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Introducao

Sindrome de Turner

Descrita por Henry Turner em 1938, a sindrome de Turner caracteriza-se classicamente por
um fenétipo feminino associado a baixa estatura, infantilismo sexual com amenorréia primaria e

esterilidade, além de diversas malformag¢des somaticas.

Polani ef al. (1954) constataram a auséncia do corpusculo de Barr em certas pacientes que
apresentavam agenesia ovariana, porém, somente em 1959, Ford ef al. observaram o cariotipo 45,X
nessas pacientes, descrevendo a primeira anomalia dos cromossomos sexuais. Posteriormente,
foram detectadas outras aberragdes envolvendo esses cromossomos, com quadro clinico muito
semelhante ao das pacientes 45,X, e que também estdo incluidas entre as constituigdes
cromossomicas da sindrome de Turner. Kleczkowska et al. (1989), estudando 478 portadoras de
sindrome de Turner atendidas no decorrer de 24 anos, verificaram que 52% apresentavam caridtipo
45,X, 11% eram mosaicos 45,X/46,XX, 5% mosaicos 45,X/47, XXX, 16% isocromossomos de
brago longo ou curto do cromossomo X, 4% correspondem a cromossomo X em anel, 8% a outras
aberragOes estruturais do cromossomo X, e 4% a mosaicos 45,X/46,XY. Essa variabilidade
cariotipica determina uma grande variabilidade fenotipica, dificultando o diagndstico clinico, até
mesmo para especialistas da area. Na verdade, em alguns casos, a baixa estatura pode ser o Gnico

sinal clinico detectavel.

Além do infantilismo sexual, a baixa estatura é uma caracteristica basica da sindrome de
Turner. Costuma ser observada desde o nascimento, mantendo-se, em geral, mais de dois desvios
padrdo abaixo da média. H4 uma combinagdo de retardamento de crescimento intra-uterino com
declinio gradual da velocidade de crescimento durante a infancia e auséncia do estirdo puberal,

sendo observado, via de regra, atraso de maturagdo Ossea.

Ao exame fisico, sdo comuns diversos sinais dismorficos, tais como face triangular, fendas

palpebrais obliquas para baixo, palato em ogiva, retrognatismo, pavilhdes auriculares inclinados



para tras, implantagdo de cabelos na nuca e em tridente, pescogo curto com pregas pterigonucais
(pescogo alado), térax em escudo com aumento do didmetro &ntero-posterior, distancia
intermamilar aumentada, encurtamento de quarto e quinto metacarpianos e metatarsianos, unhas
hiperconvexas e nevos pigmentados principalmente em face, antebraco e térax. Na crian¢a recém-
nascida, é caracteristica a triade baixa estatura, linfedema de mdos e pés e excesso de pele no

pescogo (de Grouchy e Turleau, 1984).

Sdo freqiientes as malformagdes cardiovasculares (em 50% dos casos), predominando a
coarctagdo da aorta. Recentemente, apds a introdugdo da ecocardiografia, verificou-se que existe
também uma alta incidéncia de valvula aortica bicuspide nessas pacientes (Lippe, 1991). Segundo
Litvak ef al. (1978) as anomalias renais e/ou do sistema urinario coletor sdo ainda mais freqiientes
(35 a 70% dos casos). Além disso, sdo comuns o estrabismo, a miopia acentuada e a hipoacusia
neurossensorial. H4 um aumento na incidéncia de doengas auto-imunes, em particular tireoidites,
que acabam por determinar hipotireodismo primario (Pai et al. 1977). O hipogonadismo
apresentado pelas portadoras de sindrome de Turner é de origem gonadal, acompanhando-se,
portanto, de niveis elevados de gonadotrofinas hipofisarias. Os ovarios sdo substituidos por tecido
fibroso (goénadas em fita), com auséncia de elementos da linhagem germinativa. A inteligéncia, em
geral, é normal (de Grouchy e Turleau, 1984), embora existam demonstragdes de que as pacientes
com sindrome de Turner tenham deficiéncia no desempenho em dreas especificas, tais como no
processamento espago temporal (Silbert et al. 1977), estabilidade de percepgdo (Nyborg er
al.,1977), coordenagdo visual-motora e aprendizagem motora (Waber,1979). Apesar de todos os
pesquisadores concordarem que existe um déficit cognitivo especifico, as areas de disfungdo
cognitiva presumida diferem de um relato para outro. Deve-se levar em conta, ainda, que a
portadora da sindrome de Turner, devido a baixa estatura e ao hipogonadismo, tende a ser tratada
de maneira infantilizada pelos demais, o que certamente prejudica sua auto-imagem e seu

desempenho social.

