mosaicismo com baixa frequéncia da
linhagem XY. Fragmentos n3o fluorescentes podem ser t3o
pequenos que somente o centrdmero e uma reduzida porgao
paracentromérica do Y, est3o presentes.

Nos casos de hibridizag¢ao negativa para a sonda
Y97, estaria indicada a analise subsequente com as sondas
do brago curto do cromossomo Y. Dentre elas pDP105S, pPD1007
e pY33,3.

Quando a sequéncia de nucleotidios numa sonda ¢€
conhecida, como €& o caso do pDP1@007 e pYS53,3, €& possivel
sintetizar iniciadores para serem utilizados na técnica de
amplificac30 génica (PCR). Esse método permite a detecc3do,
com alta sensibilidade, de sequéncias Y-especificas em

diagndstico pre e pos-natal (Ebensperger et al., 1989).



OBJETIVOS
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Detectar, através da hibridiza¢3o com
sondas de DNA Y-especificas, a
presen¢ga ou auséncia de sequéncias de
DNA do cromossomo Y, em uma amostra de

pacientes com estigmas turnerianos.

Determinar qual o menor nivel de
mosaicismo detectavel e qual a sonda
Y-especifica mais eficiente, dentro
das condicbes utilizadas em nosso

laboratodrio.

Padronizar um metodo pratico e
rapido, que pPOossa Ser aplicado,
paralelamente com a citogenetica, na

rotina de identifica¢3o de material

do cromossomo Y.



PACIENTES E M=ETODOS
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Pacientes

Foram estudadas 14 pacientes com estigmas
turnerianos que, apods analise citogenética, demonstraram
cariotipo com mosaicismo, sendo uma das linhagens 45,X e uma
segunda populag3o celular com constitui¢3o cromossOmica
heterogénea. As pacientes foram divididas em trés grupos,
classificadas de acordo com a constitui¢3o cromossOmica da
segunda linhagem. No primeiro grupo est3o cinco pacientes
que apresentavam 46,X,+mar (Fig.3A). 0 segundo grupo @
constituido por cinco pacientes com um ou mais cromossomos Y
aparentemente integros e, no terceiro grupo, aparecem quatro
pacientes com um cromossomo em anel cuja origem n3o pode ser
determinada pela citogenética como sendo derivado do
cromossomo X ou do cromossomo Y (Fig.3B).

Os dados clinicos encontram-se resumidos na tabela
I, os dados citogenéticos na tabela II e, detalhadamente
citados no anexo I.

Além das pacientes, foram incluidas nesta
amostragem os seguintes DNAs controle: homem 46, XY;
mulher 46,XX; homem 47,XYY; homem 47,XXY; mulher 45,X%;
homem 46,X,dic(Y)(qil1.2101) (Moreira-Filho, 1987) e linhagens
45, X+frag/46,X,1i(Y)(qter>ceniqter)(3774), 45,X/746,X,del (Y)

(pter>qil . 2)(2668), 45,X/46,X,del(Y)(pterdqil)
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As pacientes que foram encaminhadas ao Ambulatorio
de Genética Clinica da Unicamp estavam sob a
responsabilidade do corpo clinico do Depto. de Genéetica
Médica da Unicamp, sendo a analise citogenética realizada
pelo Sr. Antdnio Concei¢d3o e Costa e Sra. Edi Lucia
Sartorato. Aquelas indicadas a nos pelo Depto. de Medicina
da Escola Paulista de Medicina (EPM) - disciplina de
Endocrinologia, estavam sendo acompanhadas pela Dra. Ieda
T.N. Vereschi e, ao Depto. de Pediatria da EPM pela Dra.
Angela de Castro. As andlises citogenéticas das pacientes
encaminhadas pela EPM foram realizadas pela Dra. Joyce A.

D. Andrade - Disciplina de Genética - EPM
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Figura 3. Cromossomos X e marcadores (grupo I) (A) e,
cromossomos X e aneis ({(grupo III) (B) corados
com tecnicas de banda G ( casos 1,2,5,11,12,13

e 14) e banda @ (casos 1,2,3,4).



Tabela I. Resumo da citogenética das pacientes

Casos Cariotipo % da linhagem diferente de 45,X Gonadectomia
sangue gonada

i 45,X/46,X, +mar 78% ND -
2 45,X/46,X, +mar 4% ND +
Grupo I 3 45,X/46,X, +mar 1% X +
4 45,X/46,X, tmar S5i% ND -
S 45,X/44,X, +mar 60% 7% +
) 45,X/746, XY 60% 35% - GD +

{5% - Gt
7 45,X/46, XY 64% ND +
8 43,X%/47 , XYY 00X 10% +
9 45,X/46, XY 60% ND -
10 45,X/746, XY 90% &% - GD +

2.3% - GE
if 43,X/46,X,r(?) 32% ND -
6rupo III {2 43,X/46,X,r () 28% ND -
i3 45,X/46,X,r(?) 66% ND -
14 43,X/46,X,1r(?) eix ND -

GE - Gonada esquerda
GD - Gonada direita
ND - N3o Determinado

(+) gonadectomia ja realizada

(-) gonadectomia ainda ndo realizada



Tabela II. Resumo das caracteristicas clinicas das pacientes

Casos Idade Genitalia Externa Genitalia Interna Anatomo-Patologico
1 3 anos normal ovarie nao visibilizado ND
2 20 anos clitoromegalia ovario nao visibilizado  GD- ausencia de CG, nodulos formados por

CL e estruturas tubulares sugestivas
de epididimo.

GE- estroma com aglomerados de CL. Porgoes
de trompa e de epididimo.

3 26 anos fusao de pequenos ND TE- Com microcalcificacdo
labios OE- Com estruturas similares a epididimo
TD e 0D - formados por tecido fibroso sem
C6 mas, com células hilares hiperplasicas

4 20 anos clitoromegalia ovario rudimentar
genitalia infantil ovdrio filiformes ND
9 24 anos normal utero hipoplasico ND

ovario nio visibilizado

b4 23 anos clitoromegalia, peq. utero rudimentar e anexos ovario disgenetico com celulas hilares

grd. labios hipopl. n3o visibilizados. trompa sem alteragoes histologicas.
7 13 anos normal US utero e ovario n3o ausencia de utero, restos de tuba uterina
foram visualizados. e ovario em fita.
8 19 anos discreta hipoplasia US dtero e ovario ausencia de CG e foliculo ovariano, apenas
grandes labios nao visualizados tecido fibroso calcificado .
9@ 25 anos clitoromegalia ND ND
10 26 anos clitoromegalia US dtero e anexos nao ovario em fitas e como dtero apenas uma
visibilizados dobra de tecido.
11 10 anos normal US utero ndo visibilizado ND
i2 10 anos normal US dtero n3o visibilizado ND
13 13 anos ausencia de pelos US utero e ovario com ND
pubianos dimensbes reduzidas
14 & anos normal ND ND
US - UltraSonografia GE - Gonada Esquerda TD - Trompa Direita
C6 - Células Germinativas GD - Gonada Direita 0D - Ovario Direito

CL - Células de Leydig TE - Trompa Esquerda OE - Ovario Esquerdo
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Metodologia

ExtracSo de DNA de Sangue Total

Amostras de 20 ml de sangue periférico contendo
EDTA (1,2 mg/ml) foram centrifugadas (200@ rpm por 1@
minutos), para separa¢cao e descarte do plasma. As hemacias
foram lisadas pela adi¢30 de um tamp3o hipotonico (Tris
iomM, pH 7,6; MgCl2 SmM e NaCl 1@mM). Apos centrifugagao a
2.500 rpm por 15°, o sobrenadante foi retirado, descartado,
e o sedimento constituido de leucdcitos foi ressuspendido em
30 ml desse mesmo tamp3o0. Essa operacio foi repetida até a
completa lise das hemacias.

A lise dos leucocitos ocorreu pela adig3o de 19 ml
de tamp3o de lise de gldbulos brancos (Uréia 7M; NaCl ©,3M ;
EDTA 1@mM; Tris-HCl1 1@0mM pH 7,5), 2% de SDS e incuba¢3o a
379 C durante 10" .

O DNA do material lisado foi extraido 2 vezes com

mistura fenol/clorofdrmio/alcool isoamilico (25:24:1)
tamponado com Tris @2eémM e uma vez com mistura de
cloroformio/ alcool isocamilico (24:1).

0 sobrenadante foi precipitado com 2,5 vezes o

volume de etanol absoluto e ©,2M acetato de sddio a -20°C

por no minimo 14 horas.
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Apds a precipita¢3o, o DNA foi lavado 2 vezes com
etanol 70%, seco ao ar, e ressuspendido em iml de tamp3o TE
10:1 (Tris 10mM e EDTA imM, pH 7,5).

As concentracOes do DNA foram obtidas apos leitura
em espectofotometro, a 26@ nm, em uma diluig3o de 5S0ul
DNA/950@ul TE seguindo a formula

0.D 260 x diluigdo = ug DNA /ml

9 .0197

A qualidade do DNA foi verificada através da

relacao 260/280 nm. O DNA foi considerado de alta pureza

quando obteve-se indices de 1,8 a 2,9 nesta relag3o.

Digest3o do DNA .

Amostras contendo 7 ug do DNA das pacientes e dos
controles, foram digeridas, segundo as recomendacles do
fabricante, com 3 unidades de enzima de restrig3ao Eco RI
(BRL) por ug de DNA, e incubadas por 16 horas a 37@C . Apds
a digestdo o DNA foi precipitado com ©,2 M de acetato de
sodio, 2,5 vezes o volume de etanol absoluto e RNA de
levedura (0,414 ng/ul).

0 precipitado foi lavado 2 vezes com etanol 70X,

secado ao ar e ressuspendido em 15 ul de TE 10:1, pH 7,5.
A cada amostra foi acrescentado 3 ul de azul de

bromofenol (@,25% de bromofenol, 50% de glicose).
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Eletroforese do DNA GenOmico Digerido

Os fragmentos de DNA resultantes da digest3o foram
separados, por eletroforese em gel de agarose 0,B% em tamp3o
TBE, pH 8,0 (anexo II), por aproximadamente 16 horas, a 35
volts.

A migragao das amostras de DNA de pacientes e
individuos- controle normais, masculino e feminino, foi
realizada Juntamente com um marcador de peso molecular (iug
de DNA do fago lambda digerido com Hind III - Pharmacia -
cat. 27-404B-01)

Apds a corrida eletroforética‘o gel foi corado
com brometo de etidio (@,5 ug/ml) para visualizacS3o do DNA

quando transiluminado com luz ultra-violeta.

Transferéncia

0 gel contendo as amostras +foi submetido aos
tratamentos:
a) Depurinag3ao: em solug3o de HC1 @,25 M por 15" a
temperatura ambiente com agitaciao.
b) Desnaturag3o: em solugao de NaOH @,5M e NaCl 1,5 M, a
temperatura ambiente com duas lavagens de 15  cada.
c) Neutralizag3o: em solu¢ao de Tris-HC1 2M, pH 7,5 e NaCl

1,5 M com duas lavagens de 30 minutos cada.
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Entre cada tratamento, o gel foi lavado com agua
bidestilada estéril.

Para a transferéncia do DNA o gel foi colocado
sobre folhas de papel Whatmann 3MM embebidas em uma solug3o
de 20 x S5SC (anexo II). Sobre o gel foi colocado a
membrana de nylon "S & S Nytran” (cat. ©18B70), previamente
embebida em agua, evitando-se a formag3o0 de bolhas de ar.
As bordas do gel foram isoladas com Vitafilm para que a
solu¢cl3o passasse somente através do gel.

Sobre esse conjunto colocamos duas folhas de papel
Whatmann 3MM, do mesmo tamanho do gel, além de uma grande
quantidade de papel absorvente pressionado com um Ppeso
homogeneamente distribuido. Apds tranferéncia, realizada
durante a noite, o DNA foi fixado ao filtro a 809C por 2
horas (Southern, 1975).

0 gel transferido foi novamente corado para se

verificar a eficiéncia do processo.

Dot Blot

Nesse metodo de analise o DNA genbmico n3o ¢
digerido. Antes da aplicag3ao do DNA, as amostras sao
tratadas com NaOH ©,4M e EDTA 25mM a 959C por 1@’ para
desnatura¢3o e, depois, imersas em gelo picado por 5

minutos.
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A preparacao dos filtros foi realizada, usando um
aparelho de filtragd3o (Minifold I- Scheleider and Schull,
cat. SRC %96 ).

Para montagem desta tecnica foram pré-tratadas 2
folhas de papel de filtro SPS GB@O®3 com 2 x SSC (anexo II) e
colocadas sobre a placa de filtrag3o. Sobre esse conjunto €
colocado a membrana de nylon "S & S nytran” (cat.@1870)
pré-tratada com 2 x SSC. Para prevenir a formagc3o de bolhas
passa-se um bast30 de vidro sobre a membrana. Apos a
montagem, as amostras desnaturadas s3o aplicadas e o DNA ¢

fixado 3 8@9C por 2 horas.

Sondas Utilizadas

Sonda pDP10@7 - Fragmento genomico Hind III de 1,3
Kb derivado do intervalo 1A2 do cromossomo Y (Page et al.,
1987). Esta sonda detecta sequéncias de DNA do loco ZFY no
cromosomo Y e do 1loco Xp2i-p22.3 no cromossomo X que
correspondem, respectivamente, aos fragmentos EcoRI de 3,0
Kb e de 1,8 Kb (Weissenbach, et al., 1989).

Sonda pDP1@5 - Fragmento genomico Hind III de 5,5
Kb que detecta wuma familia de sequéncias Y-especificas,
repetidas e localizadas em multiplos 1locos. Detecta
fragementos Taq I Y-especificos de 2,5Kb do intervalo 3 e

de 5,2Kb, um marcador do intervalo 6. Quando o DNA genfmico



€ digerido com enzima Eco RI, essa sonda reconhece um
fragmento de 3,0 Kb derivado do intervalo 3 (Bernstein, et
al., 1987; Gal et al., 1987).

Sonda pDP97 - Fragmento Eco RI genomico de 5,3 Kb
que detecta uma familia de sequéncia Y-especifica repetida
em tandem. € um subclone derivado do cosmideo Y?7 (Wolfe et
al., 1985). Em condigOes de alta estringéncia, detecta um
fragmento Eco RI de 5,5 Kb, um marcador do centromero do
cromossomo Y humano (Bernstein, et al.,1987; Gal, et al.,
1987 .

Sonda pY-5 - Fragmento Hind II]I de B850 pb isolado
de um banco do cromossomo Y construido por <citometria de
fluxo. Detecta um fragmento Eco RI Y-especifico de 11 Kb,
marcador do intervalo 5 (Farah et al., trabalho n3o
publicado).

Sonda pY3.4 - Fragmento Hae III que detecta
sequéncias de DNA Y-especificas altamente repetidas
derivadas da porg¢ao heterocromatica do Yq (intervalo 7). Em
alta estringéncia detecta um fragmento Eco RI de 3.4 Kb (Lau

et al., 1984).

(Fig. 4)
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PS- lll:]

pDP1007- 1
I}

pDP105- s
j 4A
pDP97- Jm( _]4B

pY-5 - “Is

p3,4U- 7

Figura 4. Localizac3o das sondas utilizadas segundo o mapa

proposto por Vergnaud et al., 19864.
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Amplificag30 e Extra¢g3o de Fragmentos

Bactérias E.coli JM1@01i, previamente transformadas
com plasmidios contendo as sondas, foram cultivadas por
aproximadamente 16 horas em 5 ml do meio LB (i%X de bacto-
triptone, ©,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl, pH 7,3)
com ampicilina (5@ ng/ml).

O DNA plasmidial foi extraido e purificado a
partir de 5@ ml de cultura de bactérias, inoculadas com 359
ul do pré-indculo, segundo as recomendacOes do fabricante do
Kit utilizado (Kit Circleprep BIO 1@1 cat. CP 100).