O tratamento dessas pacientes consiste na administragdo de estrégenos e progestagenos para
induzir o surgimento de caracteres sexuais secundarios e de ciclos menstruais. Atualmente, existe

uma tendéncia a postergar essa terapia de substitui¢do, e estimular a velocidade de crescimento com



o uso de hormdnio de crescimento, oxandrolona, e/ou estrogenos em dose muito baixa (Rosenfeld,

1992).

Em pacientes com caridtipo 45,X, assim como naquelas que apresentam cromossomo Y em
sua constituigdo cromossdmica, ndo se observa corplsculo de Barr (cromatina X) em nucleos
interfasicos da mucosa oral, o que indica, de imediato, a existéncia de aberragdo dos cromossomos
sexuais. Nos casos de mosaicismo e de alteragdes estruturais que coexistem com linhagens 45,X,
essa indicagdo € dada pela freqiiéncia de cromatina X abaixo do normal (< 15%) e, também, em
alguns casos, pela presenga de cromatinas duplas. Existem, porém, alteragGes estruturais em que se
observa cromatina X unica e com freqiiéncia normal. Sendo assim, embora a cromatina X seja um
exame de triagem extremamente util, ela ndo detecta a totalidade dos casos de alteragdes do
cromossomo X. Além disso, 0 que torna obrigatorio o estudo citogenético nas pacientes com
suspeita clinica de sindrome de Turner é a necessidade de se identificar aquelas com caridtipo

contendo um ou mais cromossomos Y, integros ou ndo, em virtude desses individuos possuirem um

alto risco de desenvolver tumores gonadais malignos (Vergnaud ef al. 1986).

O caridtipo 45,X é o mais freqiiente entre abortos espontaneos, estando presente em quase
9% deles (Hassold ef al. 1986). Existe um alto indice de sele¢do intra-uterina contra esses
conceptos (>95%), o que levou Kelly et al. (1992) a sugerirem que a sobrevivéncia de um feto com
sindrome de Turner exige a presenga de mosaicismo, embora esse nem sempre seja detectado.
Hassold e al. (1992) identificaram mosaicismo cromossdmico com linhagens 46,XX ou 46,XY
entre abortos espontidneos com sindrome de Turner, indicando que mesmo o mosaicismo ndo

assegura a sobrevivéncia até o término da gestagdo, de fetos com linhagem 45,X.

Na experiéncia de Hall ef al. (1982), o diagndstico da sindrome de Turner é feito, em cerca
de um ter¢o dos casos, no periodo neonatal, um ter¢o no decorrer da infincia, e o tergo restante na
adolescéncia. Além da grande variabilidade fenotipica e da grande dificuldade do ndo especialista
em reconhecer os sinais dismorficos presentes nessa sindrome, a escassez de servigos de Genética
Clinica e Citogenética Médica em nosso pais faz com que, entre nds, um nimero maior de pacientes

seja diagnosticado tardiamente.

Ao realizarmos o estudo citogenético de 38 meninas com baixa estatura proporcionada e

bom desenvolvimento neuropsicomotor, verificamos que 7 (18,4%) eram portadoras de aberrag¢Ges



dos cromossomos sexuais (Viguetti, 1991). Porém, em outros 14 casos nos quais o cariotipo foi
normal em cultura de linfocitos, encontramos uma freqiiéncia de cromatina X, em nucleos de
mucosa bucal, abaixo de 15%, sendo 8 deles abaixo de 10%. E possivel que algumas dessas
pacientes fossem portadoras de um criptomosaicismo com linhagem 45,X ndo detectdvel com a
metodologia utilizada. Isso poderia, em parte, ser devido a uma sele¢do in vitro, favorecendo a
linhagem 46,XX em pacientes que apresentam um cariotipo 45,X/46,XX. Assim sendo, seria
possivel que estudos citogenéticos realizados diretamente, sem cultivo, aumentassem a chance de
deteccdo desses possiveis mosaicismos. A hipotese da selegdo in vitro baseia-se em varios estudos

experimentais que serdo detalhados a seguir.



Mosaicismo e Selegao in vitro

Mosaicismo cromossdmico € definido como a presenga de mais de uma linhagem celular em
um individuo, sendo que todas as linhagens originaram-se de um unico zigoto. E frequente que o
mosaicismo envolva cromossomos sexuais, e esse fendmeno, por sua vez, é comumente observado

em pacientes com sindrome de Turner (Elias ef al. 1980).

A freqgiiéncia de casos aparentemente sem mosaicismo (45,X) em relagdo aqueles com
cariotipo 45,X/46,XX, 46,X,i(Xq) e 45,X/46,X,i(Xq) ¢ consideravelmente maior em fetos do que
em nativivos com sindrome de Turner (Hook e Warburton 1983; Hassold et al. 1988). Essa
observagdo, como ja foi dito anteriormente, tem levado a especulagdo de que a presenga de uma
segunda linhagem aumenta a probabilidade de sobrevivéncia até o termo e que a maioria, sendo
todos os individuos nativivos 45,X, originam-se de um erro mitdtico logo apds a formagdo do
zigoto; eles, na verdade, teriam caridtipo em mosaico, ndo detectavel pelos métodos convencionais
(Hook e Warburton, 1983; Hassold ef al. 1985; Connor e Loughlin 1989). Acredita-se, assim, que o
mosaicismo seja necessario durante a gestagdo, tendo um efeito protetor sobre o feto,
provavelmente pela presenga, em dose dupla, de alguns loci que se encontram no brago longo do

cromossomo X (Hook e Warburton, 1983).

A detecgdo de mosaicismo cromossomico depende de varios fatores, incluindo o nimero de
células analisadas (Hook 1977), o niimero e os tipos de tecidos estudados, as técnicas de cultura
aplicadas, e se existe ou ndo sele¢do in vivo ou in vitro contra uma das linhagens celulares (Procter

et al. 1984).

Segundo Held (1992), a detec¢do de mosaicismo pode ser aperfeigoada, substancialmente,
pela investigacdo de um segundo tecido, embora no estudo por ele realizado 20 a 25 % das
pacientes tenham permanecido com cariotipo 45,X. Esse autor sugere duas explicagdes para o fato
dessas gestagdes ndo terem sido perdidas precocemente. Uma delas seria a de mosaicismo
embriondrio presente em um Orgdo necessario a sobrevivéncia intra-uterina, mas ndo encontrado
nos tecidos investigados, como o mosaicismo confinado a placenta (Kalousek et al. 1987). A outra
hipdtese seria a de mosaicismo presente no inicio da embriogénese, com subseqiiente perda da

segunda linhagem celular durante o desenvolvimento embrionario. Recentemente, Fernandez ef al.



(1996) verificaram que o estudo de varias centenas de metafases por hibridizag¢do in situ, com
sondas especificas para os cromossomos X e Y, permitia que se detectasse uma segunda linhagem
na grande maioria dos casos em que o cariotipo convencional era 45,X. Em alguns individuos, o
nivel de mosaicismo em células de sangue periférico é tdo baixo que ndo chega a ser detectado por
técnicas de biologia molecular que fazem uso direto do DNA extraido dos leucdcitos, sendo
necessario multiplicar numericamente os segmentos de DNA em estudo por meio da técnica de

reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (Held et al. 1992).

Segundo Nielsen (1976), em individuos com mosaicismo cromossomico tem sido relatado
que a propor¢do das varias linhagens celulares modifica-se ao longo dos anos, sendo que em alguns
casos ocorre um aumento e em outros diminui¢do da freqiiéncia da linhagem normal. Entretanto,

em outros casos 0 mosaicismo parece estavel.

Varios grupos de investigadores tém estudado a cinética do crescimento in vitro e os
parametros do ciclo celular das células 45,X, com resultados inconsistentes. Hoehn et al. (1980) ndo
encontraram diferenga no tempo de duplicagdo da populagdo de células 45,X, quando comparadas
a células euplodides. Barlow (1972) e Kukharenco ef al. (1978) encontraram uma diminui¢do na
duragdo do ciclo celular de células 45,X, o que determinaria uma diminuigdo do tempo de
duplicagdo dessa populagdo de células, enquanto Simpson e Le Beau (1981) e Curé ef al. (1974)
chegaram a resultados inversos, segundo eles, o tempo de duplicagdo é prolongado em linhagens de
fibroblastos 45,X e naquelas com certas dele¢des do cromossomo X, quando comparadas a

linhagens 46,XX.

Verp et al. (1988) observaram, in vitro, a existéncia de uma desvantagem seletiva das
células 45,X e 46,X del (X)(pl1) que é consistente com os achados de Simpson e Le Beau sobre
tempo de geragdo celular e fase S prolongados em fibroblastos com essas constituigdes
cromossOmicas, e¢ também com estudos in vivo demostrando uma diminuigdo longitudinal
progressiva da linhagem celular anormal em criangas com mosaicismo cromossomico (Nielsen &

Krag-Olsen, 1980).

Quanto aos resultados contraditorios obtidos pelos outros pesquisadores com relagdo a
proliferagdo de células 45,X, esses podem ser atribuidos, como salientam Verp ef al. (1988), a

diferengas nas técnicas utilizadas. Kukharenko et al. (1978) empregaram o mesmo método da



porcentagem de mitoses marcadas (Quastler e Sherman, 1959), também usado por Simpson ¢ Le
Beau (1981), mas, ao contrario desses ultimos, como ja foi dito, encontraram um ciclo mitotico
mais curto para células 45,X. Entretanto, no trabalho de Kukharenko (1978) havia poucas mitoses
marcadas na segunda divisdo, fazendo com que a estimativa acurada do tempo de gera¢do tenha
sido dificultado. Além disso, as linhagens celulares utilizadas por esses autores estavam entre a 16°
e 23° passagem, o que significa que 50% do tempo de vida da cultura celular ja havia sido

completado. Ja Simpson e Le Beau (1981) usaram células que estavam entre a 2° a 8° passagem.