Cinquenta ug de DNA plasmidial foram digeridas com

3 U por ug de DNA da enzima de restri¢3o adequada.

Apos a separagao eletroforeéetica, a banda
correspondente a sonda foi cortada do gel e o DNA extraido
utilizando o Kit Gene Clean, segundo as recomendagcdes do

fabricante (Kit Gene Clean BIO 101- cat. 3105) .

Marcagc3o das Sondas

A marcac3o radiativa das sondas com nucleotideos

32p-dATP e 32p-dCTP  adquiridos da  Amersham
International (Amersham UK PB 10204), foi realizada segundo
os protocolos dos Kits de “"random priming” (USB - cat.

70200) e "nick-translation” (BRL - cat .B160).
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Nds wutilizamos 100-32@ ng de DNA da sonda em
reacSes de “random priming” e ©0,3-1ug de DNA em reacOes de
“"nick- translation’.

A remo¢3o dos nucleotideos n3ao incorporados foi
feita por cromatografia em coluna de sephadex G-50
equilibrada com TE 10:1, pH 8,0 (Maniatis et al., 1982). A
eficiéncia de incorporag8o, dos nucleotideos radiativos, foi
avaliada em equipamento de cintilagao liquida.
Aproximadamente 2 x 10® cpm/ml de solug3o foram utilizadas
em cada hibridizag¢S8oc. A sonda foi desnaturada a 1009C
durante 1@ minutos, sendo imediatamente colocada em gelo

picado para evitar renatura¢3ao.

Hibridizac¢3o

As membranas contendo as amostras de DNA, foram
colocadas em sacos plasticos com solug3o de pre-
hibridizag3o A (50% formamida deionizada, 1M NaP04 pH 7,4,
1 x Denhardt’'s (anexo II), 3x 8SC (anexo’II), 20mg de DNA
de fita simples de salmon e 15 ug de RNA de levedura). ApOs
a retirada cuidadosa de eventuais bolhas, o saco plastico
foi selado e incubado & 42%C por no minimo 4 horas, quando
ent3o retiramos a solug3o de pré-hibridizac3o a qual foi
substituida pela solugS8o de hibridizag3o A (4 partes da

solugdo de pré-hibridizagao A: 1 parte de dextran sulfato
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com a sonda marcada radiativamente). 0Os sacos plasticos
foram novamente selados e incubados a 429C por,
aproximadamente, 16 horas.

Algumas membranas foram pre-hibridizadas e
hibridizadas & 529C e em solug3o B (50% formamida, iM NaCl,
1% SDS), quando utilizada a sonda pDP 97 (Stalvey &
Erickson, 1987).

A remo¢3o do excesso de sonda foi feita com
lavagens especificas para cada sonda empregada.

As seguintes solu¢Oes foram utilizadas para a

lavagem dos filtros.

Solugao 1

ssC ... e X

Denhart 's. ... 1 X
Solugao 2

SSC .. ... .. 2.1 X

sps ..., .. 1 %
Soluc¢c3o 3

S8C . ....... i X
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Solugao 4
ssC ... .. .. .5 X
SDs. ... ... 1 %
Solugdo S
1571 CH 1 X
Soluglo 6
ssC ... ... .1 X
Solugdo 7
ssC ... ... .2 X
sps ... ... 1 %
Solu¢do 8
§8C . ... .... 2.1 X
sps ... ... .1 %
Os +Ffiltros hibridizados com a sonda pDP1@@7 foram
lavados uma vez com a solu¢3o 3, a temperatura ambiente, e

duas vezes com a solu¢3o 5 a 569C por 30°.

Para as sondas pDP1@05, pDP?7, pY-5 e PY3.4
lavamos os filtros uma vez com a solugao i, a temperatura
ambiente por 4@’ ,e por duas vezes com a solucSo 2 a 569C por
30" .Foi realizada wuma ultima lavagem com a solug3o & a

temperatura ambiente.



Os filtros em Southern que foram hibridizados a
529C com a solug30 B e a sonda pDP97, foram lavados com
diferente concentrag3o de sal e temperatura. Portanto, a
lavagem realizada com a solu¢d3o 2, descrita acima, foi
substituida pela solucad 4 a 659C

Para os filtros em dot blot, a solugao 2 foi
substituida pela solug3o 7 ou 8 & 659C . Alguns filtros
foram relavados com a solug3o 2 mas a 659C.

As membranas, apos as lavagens, foram colocadas
sobre papel de filtro 3MM para retirar excesso de umidade e,
depois, envoltas em vitafilm para exposi¢cao a um filme de
autoradiografia (KODAK X-OMAT AR - cat 16314534).

Para aumentar o sinal da marcagao, foram
utilizados dois intensificadores (Lightning Plus - Sigma-
cat-847623). 0 conjunto, formado pela membrana, o filme e os
intensificadores, foi colocado em um cassete ( KODAK x- ray
cassete) e, exposto & - 709C por um periodo de tempo que
variava de 2 a 15 dias.

As membranas eram reutilizadas apds remog¢ao da
sonda feita pela imers3o em solug3o de pré-hibridizacdo a
659C por 1 hora.

Paralelamente, realizamos filtros em Southern com
misturas de DNA masculino e feminino, em quantidades
decrescentes de DNA masculino, contendo a quantidade total
de 10 ug de DNA por amostra, utilizando as mesmas condigdes

de digestiao e transferéencia dos outros filtros. A
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hibridizag¢3ao foi realizada a 529C com a sonda pDP 97,

seguindo, portanto, as condigOes especificas de lavagem



RESUL TADOS
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Southern blot

Os resultados obtidos, a partir da hibridizagao do

DNA das pacientes com as sondas Y-especificas, revelaram:

Grupo I - Pacientes com cariotipo 45,X/46,X,+mar

Os casos 1,2,3,4 do grupo I s3ao negativos para
as sequéencias de DNA Y-especificas detectaveis por todas
sondas utilizadas (Fig.5 e tabela III).

0 caso 5 do grupo I revelou-se positivo para
todas as sondas que detectam sequencias de bragco curto (Yp),
e para a sonda Y-5 que detecta sequéncias da porglo

eucromatica do bra¢o longo (Yq) (Fig.6 e tabela III).

Grupo II - Pacientes com cariotipo 45,X/46,XY e 45,X/47,XYY

As pacientes do grupo II (casos 6,7,8,9,10),
como esperado, sao positivas para as todas as sondas
utilizadas, ou seja, nenhuma dele¢3o foi detectada no

cromossomo Y (Fig.7 e tabela IV).

Grupo III- Pacientes com cariotipo 45,X/46,%X,r(7?)
As pacientes do grupo III (casos 11,12,13.,14)
s3o negativas para todas as sequéencias de DNA Y-especificas

detectaveis pelas sondas utilizadas (Fig 7 e tabela V).
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No filtro realizado com misturas de DNA de
origem masculina e feminina contendo quant idades
decrescentes de DNA masculino e, hibridizados com a sonda
pDP97, foi possivel detectar sequéncias Y-especificas na
amostra com somente 5% de DNA masculino (Fig. 8 e tabela

VI).

Dot blot

Diversos experimentos foram realizados para se
determinar a sonda e as condigOes de estringéncia que melhor
pudessem discriminar a presenca de material do cromossomo Y
em filtro de dot blot, visando a padroniza¢do de uma
tecnica rapida para triagem de pacientes em rotina
diagndstica. Os filtros utilizados para esta finalidade,
continham sempre DNA de controles normais, masculino e
feminino, de pacientes com marcador e/ou cromossomo Y
integro em mosaico e de misturas apresentando quantidade
decrescente de DNA masculino. Estas tentativas, aparecem
resumidas na tabela VII.

No experimento 1, filtros hibridizados com as
sondas (pDP1@5, pDP?7, pY-S5S e pY3.4), foram tratados sob as
mesmas condigOes. A uUnica sonda capaz de discriminar entre
DNA de origem masculina e feminina foi a sonda pY3.4

(Fig.9).
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No experimento 2 aplicamos diferentes quantidades
de DNA nos Filtros. Aparentemente, este fator nao
influenciou o0s resultados, sendo que, em nenhum caso foi
possivel discriminar, com segurana, entre DNA de origem
masculina e feminina.