Barlow (1972) também havia encontrado um ciclo celular mais curto nas células 45,X, mas,
em seus experimentos, as células foram expostas a colquicina por 10 h, e, a seguir, a marca¢do com
timidina por 3h. Inibidores mitoticos tais como a colquicina ndo bloqueiam a populagdo inteira de
células mitdticas, nem bloqueiam as células indefinidamente. Portanto, células 45,X e 46,XX podem
ter sido bloqueadas diferencialmente, aumentando a proporgdo aparente de células mitoticas 45,X.
Além disso, 10 h seria um tempo relativamente curto para monitorar a dindmica de uma populagio

celular (Verp et al., 1988).

Por sua vez, tanto Hoehn et al. (1980) quanto Cure et al. (1974) determinaram o tempo de
duplicagdo celular por meio da andlise de curvas de crescimento. Esse método ndo mede o tempo
do ciclo celular diretamente, mas determina 0 aumento absoluto no namero de células. O tempo de
duplicagdo de uma populagdo obtido dessa forma, portanto, € uma fungdo da fragdo de células que
estd se dividindo, e do tempo de geragdo das células individuais. Um tempo de duplicagdo da
populagdo prolongado, como encontrado por Hoehn et al. (1980), tanto poderia ser o resultado de
um tempo de geragdo prolongado quanto de uma fragdo reduzida de células em divisdo. Além
disso, erros na contagem das células ou na inoculagdo dos frascos de cultura, assim como diferengas
na amostra (abortos espontineos, criangas e adultos) e no meio de cultura também podem ter
colaborado para os resultados contraditorios observados nos dois estudos em questdo (Verp ef

al.,1988).

O mecanismo pelo qual a auséncia de todo ou parte do cromossomo X conferiria
desvantagem seletiva de crescimento € desconhecido. Segundo Verp ef al.(1988), genes que
influenciam a duragdo do ciclo celular podem existir em ambos, brago curto e longo do

cromossomo X, analogos aos multiplos determinantes de estatura e manuten¢do ovariana no



cromossomo X. A auséncia ou perturbagdo de tais determinantes poderia prolongar o tempo de
geragdo celular, levando a uma desvantagem seletiva para células 45,X e del (X), mas o mecanismo
de agdo sobre o tempo de geragdo celular e a fase S é motivo de especulagdo. Uma possibilidade é
que no sexo feminino o produto do gene determinante do tempo de geragdo celular seja necessario
em dose dupla para a manutengdo de uma taxa normal de sintese de DNA. Esta hipotese implica,
também, em que tais determinantes escapem da inativagdo, ou que eles devem ser ativados no inicio

do estagio de desenvolvimento.

O tempo de geragdo celular prolongado poderia explicar o atraso de crescimento intra-
uterino, a placenta hipoplasica (Honoré et al. 1976), a baixa estatura e as anomalias somaticas
devidas ao numero diminuido de células durante a organogénese, e que sdo comumente observadas
em individuos com um cromossomo X ausente ou aberrante. Um controle rigido da duragdo do
ciclo celular poderia também ser crucial para o desenvolvimento do embrido. O tempo de geragdo
celular significativamente aumentado poderia interferir no inicio de processos criticos, resultando
em morte do embrido e aborto espontdneo. Os poucos conceptos que sobrevivem ao nascimento
podem ter distirbios menos graves no tempo de geragdo celular do que os conceptos 45,X que
resultam em abortos espontaneos (Verp et al. 1988). De fato, no trabalho de Cure ef al. (1974) o
tempo de duplicagdo prolongado encontrado em células derivadas de abortos espontaneos foi de 33

a 45h nas células 45,X, em contraposi¢io a 17 a 25h nas células 46,XX.