Passamos a utilizar a solug3ao B de hibridizac3o
para a sonda pDP97 segundo sugestdao de Stalvey & Erickson
(1987). No experimento 3, seguimos exatamente as condigdes
sugeridas pelos autores (Fig.1@). Entretanto, os resultados
n3o demonstraram sensibilidade adequada, mesmo quando o

filtro foi relavado em soluglo 2 por mais 1@ em (experimento

4), por mais 20 (experimento &) por mais 30  (experimento
5), reexposta por tempo menor (experimento &6) ou ainda
lavado com diferente solugdo, diferentes temperaturas,
relavado e exposto com diferente tempo de exposigao

(experimento 7).
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Tabela III. Resultados das hibridizacdesdas DNA das pcientes
do grupo 1 indicando (+) presenga ou (-) auséncia

de fragmentos Y-especificos

CASOS SONDAS % da linhagem
pDP1007 pDPi@5 pDP97 pY-5 PY3.4 446,X, +mar
{ _ - - ND - 78%
) - - - ND - 4
3 - - - ND - i%
A _ - . ND - 51%

5 + + + + ND 60%
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Figura 5. Autorradiografia do DNA gendmico de homen normal
(1), mulher normal(2), mulher 45,X (3), homem 44,X,
dic (Y) (q141.2101) (4) e das pacientes do grupo I,
caso 1(5), 2(&), 3(7), A(B) com =as sondas

Y-especificas pDP1@0@7 (A), pDP?7 (B) e pY3.4 (C).



Figura 6.

Autorradiografia do DNA genomico de homem normal
(1), mulher normal (2) e das pacientes do grupo I,
caso 2 (3) e caso 5 (4) com as sondas Y-especificas

pDP1007 (A), pDPi@5 (B), pDP?7 (C) e pY-5 (D).
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Tabela IV. Resultados das hibridizacoes do DNA das pacientes

do grupo II indicando presenga (+) de fragmentos

Y-especificos.
CASOS SONDAS CARIGSTIPO % da linh.
pDP1007 pDP10@5S pDP97 pY-5 pY3.4 com Y
6 + + + + + 45,X/47 , XYY 50%
7 + + + + + 45,X/46, XY &6%
8 + + + + + 45,%X/46,XY 90Y%
9 + + + + + 45,746, XY 60Y%

10 + + + + + 45,X/46,XY 64%



Tabela V. Resultado das hibridizagcdes do DNA das pacientes do

grupo III indicando (-) auseéncia de fragmentos

Y-especificos.
CASOS SONDAS % da linhagem
pDP1007 pDP10S pDP97 pY-5 pY3.4 46,X,r,(?)
11 - - - - - 324%
ie - - - - - 8%
13 - - - - - 66%
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Figura 7.

Autorradiografia do DNA gendmico de homem normal
(1), mulher normal (2), homem 47,XYY (3), homem 47,
XXY (4), e das pacientes do grupo II casos é (3), 7
(6), 8 (7), 9 (B), 10 (9) e, do grupo III casos 11
(1@), 12 (11), 13 (12) e 14 (13) com as sondas
Y-especificas pDP105 (A), pDP?7 (B), pY-5 (C) e

pY3.4 (D).



Tabela VI. Resultados obtidos a partir de hibridizagOes com
misturas de DNAs genOmicos masculinos e femininos e
a sonda pDP?97, indicando (+) presenga ou (-)

auseéncia do fragmento EcoRI Y-especifico de 5.5 Kb.

ug de DNA gendmico ug de DNA genodmico resultado para
masculino (% feminino %) a sonda pDP97
e uwm - @ .
Sug (50) Sug (50) +
2ug (20) . Bug (80) +
fug (19 9ug (90) +
@,5ug (3 9,5ug (93) +
®,2ug (2) ?,8ug (98) -
®,1ug (1) 9,%ug (29) -
- 10ug (100) -

* Foram utilizados em cada amostra um total de 10ug de DNA

gendmicos digeridos com enzima de restrigd3o EcoRI .



Figura 8.
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Autorradiografia das misturas de DNA genomico

masculino e feminino digeridos com EcoRI em
quantidades decrescentes de IONA masculino 1@Qug
(1), Sug (2), 2ug (3), 1ug (4), @.5ug (3), @.2ug

(6) e @.1ug (7) com a sonda pDP97
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Tabela VII. Resultados obtidos em dot blot indicando
discriminag¢30 (D) ou n3o (ND) de DNA gendmico

masculino e feminino.

Exp. DNA Sonda Solugdo Solugdo 19¢C Tempo de Tempo Resultados
ug Hibrid. Lavagem Lavagem Exposi¢ido

1 2 pIPIES A 2 569 3omin. 7 dias ND
pDP97 2 dias ND
pY-5 2 dias ND
pY3.4 2 dias D
2 {1 pDP97 A 2 56% 0min . 2 dias ND
2 ND
3 ND
4 ND
3 2 pDP97 B 7 659 J0min. 2 dias ND
4 2 pDP97 B 7 65 3emin. 2 dias ND
relay. 2 659 10min. 2 dias ND
5 2 pDP97 B 7 659  30min. 2 dias ND
relay. 2 659 30min. 2 dias ND
6 2 pDP97 B 7 659  3omin. 2 dias ND
{ dia ND
relav. 2 650 20min. { dia ND
7 5  pDP97 B 8 609 J0min . 3 dias ND
650 3emin. 3 dias ND
{ dia ND
680 Iomin. 3 dias ND

% Solugbes mencionadas encontram-se citadas na metodologia

% Relav. - Filtros relavados
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Figura 9. Autorradiografia dos DNAs gendmicos em dot blot com
a sonda pY3.4. Homem normal (1), mulher normal (2),
homem 48,XXXY (3), homem 48,XYYY (4), pacientes do
grupo 1 casos 3 (3), 2 (6), 1 (7), 4 (8), linhagem
3774 (9); pacientes do grupo II casos & (1@), 7 (11)
B (12), 9 (13), 1@ (14), as linhagens 2668 (13),
2730(16), e as pacientes do grupo III casos 11 (17),

12 (18),13 (19), 14 (20).
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Figura 10. Autorradiografia dos DNAs gendmicos, em dot blot,

de homem normal (i), mulher normal (2) e de
misturas de DNA masculino e feminino em quantidades
crescentes de DNA masculino ©.2ug (3), 0.5ug (4),

fug (5) e Sug (&) com a sonda pDP97.



.

E bem conhecido, o fato de gque, alteracoes
neoplasicas nas goOnadas, ocorrem com alta frequéncia nos
individuos com disgenesia gonadal e DNA do cromossomo Y em
seu genoma e, por outro lado, que € infrequente a ocorréncia
de tumor entre pacientes sem material genético do cromossomo
Y.

A maioria das neoplasias degenerat ivas se
desenvolve entre a idade de 15 e 30 anos (Manueal et al.,
1976). 0 risco de tumorizagao aumenta sensivelmente com a
idade, podendo aproximar-se de 70%. Portanto, a deteccdo
precoce de material do cromossomo Y nessa populagdo, pode
reduzir, por meio de cirurgia profilatica, o vrisco de
gonadoblastoma.

Nas técnicas «citogenéticas, o cromossomo Y é
geralmente identificado apds colorag3o com banda @, atraveés
da intensa fluorescéncia emitida pela regiSo heterocromatica
do brago longo (Ygql2). Entretanto, alteragfes estruturais do
cromossomo Y, podem ocorrer nessa regiao e resultar na perda
desta caracteristica, tornando impossivel determinar se o
cromossomo marcador origina-se do cromossomo X ou do
cromossomo Y.

Portanto, n3o0 podemos eliminar a possibilidade de
que exista DNA do cromossomo Y, simplesmente pela auséncia
desta regi3o na analise citogenetica. Alem disso, em
pacientes com disgenesia gonadal, frequentemente

encontramos mosaicismo celular, com uma das linhagens
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apresentando um ou mais cromossomos Y, integros ou
deficientes, n3o detectaveis pela citogenetica.

Ha também que se considerar que, fora a regiao
fluorescente brilhante da heterocromatina, tanto a}
cromossomo Y como o cromossomo X, bandeiam pobremente com
técnicas de banda G e G, dificultando muito a distingao
entre eles, quando s3o deficientes.

As teécnicas da biologia molecular podem, pela
analise direta com sondas de DNA Y-especificas, complementar
eficientemente o estudo citogenético, para a caracterizac3o
de cromossomos marcadores.

Apesar de n3o ter sido ainda identificado o fator
genético que desencadeia o tumor em gbnadas anormais, existe
a sugestao de que este gene localiza-se na pPOYrGao
eucromatica n3o fluorescente do brago longo do cromossomo Y
(Page, 1987).

Baseado no exposto acima, nos utilizamos, na
analise de pacientes com disgenesia gonadal e fenodtipo
feminino, um painel de sondas Y-especificas, visando cobrir
a extens3do maxima do cromossomo Y.

As pacientes de nossa amostra, foram divididas em
3 grupos, de acordo com o caridotipo presente. Aquelas com
cromossomo marcador, ou em anel {(grupos I e 1III), foram
analisadas com o objetivo principal de determinar se o
cromossomo com alterac3o estrutural era derivado do

cromossomo Y. Nas pacientes que apresentavam uma das



linhagens celulares, com um oOu mais cCcromossomos Y,
aparentemente 1integro pelos métodos citogenéticos (grupo
I1), pretendemos estabelecer o nivel minimo de mosaicismo
detectavel pelas técnicas empregadas. Entretanto, como a
taxa de mosaicismo foi muito constante na nossa amostra,
analisamos também misturas de DNA masculino e feminino com
quantidades diferentes criando, pPor assim dizer, "mosaicos
artificiais'.

A primeira parte deste trabalho, consistiu na
analise do DNA das pacientes pelo método de Southern. Os
casos de 1 a 4 do grupo I foram negativos em todas as
hibridiza¢bes realizadas ( Tabela III). Dada a diversidade
das sondas Y-especificas que empregamos, pode-se afirmar,
com grande margem de seguran¢ga que, nhesses Casos, O
cromossomo marcador n3o € derivado do cromossomo Y. Com
relag3o ao caso 9 do grupo I, certamente podemos afirmar
que, O cromossomo marcador originou-se do cromossomo Y, pois
sequeéncias de DNA especificas para este cromossomo, foram
detectadas com todas as sondas utilizadas (Tabela III).

Esses resultados conduziram a gonadectomia, no
caso 5, e o material foi encaminhado para analise
citogenética, revelando que a porcentagem de mosaicismo,
envolvendo o cromossomo marcador na gdnada, apresentava
niveis bem inferiores daqueles verificados no sangue

periferico (gonada 7% e no sangue 60%).
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Esta observag3o justifica a diferenciagc3o feminina
ocorrida neste caso, apesar da porg3o do cromossomo Y
presente ser suficiente para induzir a forma¢3o do

testiculo.

Os €asos do grupo II (com cromossomo Y
aparentemente integro) mostraram-se positivos, como o
esperado, para todas as sondas Y-especificas (Tabela IV ).
Assim, o0s resultados obtidos nas pacientes do grupo I e 1II
sugerem que, o0 fenotipo feminino observado nesses casos,

reflete a distribuig83o da linhagem celular XY na gonada.

Na analise das pacientes do grupo III, com
mosaicismo na qual esta presente um cromossomo em anel,
nenhuma sequéncia de DNA especifica paré o cromossomo Y foi
detectado. Como os cromossomos em anel observados em nossa
amostra apresentam tamanho consideravel, os resultados
indicam que, estes cromossomos n3oc se originaram a partir
do cromossomo Y, sendo provavelmente derivados do cromossomo
X. Nessas pacientes, portanto, n3o sugerimos a realiza¢3o da
gonadectomia,

Com o objetivo de se determinar qual o nivel de
mosaicismo minimo detectavel, e qual a melhor sonda para ser
utilizada no método de Southern, analisamos os ''mosaicos
artificiais", preparados a partir de misturas de DNA
masculino e feminino.

O0s resultados obtidos, a partir deste experimento

(Tabela Vi), permite-nos concluir que a metodologia
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empregada e de alta sensibilidade, pois € capaz de detectar
mosaicismo celular com 95% do DNA gendmico feminino e
somente 5% do DNA genOmico masculino, hibridizado com a
sonda pDP?7. Esta sonda tem sido indicada por varios autores
como sendo a mais eficiente na detec¢3ao de baixos niveis de
mosaicismo (Stalvey & Erickson 1987,1988), pois aléem de
detectar sequéncias‘repetidas do cromossomo Y, o que aumenta
sua sensibilidade, est3ao localizadas na regido centromética
normalmente presente num cromossomo marcador estavel.

Portanto, a sonda pDP97 & a mais conveniente para
analise em rotina de pacientes com baixo nivel de mosaicismo
da linhagem XY ou com cromossomos marcadores t3ao pequenos
que contenham somente a regido centromérica e
paracentromérica. As demais sondas devem ser utilizadas na
analise subsequente das pacientes com hibridiza¢3o0 negativa
para as sondas PpDP%?7, bem como naquelas pacientes com
suspeita de apresentarem DNA do cromossomo Y translocado
para o cromossomo X ou autossomos.

0 nivel de sensibilidade de 5%, estabelecido em
nosso trabalho, esta em conformidade com outros estudos da
literatura, que tambem encontraram niveis semelhantes
(Stalvey & Erickson,1987,1988).

Vale a pena destacar que nos casos 2 e 3 do 9rupo
I 0o cromossomo marcador n3o foi detectado como derivado do
Y, como esperado, uma vez, a frequencia desta linhagem no

sangue periferico, material utilizado para a analise do DNA,



estava abaixo do nivel minimo de sensibilidade (4% no caso &
e 1% no caso 3).

Em casos como estes, nem a analise de DNA pelo
método de Southern, nem métodos citogenéticos podem
excluir, com seguranga, 0 risco de gonadoblastoma. Uma vez
que n3o se consegue afastar, com seguranca, a presen¢a de
DNA do cromossom VY nestes casos, a realiza¢3o ou n3o da
gonadectomia deve se basear em critérios clinicos.

Na tentativa de se padronizar um método pratico
para ser utilizado em rotina no diagndstico de tais
pacientes, nods realizamos inumeros experimentos com sondas
Y-especificas, hibridizadas com DNA gendmico aplicadas ao
filtro de nylon pelo método de dot blot. Esse meétodo
além de ser mais rapido, quando comparado com o método de
Southern, apresenta também um custo mais baixo pois nao
utiliza enzima de restrig3o e material de eletroforese, uma
vez que o DNA n3o e digerido.

Nos nossos experimentos, a unica sonda capaz de
discriminar DNA gendmico masculino do feminino € a sonda
PY3.4. Esta sonda, altamente wutilizada na rotina de
determinac3o0 do sexo fetal, nSo € ideal para caracterizac¢3o
e identificag3o de cromossomos marcadores, pois detecta
sequéncias derivadas da regi3o heterocromatica, usualmente
muito variavel.

A sonda pDP97, que apresenta alta sensibilidade e

especificidade em Southern, em dot blot n3o foi <capaz de
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discriminar DNA de origem masculina do de feminina. Como
pode ser observado na figura 6 C, a sonda pDP97 € capaz de

detectar sequéncias de DNA, tanto no homem, como na mulher

normal . A especificidade desta sonda decorre do padriao
observado quando o DNA gendmico € digerido, o que n3o
acontece no metodo de dot blot. Embora exista uma

publicag3o que relata ser possivel a discriminagd3o, devido a
alta estringéncia utilizada por meio de lavagens com baixa
concentrag3o de sal e alta temperatura (Stalvey & Erickson,
1987), nds n3o conseguimos repetir estes resultados em nosso
laboratdrio.

Ficou demonstrada, através dos resultados obtidos,
que em pacientes com alto risco de desenvolver
gonadoblastoma, a analise molecular, juntamente com a
citogenética, devem ser utilizadas para exclus3o ou
confirmacd3o de DNA do cromossomo Y. Este diagnodstico e
fundamental, pois, dele depende a conduta medica a ser
adotada.