A observagdo de que a freqiiéncia de troca de cromatides irmds (TCI) é aumentada em
células 45,X e com anormalidades estruturais do X (Igbal ef al. 1984) também € consistente com a
hipétese de um tempo de geragdo prolongado. Logicamente, o ciclo celular aumentado, a
desvantagem seletiva e o atraso de crescimento fetal poderiam ser um mero efeito ndo especifico
do desequilibrio cromossomico (Mittwoch 1971). Entretanto, enquanto alguns pesquisadores tém
demonstrado um aumento na durag@o do ciclo celular em fibroblastos portadores de trissomias
autossdmicas em humanos (Kaback e Bernstein 1970; Schneider & Epstein 1972; Segal & McCoy
1973; Cure et al. 1974; Paton et al. 1974) e murinos (Hongell 1981; Hongell e Gropp 1982) ,
outros ndo tém encontrado nenhuma diferenga significativa com relagdo as células normais em
fibroblastos trissdmicos humanos (Kukharenko ef al. 1974; Hoehn et al. 1980; Kajii ef al. 1980;
Hassold & Sandison1983) e de murinos (Gropp 1982; Nielsen e/ al. 1985), e outros ainda



observaram uma diminui¢do no tempo do ciclo celular de células com trissomia do 21 (Heidemann
et al. 1983). Além disso, a gravidade do efeito sobre o ciclo mitdtico ndo tem correlagdo com a
quantidade de material cromossdmico envolvido, seja a mais ou a menos (Epstein, 1986). Portanto,
ao invés de um efeito genérico de desequilibrio cromossdmico, o mecanismo poderia ser
especificamente relacionado & deficiéncia do produto génico de determinantes do ciclo celular

existentes no cromossomo X (Verp ef al. 1988).

Uma estratégia para verificar se existe alguma alteragdo significativa na proporgdo de células
com um e dois cromossomos X, durante o cultivo de linfocitos realizado para se obter preparagdes
cromossOmicas, seria o estudo de nucleos interfasicos por meio de hibridizagdo in situ com sondas
especificas para o cromossomo X. O proximo tdpico, portanto, sera dedicado a essa nova

ferramenta de estudo em citogenética humana.
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Hibridizagdo in situ

A técnica de hibridizagdo in situ permite a detecgdo de seqiiéncias de acidos nucléicos, tanto
RNA quanto DNA, em preparagdes citologicas. Esse método foi aplicado, primariamente, no
mapeamento de sequéncias de DNA especificas de determinados cromossomos. Ele se baseia nos
estudos pioneiros de Gall e Pardue (1971), que utilizaram sondas de RNA ribossdmico 18 + 285

marcado para detectar esses genes no nucléolo de Xenopus laevis, e no estudo de Jones (1970), que

localizou DNA satélite nas regides heterocromaticas centroméricas de cromossomos de
camundongos. Estudos subseqiientes, por esses e outros investigadores, estenderam a aplicagdo
dessa técnica a0 mapeamento de outras seqiiéncias repetidas de DNA em genomas de diferentes
espécies.

Por meio dessa técnica, DNAs clonados podem ser utilizados como sondas na identificagdo
de outros segmentos de DNA ou de RNA com seqiiéncias de pares de bases que lhes sdo
complementares. Essa identificagdo baseia-se na habilidade da fita simples de acido nucléico
encontrar sua fita complementar em solugdo e renaturar ( ou hibridizar ) em uma perfeita dupla
hélice de ponte de hidrogénio. A sonda de DNA pode ser marcada radioativamente ou com algum
grupo quimico de facil detecgdo. Esse DNA é entdo desnaturado ( isto €, aquecido para separar as
duas fitas) e misturado com o acido nucléico-alvo, também desnaturado, que pode estar ligado a
uma membrana de filtro ou fixado em sua localizagdo original, em uma célula ou tecido. A mistura
de acidos nucléicos é entdo anelada, ou seja, ela é mantida numa temperatura abaixo da
temperatura de renaturagdo da dupla hélice nativa. Sendo assim, liga¢gdes formadas entre seqiiéncias
pareadas incorretamente tém vida curta, enquanto que seqliéncias com pareamento perfeito
permanecem estaveis. A taxa de renaturagdo depende da freqii€ncia de colisdo entre seqii€ncias
complementares que, por sua vez, depende da concentragcdo dessas seqiiéncias. Na técnica de
hibridizagdo in situ, a alta concentragdo da sonda de DNA marcado torna possivel detectar
seqiiéncias de acidos nucléicos complementares na preparagdo alvo com alta velocidade e
sensibilidade (Therman e Susman, 1994 ).

A hibridizag¢do in situ pode ser utilizada para identificar todo um cromossomo ou pequenas
regides destes, diretamente sobre preparagdes citoldgicas fixadas em lamina. O método usado para

detectar a sonda de DNA vai depender, entio, da marcagdo utilizada: radioativa ou por
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fluorescéncia. Se a sonda for marcada radioativamente (geralmente com tritium -3H, que decai
produzindo uma particula B de baixa energia), a ldmina é coberta com emulsio fotografica e
estocada no escuro para permitir a marcagdo radioativa dos grios de prata presentes na emulsdo. A
emulsdo fotografica é, entdo, revelada e os grdos de prata escuros marcam a localizagdo da sonda
ligada ao DNA-alvo. A resolugdo obtida por esse tipo de procedimento autorradiografico é
limitada, porque, ao decair, a particula B do atomo de 3H pode viajar alguma distancia antes de
atingir o grdo de prata. Desse modo, € freqiiente que grdos de prata sejam encontrados em um halo
com um raio de, aproximadamente, 0,5 pm ao redor do sitio marcado.