Embora este diagnostico ainda n30 possa ser
realizado com seguran¢a, em 100% dos casos, o isolamento do
gene responsavel pelo gonadoblastoma permitira a utilizag3do

de sonda especifica para esta regisoc do cromossomo Y.

Além disso, o0 conhecimento da sequéncia de
nucleotideos do gene OGBY, possibilitara a sintese de
oligonucleotidios, que poderio ser empregados como

iniciadores na tecnica de amplificag¢3o génica (PCR)
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aumentando, ainda mais, 0os nivels de sensibilidade e

especificidade.



CONCLUSGES
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A hibridiza¢30 com sondas Y-especificas
permite detectar a origem de
cromossomos com aberra¢des estruturais
nao esclarecidas pelos mét odos

citogenéticos.

Nos casos onde os métodos moleculares
e/ou citogenéticos n3o podem excluir a
presenga de DNA do cromossomo Y em
pacientes com risco de gonadoblastoma,
a indica¢3ao de gonadectomia deve se

basear em critéerios clinicos.

0 nivel minimo de mosaicismo, no qual é
possivel se identificar com seguran¢a a
linhagem celular com material do
cromossomo Y, pelo método de Southern

com a sonda pDP97, & de 5%.

Nas condi¢Oes utilizadas, o metodo de

dot blot se mostrou eficiente para a
discriminagao entre o DNA de origem
masculina # feminina, somente quando a

sonda empregada foi a pY3.4.
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Entre as pacientes com disgenesia gonadal
aquelas que contém um ou mais cromossomos Y, integros ou
nao, em seu genoma, apresentam um risco aumentado em 15-25%
de desenvolver uma forma rara de neoplasia gonadal, o
gonadoblastoma.

Este tumor pode ser evitado pela gonadectomia
precoce, sendo portanto de extrema importancia a detec¢3o
precisa de material do cromossomo Y nestas pacientes.
Entretanto, individuos com gonadas disgenéticas
frequentemente exibem mosaicismos com uma das linhagens
celulares apresentando cromossomo Y, ou fragmentos
cromossOmicos, nao identificaveis ao nivel citogenetico.

Com o objetivo de se estébelecer um metodo simples
e sensivel para a detec¢dao de material do cromossomo Y nas
pacientes com disgenesia gonadal, nds hibridizamos o DNA
destas pacientes com um painel de sondas de DNA Y-
especificas.

Foram analisadas quatorze pacientes com estigmas

turnerianos e cujos cariotipos incluem uma linhagem celular

45, X, além de uma segunda populag3o de células com
constituigio heterogénea. Quanto a segunda populagio
celular, as pacientes se distribuiram da seguinte maneira:

cinco apresentaram cromossomo marcador (45,X/46,X,+mar),
quatro pacientes exibiram cromossomo em anel (45,X/46,X,r(7?)
e nas cinco restantes o cromossomo Y era aparentemente

integro.
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Nossos resultados evidenciam que a analise
molecular, em associac30 com a citogenetica, apuram o nivel
de sensibilidade para a detec¢do da presen¢ca de material do
cromossomo Y. Pelo método de Southern é possivel detectar
material genético de origem masculina quando este

representa no minino 5% do DNA analisado.



SUMMARY



Among patients with gonadal dysgenesis, those with
normal or altered Y chromosomes in their genome have an
increased risk (15-25%) of developing a rare form of
gonadal neoplasia, the gonadoblastoma.

This tumor can be prevented by early gonadectomy,
therefore the precise detection of Y-chromosomal material is
extremely important. However, individuals with gonadal
dysgenesis frequently exhibit mosaicism with a cell line
containing Y chromosome or chromosome fragments that cannot
be diagnosed by cytogenetics analysis.

In order to establish a simple and sensitive
method to detect Y-chromosomal material in patients with
gonadal dysgenesis, we have hsbriaized their DNAs with a
panel of Y-specific DNA probes.

Fourteen patients with Turner stigmata were
analysed. Their karyotypes include a 45,X cell line and a
second cell population with heterogeneous constitution.
Concerning the second cell population, the patients were
distributed as the following: five presented a marker
chromosome (43,X/746,X, +mar), four exhibited a ring
chromosome (45,X/46,X,r(?) and the other five the Y
chromosome was apparently normal (45,X/46,XY).

Our results showed that the molecular approach in
association with cytogenetics, can increased the level of
accurancy and sensibility for detection of Y-chromosomal

material. By the Southern blot method we are able to detect
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male genetic material when it 1is present in at least 5% of

the analysed DNA.
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Anexo I

Valores séricos normais para as determina¢des hormonais

FSH - Hormonio Foliculo Estimulante
Mulheres
Fase folicular ........ 5 a 20 mul/ml
Meio ciclo .. ...... 15 a 30 mUl/ml
Fase lutea  ........ 5 a 15 mUI/ml
Menopausa .. ...... 50 a 1060 mUI/m]
LH - Hormonio Luteinizante
mulheres
Fase extra ovular C @ a 50 ng/ml
Meio do ciclo . ...... 135 a 530 ng/ml
Fase pre e pos menopausa. B0 a 450 ng/ml
Fase folicular ........ 1,2 a 12,5 mUI/ml
Fase ovular . ....... i2 a 82,2 mUI/ml
Fase ldutea — ........ 2,4 a 19 mUI/ml
menopausa . ....... 14 a 48 mUI/ml

Testosterona ... 2,27 a 1,1 ng/ml



Progesterona

T3

T4

TSH

Prolactina

GH

Fase folicular
Fase lutea

Menopausa

........ @,25 a

........ 2,59 a

........ ate
........ ba

....... ate

2,0 ng/ml

25,0 ng/ml

®,6 ng/ml

200 ng/ml

12,5 ng/ml

6 mUl/ml

a 25 ng/ml

7 ng/ml
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GRUPD I. Pacientes com cariotipo 45,X/46,X,+mar

Caso 1. JCO ,3 anos, com fenotipo feminino, foi encaminhada

ao Ambulatorio de Genética Clinica da Unicamp por apresentar

mal formacbes congénitas, febre crOnica e infec¢ido. Nao
apresentava ganho de peso . Na analise das metafases (32
metafases analisadas) foram observadas duas linhagens
celulares, uma 45,X e, a outra encontrada em 7B¥% das

celulas, 46,X,+mar.
Dados antropométricos: estatura 79 cm, peso % Kg.
Nos dados fisicos foi observado baixa implantacao
do cabelo, distancia intermamila} aumentada e nao foi
possivel wvisualizar o0s ovarios, o que pode ocorrer nesta

faixa etaria.

Caso 2. MLL, @20a ,fenotipo feminino, a paciente foi
encaminhada para o Ambulatdrio de Genetica da Unicamp por
nao apresentar evolugac no crescimento e convulstes. 0 exame
do cariotipo revelou 45,X/46,X,+mar, sendo que as celulas
com cromossomo marcador apareciam numa frequéncia de 4% (50
metafases analisadas)

Dados antropométricos: estatura 131 cm, peso 30Kg.

No exame fisico observou-se: pescogo curto e

alado, cubitus valgo, mamas em estagio de desenvolvimento II



igi

e com hipertelurismo, genitalia externa com clitoromegalia,
aumento de pilificacao pubiana, pelos axilares escassos,
hiperplasia de grandes labios, udtero pequeno. No exame de
ultrasonografia foi observado um dtero mediano de volume
reduzido nao sendo possivel identificar ovario.

Ac dosagens hormonais eram: T3 2 = 1.1 ng/ml; T4

48 mUI/ml;

B.9 wug¥%, FSH= acima 5@ mUI/ml; LH
progesterona = .1 ng/ml.

A paciente iniciou tratamento com hormonioterapia
e foi observado mudangas nos caracteres sexuais secundarios.

Na gonadectomia encontrou-se dtero hipoplasico,
gonada direita em fita e gdnada esquerda aparentemente
normal .

No exame anatomo-patolodgico foi observado que a
ginada direita apresentava um aspecto fibroso semelhante ao
de um estroma ovariano revestido de mesotélio mas,
desprovido de células germinativas. Presenga de nddulos
formados por células de Leydig e de fragmentos de estruturas
tubulares revestidas por epitelio cilindrico, sugestivo de
morfologia de epididimo. A gbnada esquerda apresentava
estroma com restos mesonefricos e aglomerados de ceélulas de
Leydig. Também estavam presentes porgcbes de trompa e de
epididimo.