Uma resolugdo muito melhor é obtida com sondas que podem ser detectadas por
fluorescéncia. A sonda é um DNA no qual a timidina € substituida pela uracila biotinilada. Os
grupamentos biotina sobre esse DNA modificado ndo afetam sua propriedade de pareamento, mas o
tornam alvo de uma proteina que se liga especificamente a biotina, a avidina, encontrada em alta
concentragdo em ovo branco, ou a streptavidina, uma proteina similar produzida pela bactéria
Streptomices avidinii. Apés o DNA biotinilado ter hibridizado com a seqiiéncia complementar no
cromossomo, a avidina marcada com fluoresceina é adicionada. A fluorescéncia pode ser ainda
aumentada adicionando-se um anticorpo anti-avidina marcado com fluoresceina, o que permite a
formagdo de uma camada fina de moléculas fluorescentes ao redor do DNA marcado com a biotina.
Os segmentos do cromossomo assim marcados podem, entdo, ser visualizados em um microscopio
de fluorescéncia.

Meétodos para estudar cromossomos usando sondas ndo radioativas estdo aumentando
rapidamente (Trask, 1991; Lichter ¢ Ward, 1990). Sondas de DNA contendo bromodesoxiuracila,
digoxigenina, dinitrofenol, e outros grupos, podem ser detectadas por anticorpos fluorescentes
altamente especificos. Novas sondas nas quais os grupos fluorescentes estdo ligados diretamente a
sonda do DNA, estdo sendo desenvolvidas, eliminando a necessidade de adicionar uma molécula
fluorescente que se ligue a sonda. Essas técnicas estdo tornando possivel preparar um conjunto de
sondas especificas que “pintam” diferentes cromossomos, ou diferentes partes dos cromossomos,
em diferentes cores (Sasavage, 1992).

Segundo Litcher e Ward (1990), o fato da hibridizagdo in situ ndo isotopica ter se tornado
mais popular pode ser atribuido a varios fatores, tais como: a) as sondas podem ser modificadas

com “moléculas reporter” (por exemplo, biotina), tanto enzimatica quanto quimicamente, e sua
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detecc¢do, em geral mediada por proteinas ligadas as “moléculas reporter” (como a avidina), pode
ser obtida por diferentes caminhos conforme a necessidade experimental especifica; b) sondas
marcadas com fluorocromos podem ser visualizadas com microscopio de fluorescéncia e
quantificadas por aparelho de contagem de fotons; compostos pesados, tais como ouro coloidal,
podem revelar, de maneira mais precisa, a localiza¢do da sonda por meio de microscopia eletronica;
c¢) os sinais de hibridizagdo podem ser mais precisamente localizados do que sinais isotdpicos
capturados por uma camada de emulsdo, permitindo uma analise com resolugdo espacial superior ¢
com melhoria dos aspectos quantitativos e qualitativos; d) os métodos de detecgdo ndo isotdpicos
sdo consideravelmente mais rapidos do que os procedimentos autoradiograficos, e, em alguns casos,
como na detec¢do via quimiluminescéncia, podem ter maior sensibilidade; e) as sondas ndo
isotopicas sdo quimicamente estaveis e ndo sdo sujeitas a exigéncias de arranjos especiais; f)
diferentes sistemas de detecgdo de “moléculas reporter” podem ser utilizados para permitir a analise
simultdnea de varias sondas; g) uma variedade de procedimentos de amplificagdo podem ser
aplicados para aumentar a sensibilidade na detec¢do do material cromossdmico-alvo.

Deve-se salientar, ainda, que um microscopio de imagem digital pode fornecer
melhoramentos adicionais na detecgdo do sinal e no aumento adicional da taxa de sinal. Além disso,
a técnica de supressdo de hibridizagdo, que inibe os sinais de hibridiza¢do de elementos de sequéncia
altamente repetitivas, presentes em toda parte do genoma da maioria dos eucariotos, facilita o uso
direto de sondas de qualquer complexidade genética desejada, eliminando a necessidade de gasto
de tempo para subclonar sondas de sequéncia tnica (Lichter e Ward, 1990).

Em relagdo ao cromossomo X humano, a procura de sondas moleculares que permitissem a
sua identificagdo por hibridiza¢do in situ baseou-se no estudo das sequéncias de DNA alfa satélite.
A familia alfdide (ou alfa satélite) de seqiiéncias tem sido encontrada em todos os primatas e
hibridiza-se, preferencialmente, com a regido centromérica dos cromossomos (Singer, 1982). A
familia de DNA alfoide repetitivo humano consiste de longas unidades monoméricas que se
apresentam em arranjos em fandem, de 170 pares de base, e esta agrupada na heterocromatina
constitutiva dos cromossomos humanos (Wu e Manuelidis, 1980).

Os dados obtidos por Waye e Willard (1985) suportam a hipdtese de que os cromossomos

humanos podem ser caracterizados individualmente por subconjuntos especificos e diferentes de
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DNA a satélite, definidos tanto pela periodicidade gerada pela enzima de restricdo quanto por sua
seqiiéncia primaria.

Uma seqiiéncia de DNA alféide especifica do cromossomo X humano, de 2,0Kb, foi
identificada por intermédio da clivagem de DNA humano pela enzima Bam HI (Yang ef al., 1982;
Willard et al., 1983). A clonagem desse fragmento em plasmidios permitiu o mapeamento da
seqiliéncia repetida na regido Xpl1-Xql2, tendo sido estimada a existéncia de, aproximadamente,
5.000 copias dessa unidade de 2,0Kb na regido pericentromérica, o que pode representar 5 a 10%
do material genético desse cromossomo. Essa seqiiéncia repetida revelou-se, em experimentos de
hibridizagdo, sob condigdes de estringéncia, ser especifica para o cromossomo X humano, sendo
utilizada como uma sonda de DNA que permite a identificagdo do centromero do cromossomo X.

Inicialmente, a hibridizagdo in situ foi aplicada com o objetivo de detectar anormalidades em
investigagdes citogenéticas selecionadas, sendo utilizadas, portanto, em preparagdes de células em
divisdo (Pinkel ef al., 1986). Mais tarde, a aplicagdo da hibridizagdo in situ estendeu-se a secgdes
histologicas embebidas em parafina, principalmente para detecgdo de RNA ou DNA viral (Porter ef
al., 1988; Viegas-Péquignot ef al., 1989). Recentemente, passou a ser aplicada para a identificagio
de aberragdes numéricas de cromossomos em nuicleos interfasicos de tumores malignos; desse
modo, a hibridizag@o in situ tornou-se a base da chamada “citogenética de interfase” (Hopman er
al., 1991; Tiainen et al., 1992).

Citogenética de interfase, um termo introduzido por Cremer ef al. (1986), vem designando
uma nova e especializada proposta para a identificagdo de aneuploidias em nucleos interfasicos
usando sondas de DNA cromossdmico especifico em um procedimento de hibridizagdo in situ. A
hibridiza¢do in situ por fluorescéncia (Fluorescent in situ hybridization-FISH) esta sendo muito
utilizada na pratica clinica (Lichter e Wand, 1990). Sua alta sensibilidade e o fato de exigir a simples
detecgdo de sinais em nucleos trazem a vantagem de permitir a determinagdo do nimero exato de
cromossomos por meio da andlise de um grande nimero de células, sendo extremamente util na
determinagdo da verdadeira porcentagem da linhagem celular anomala, em casos de mosaicismo em
diferentes orgdos e tecidos que ndo estejam em divisdo.

A detecgdo e, especialmente, a exclusdo de mosaicismo cromossdmico foram tarefas muito
dificeis até ha poucos anos (Grumbach e Conte, 1992). A sindrome de Turner, particularmente, com

sua diversidade genotipica, parece ser um modelo conveniente para demonstrar o valor da aplicagio
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dessa nova técnica, ja que a hipotese atual é de que talvez ndo existam portadoras da sindrome de
Turner com cariotipo 45,X, mas que todas elas, na verdade, sejam mosaicos. E importante,
portanto, pesquisar exaustivamente a existéncia de outra linhagem, que pode conter um segundo
cromossomo X ou um Y, estruturalmente normal ou anormal, e determinar acuradamente sua
composigdo e porcentagem.

Muitas das discrepancias encontradas nas tentativas de correlagdo caridtipo-fenotipo na
sindrome de Turner certamente se devem a investigagdo citogenética inadequada (Disteche ef al.,
1986). Pela mesma razdo, a presumida existéncia de linhagem celular 46,XX como a explicagdo
mais razoavel para as raras gestagdes em algumas pacientes com sindrome de Turner (Reyes ef al.,
1976) raramente chega a ser comprovada. Os avangos da citogenética molecular vem mudando esse
panorama, ja que as sondas de X e Y permitem a detecg¢do de ambos 0s cromossomos sexuais sem a
necessidade de cultivo celular, e em tecidos que antes ndo eram acessiveis para a investigagdo
citogenética de rotina. Além disso, a citogenética molecular pode ser utilizada no estudo de selegao

in vitro de linhagem 45,X.