Caso 3. RAM, 24 anos, fenotipo feminino, foi encaminhada ao
Ambulatdrio de Genética da Unicamp por apresentar amenorréia

primaria. A analise do cariotipo da paciente, incluindo
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banda G, revelou caridtipo 45,X/46,X,+G n3o fluorescente. A
linhagem de células com um cromossomo G extra aparecia numa
frequéncia de 1% (B3 metafases analisadas).

Dados antropométricos: estatura 14® cm, peso SiKg.

O0s dados clinicos demonstraram: estatura regular,
pescogD alado, cubitus wvalgo, mamilos hipocorados e
invertidos, pilifica¢8o0 axilar escassa, pilifica¢83o pubiana
em estagio III, coalescéncia de pequenos ldabios obliturando
o oOstio wvaginal, presenca de orificio puntiforme neste
loacal, infertilidade, idade dssea 14 anos e, nenhuma

anormalidade cardiovascular.

As dosagens hormonais eram: FSH = S@mUI/ml; LH =

53 mUI/ml
A paciente foi submetida a gonadectomia e o
material enviado para cariotipagem e exame anatomo-

patoldgico

0 exame anatomo-patoldgico revelou que a trompa e
a] ovario direito eram dois fragmentos constituidos,
predominantemente, por tecido fibroso vascularizado . Um
alongado e, o outro arredondado, elastico, pseudo-
acinzentado, medindo em conjunto 2 cm. Um dos fragmentos @
de estroma ovariano cortical desprovido de células
germinativas que apresenta um pequeno cisto e, aglomerado de
células hilares hiperplasicas. A trompa e o ovadrio esquerdo
eram um fragmento alongado, tendo uma das extremidades um

formato arredondado, medindo 2.5 x 1 cm. a trompa



apresentava microcalcificagat e owvario com estruturas
similares a epididimo.
0 cariotipo das gdnadas revelou que 100Y% das

celulas eram 45,X (100 metafases analisadas).

Caso 4. AR, 20 anos, fendtipo feminino foi encaminhada ao
Ambulatorio de Genética clinica da Unicamp e apresentava
cariotipo 45,X/464,%,+mar . sendo o cromossoma marcador um
fragmento metacéntrico nao identificado como Y com coloragao
em banda Q@ (32 metafases analisadas).

DOs primeiros dados fisicos demonatraram um

deéeficit de crescimento, cubitus valgo, baixa implantaglo do

cabelo, manchas no corpo, pilificag3o axilar e pubiana
escassa, mamas com tecido glandular e de volume aumentado,
obesidade, pubarca, desenvolvimento de caracteres sexuailis
secundarios lentos. Apds hormonioterapia com estrogenos

conjugados apresentou desenvolvimento do bot3c mamario e
pilifica¢ad pubiana, além de um crescimento lento.

Um segundo exame revelou clitoromegalia, abdome
sem massa palpavel, pele com presenca de lesBes queratinosas
e verrugosas, pelos pubianos em estagio II, orelhas
obliquas, genitdlia infantil e, sem anormalidades
cardiovasculares.

Na ecografia foi observado JUtero de pequenas

dimenstes, paredes regulares, sem conteddo. Ovarios apenas
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visibilizados, filiformes. A linha média apresentava uma
pequena estrutura sdlida, correspondente a um utero
rudimentar.

Az dosagens hormonais eram: T3=205 ng%; T4 =14ug¥%;
LH= 430 ng/ml; FSH= &45mUI/ml.

Antigeno H-Y negativo. A paciente menstruou por
dois dias em agosto de 1987.

Foi indicado gonadectomia.

Caso S. Cs0, 24 anos, fenotipo feminino, paciente
encaminhada por apresentar amenorréia primaria ao Depto. de
Medicina da EPM - disciplina de Enﬁocrinologia. Em 40% das
metafases (32 analisadas) a partir de cultura de linfdcitos
ehcontrou-se um pequeno cromossomo marcador. Assim a
paciente & um mosaico com as linhagens 45 ,X/464,X+mar O
caridtipo foi estudado através de banda G e coloragio
convencional.

Dados antropométricos: estatura 144 cm,
envergadura 144 ; peso 44 Kg.

0 exame fisico revelou baixa estatura, distancia
intermamilar normal, infec¢des urinarias de repeticao desde
a infancia.

A ultrasonografia observou-se utero hipoplasico e

05 ovarios nao foram definitivamente localizados.
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As dosagens hormonais eram: LH = 12.5 mUI/ml; FSH
= 28.5 mUI/ml; GH = basal 5.2 e 180 apds indu¢3o com
clonidina = 13.7 mUI/ml; TSH basal = 2.2 mUI/ml e 120°
apds indugio com TRH = 4.3 mUI/ml; T3 = 187 ng/ml e T4 =
11,9 ug/ml.

Foi realizado gonadectomia e a] material
encaminhado para exame de cariotipo no qual observou-se que

7% das células apresentava cromossomo marcador.

GRUPO II. Pacientes com cariotipo 45,X/46,XY ou 45,X/47,XYY

Caso é. RFM, 23 anos, fenotipo femenino, encaminhada ao
Ambulatdrio de Genética clinica da Unicamp por apresentar
baixa estatura e amenorréia primaria.

A analise das metafases do sangue periférico
revelou © cromossomo Y em &0% das ceélulas, sendo assim, a
paciente & um mosaico do tipo 45,X/44,XY (5@ metafases
analisadas).

Ao exame fisico observou-se: cubitus valgo,
pescoco hormal, mamilos pré-puberes, hipoplasia dos pegquenos
e grandes labios, pelos axilares ausentes, pelos pubianos em
estagio de desenvolvimento I1I, desenvolvimento de

caracteres sexuais secundarions, clitoromegalia.



Dados antropomeétricos: estatura 14¢ cm, peso 46
Kg.

No exame de ecografia bidimensional foi
observado Jdtero de volume bem reduzido, textura homogénea,
cavidade wvazia, anexos nhao visibilizados, rim direito n3o
localizado.

As dosagens hormonais eram: T3 = 2414 ng¥%; T4 = 1@

ug¥, FSH = 5@ mUI/ml; LH 56 mUI/ml; testosterona =
®.3%2 ng/ml.
A paciente menstvruou sem irregularidades apds a

hormonioterapia com progesterona.

0 material da gonadectomia foi encaminhado para

realizac¢3o de exame anatomo-~patolodgico e caridotipo de
gdnadas. 0 exame anatomo-patologico revelou ovario
disgenetico com celulas hilares. Trompa uterina sem

alteragbes histoldgicas.
0 cariotipo da gonada revelou que a linhagem 46, XY
estava presente em 35% das celulas da gbnada direita e 15%

das celulas na gdnada esquerda.

Caso 7. AFC, 13 anos, fenotipo feminino, encaminhada ao
Depto. de Pediatria da EPM por apresentar amenorréia
primaria. Na analise das 50 metafases estudadas através de

colorag2o convencional, banda G e banda @ foram encontrada

duas linhagens celulares sendo uma 45,X e outra 46, XY,
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presente em 64% das células. O cromossomo Y foi evidenciado
com banda distal fluorescente.

Nos dados fisicos foi observado: baixa estatura,
implantagao baixa do cabelo, cubitus valgo, pescogo curto,
hipertelorismo mamario, amenorreéia primaria

Dados antropométricos: estatura 123 cm,
envergadura 123 cm, peso 31 Kg.

Na ultrasonografia nao foi visualizado dtero e nem
ovario.

A paciente foi submetida a gonadectomia e foram
observadas duas fitas ovarianas, restos de tuba uterina e

auséncia de utero.

Caso 8. MMS, 19 anos, fendtipo feminino, encaminhada ao
Ambulatorio de Geneética clinica da Unicamp por deficiéncia
no crescimento. Na analise de 32 metafases foi observada a
presenga de material do cromossomo Y em S5@0% das células
analisadas sendo, portanto, a paciente um mosaico do tipo
45, X/47 , XYY .

O0s dados clinicos revelaram: cubitus valgo,pescogo
curto, implantag3oc do cabelo normal, estatura baixa, pele
seca e descamativa, escassez de tecido glandular mamarioc e
auséncia de bot3ao mamario, nevos na face, tendéncia a
obesidade, pilificacfo axilar aumentada, pilificag¢ac pubiana

aumentada, genitalia externa normal com discreta hipoplasia
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de peguenos e grandes labios, amenorréia primaria.
Dados antropométricas: estatura 129 cm, peso 32 Kg.

A ultrasonografia revelou 1ligamentos redondos
atrdficos, auséncia de utero, auséncia de gdnadas

As dosagens hormonais eram: T3 =140 ng¥%; T4 = 8.0
ug¥

A paciente foi submetida a gonadectomia e o
material encaminhado para exame anatomo-patoldgico e
cariotipo de gbnadas.

0 exame anatomo-patoldgico revelou que a paciente
nao apresentava tecido gonadal apenas, tecido fibroso
vascularizado com nédulo calcificado. Auséncia de foliculo
pvariano e células germinativas

0 caridtipo das gdnadas revelou presenga de
material de cromossomo Y em 1@% das células analisadas,
tanto na gbnada esquerada como na direita (14 metafases

analisadas).

Caso 9. MP, 25 anos, fenotipo feminino, encaminhada ao

Ambulatdrio de Genetica clinica da Unicamp por apresentar

amenorreia primaria. A analise do cariotipo revelou um
mosalicismo com 6&% das celulas contendo material do
Ccromossomo Y, portanto, com cariotipo 45,X/46,XY (32

metafases analisadas).
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Ao exame fisico observou-se: baixa estatura, areas
de aplasia do couro cabeludo que era de alta implantagao,
aparecimento espontdneo de caracteres sexuais secundarios,
clitoromegalia e, sem alteragbes cardiovasculares..

As dosagens hormonais revelaram FSH baixo.

Dados antropométricos : estatura 140 cm,

enhvergaadura 155 cm, peso 52 Kg.

Caso 10. 0SB, 2@ anos, fenotipo feminino, encaminhada por
apresentar deficiéncia de crescimento. Na analise de 32
metafases do sangue periferico foi observado a presenca de
material de cromossomo Y em 90% das células, portanto,
cariotipo 45,X/46,XY.

Os dados <clinicos demonstraram : pescogo alado,
cubitus valgo, hipoplasia mamaria, mamilos invertidos,
hipertrofia de clitoris, pilificac@o longa, himem ausente,

sinais caracteristicos da sindrome de Turner.

Dados antropométricos: estatura 140 cm ; peso 41
Kg

Na ultrasonografia pélvica n3c foi observado
dtero, em sua topografia observa-se presenga de massa

sdlida, fina, alongada, ecotextura homogénea, medindo 3.9 x
.4 w 1.8 cm com volume de 1.2 cm cubicos, sugestivo de

dtero rudimentar. Anexos nao visivilizados.
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As dosagens hormonais eram: FSH =143 mUI/ml; LH

62 mUI/ml, TSH = 2.3 mUI/ml; prolactina = 22.8 ng/ml; T3
243 na¥; T4 = 11 .4 ug¥%

A paciente foi submetida a gonadectomia e o
material encaminhado para exame de caridtipo de gbnadas e
exame anatomo-patoldgico.

No exame anatomo-patoldgico observou-se ovarios
em fita e como dtero, apenas uma dobra de tecido.0 caridtipo
da gdnada revelou material de cromossomo Y em &% na gdnada
direita (100 metafases analisadas)e 2.3% na gdnada esquerda

(747 metafases analisadas).

GRUPO III. Pacientes com caridtipo 45,X/46,X,r(?)

Caso 11. ESR, 1@ anos, fenotipo feminino, encaminhada ao
Depto. de Pediatria da EPM por apresentar deficiéncia no
crescimento.

Na analise de 5@ metafases, por métodos de
colorag3ao convencional e banda G, foram encontradas duas
linhagens celulares. Uma das linhagens era 45,X e a outra
46 ,X,r(?), sendo a linhagem com cromossomo em anel
observada em 32% das metafases

Nos dados fisicos foram observados: baixa

estatura, pescogo curto, cubitus valgo,baixa implantagio do



cabelo, hipertelorismo mamari, nenhuma anormalidade
cardiovascular.
Na ultrasonografia n3o foi possivel wvisibilizar

ovarios.

Caso 12. CSC, 19 anos, fendtipo feminino, encaminhada ao
Depto. de Pediatria da EPM por apresentar baixa estatura.

Na analise de 50 metdfase através de banda G e
por colorag3o convencional foram encontradas duas linhagens
celulares . Além da linhagem 45,X foi encontrado em 28% das
metafases estudadas uma outva linhagem celular 44,X,r(7?)

Os dados <clinicos revélaram baixa estatura,
pesco¢co curto, implantagdo baixa do cabelo, cubitus wvalgo,
hipertelorismo mamario, pelos pubianos em estdagio II e, sem
anormalidades cardiovasculares.

Dados antropométricos . estatura 123 cm,

envergadura 124 cm, peso 3@ Kg.

Na ultrasonografia n3o foi possivel wvisualizar
ovarios.
Caso 13. APSS , i3 anos, fenotipo feminino, encaminhada ao
Depto. de Medicina - Disciplina de Endocrinologia da EPM por

apresentar baixa estatura.
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Verificou-se em 66% das células o cariotipo
446,X,r(?)Y e nas demais celulas, 45,X cromossomos. Este
resultado foi obtido pelos metodos de coloragiao convencional
e por banda G.( 50 metdafases analisadas) 0 cromossomo em
anel mostra-se nio fluorescente em banda G e no bandeamento
C apresenta uma unica marca¢ao que corresponde ao

centromero.

0s dados <clinicos revelaram: baixa estatura,
baixa implantag3o do cabelo, cubitus wvalgo, amenorreia
primaria, hipertelorismo mamario, escassez de pelos

pubianos, sem anormalidades cardiovasculares. .

Dados antropométricos: estatura i23 cm,
envergaadura 119 cm.

A paciente foi t ratada com hormonioterapia.

Na ultrasonografia observou-se udtero com dimensdes
reduzidas, ovario direito com 1,2 x 00,7 cm e ovario

esquerdo com 1,5 x 8,9 cm.

Ais dosagens hormonais eram: LH = 23 mul/ml;
Testosterona = 64 ng/dl; T4 = 11 .5 ng/dl; TSH = 2mUI/ml .
Caso 14. SHS, 6 anos, fenotipo feminino, encaminhada ao

Ambulatorio de Genética clinica da Unicamp por apresentar
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor. A analise de 150
metafases a partir de sangue periferico revelou a presenca
de uma linhagem 446,X,r(?) em 21i% das ceélulas, além da

linhagem 45,X.
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Os dados c¢linicos revelam orelhas com baixa
implantagio, pescogo curto e acentuado retardo no
desenvolvimento estatural.

Dados antropométricos : estatura 5% cm, peso 45
Kg.

As dosagens hormonais evam: T3 = 217 ng/dl; T4 =

7.7 ug/dl ; TSH = 8.3 mUI/ml.
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Os dados clinicos revelam orelhas com baixa
implantacgao, pescogo curto e acentuado retardo no
desenvolvimento estatural.

Dados antropométricos : estatura 59 cm, peso 45
Kg.

As dosagens hormonais eram: T3 = 217 ng/dl; T4 =

7.7 ug/dl ; TSH = 8.3 mUI/ml.
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Anexo I1I

Solugdes

Tampi3o TEB, pH 8,0

Trizma base (sigma T-150%9) ........ 106,8g/1
acido Bdérico ... 5,5g/1
EDTA ®@,2 M L. 10,0g/1
20 X 8S8C

Cloreto de Sodio ... 3,0 M
Citrato de Sddio ... ..., 0,3 M

80luggoo de Denhardt’'s

Polivinil-pirvrolidona (PVUD-360) ..... 2g/1060ml
Ficoll 406 ... 2g/106ml

BSA (Sigma A-4378)) .. .. 2g/100ml