OBJETIVOS

- O presente trabalho teve como objetivo principal investigar a existéncia de sele¢do in vitro
de linhagens 45,X em culturas de linfocitos de pacientes com diagndstico prévio de mosaicismo
45,X/46,XX, utilizando a hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH), a fim de aplicarmos esse

conhecimento a investigagdo citogenética de supostos criptomosaicismos de linhagens 45,X.

- Verificou-se ainda, o efeito do tempo de cultura e do tempo de congelamento das laminas

sobre: a qualidade das laminas utilizadas para FISH e a freqiiéncia de nicleos sem marcagdo.

- Finalmente, comparou-se na medida do possivel, a freqiiéncia de células 45,X encontradas

no exame de cariotipo e a de niicleos com um unico sinal obtido por meio da hibridizagdo in sifu.
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CASUISTICA E METODOS

A casuistica (Tabela 1) foi composta de 10 pacientes com sindrome de Turner em mosaico,
cujo diagnodstico citogenético era 45,X/46,XX, com idades variando de 6 meses a 19 anos (média =
9a), selecionadas no periodo de dezembro de 1992 a novembro de 1994 nos Ambulatorios de
Crescimento e Desenvolvimento do Departamento de Pediatria ¢ do GIEDDS (Grupo
Interdisciplinar de Estudos de Determinagdo e Diferenciagdo do Sexo) do Departamento de
Genética Médica, no Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Apds os devidos esclarecimentos quanto aos objetivos do projeto e procedimentos a serem
realizados, os responsaveis pelas pacientes assinaram um termo de consentimento (Apéndice A). A
fim de evitar transtornos, a coleta de sangue foi feita, de preferéncia, por ocasido da obtengdo da
coleta de sangue para dosagem de horménios tireoidianos, realizada periodicamente nas pacientes
com sindrome de Turner.

O material foi sempre processado logo apds a coleta, sendo distribuido em 3 grupos de 3
frascos, contendo meio de cultura. No primeiro deles (grupo A) a hipotonia foi feita logo apds, sem
que as c€lulas chegassem a ser cultivadas. No segundo (grupo B), a cultura foi interrompida apos
48h e, no terceiro (grupo C), apds 72h. Nio foi adicionada colquicina ao meio em nenhum dos
frascos, visto que a analise seria feita em niicleos interfasicos.

As laminas foram conservadas em freezer a -20°C por um periodo que variou de 6 a 29
meses antes que viessem a ser analisadas.

As laminas obtidas a partir dos frascos A, B e C das 10 pacientes foram entio submetidas a
técnica de hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH), com uma sonda a satélite centromérica
especifica para o cromossomo X (DXZ1) marcada com biotina (Oncor, Gaithesburg, MD, U.S.A.),
seguindo o protocolo descrito adiante. Dada a existéncia de obstaculos burocraticos incontornaveis
que impediram, por duas vezes, que os “kits’"da ONCOR adquiridos chegassem ao nosso
laboratorio em condigdes de uso, essa analise precisou ser realizada em Denver,USA, no laboratério
da Profa. Dra. Marileila Varela Garcia, pela Profa. Dra. Christine Hackel, do Departamento de
Genética Médica - FCM - UNICAMP.
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De cada paciente, foram analisados cerca de 300 nucleos interfasicos de cada grupo de
laminas obtidas dos frascos A, B e C, em um total de cerca de 900 nucleos por paciente.

Verificou-se, assim, a freqiiéncia de nucleos com 0, 1, 2 e 3 sinais fluorescentes obtidos por
meio de FISH com sonda centromérica de X. Na analise desses nucleos foram utilizados os mesmos
critérios elaborados por Hopman et al. (1988) para avaliar os sinais de FISH sobre células de
tumor isoladas, ou seja o nucleo ndo deveria estar sobreposto; as células ndo deveriam estar
assimetricamente cobertas por citoplasma; os sinais deveriam ter aproximadamente a mesma
intensidade de fluorescéncia homogénea; ndo foram levados em conta pontos de hibridizagio
menores; manchas ou sinais fluorescentes difusos (patchy signals) somente puderam ser incluidos
quando os sinais estavam completamente separados um do outro; dois sinais muito proéximos, com
aspecto bipartido (split spots), foram considerados correspondentes a um inico cromossomo. As
figuras 1a e 1b (Apéndice B) mostram os tipos de nicleos encontrados.

Na andlise estatistica dos dados foram utilizados o teste ndo-paramétrico de Friedman, que
se aplica a dados emparelhados, o teste ¢, € o teste exato de Fisher.

Sdo descritos a seguir os protocolos utilizados para cultura de linfocitos e hibridizagao in

situ por fluorescéncia

Cultivo de Linfécitos de Sangue Periférico (modificada de Moorehead et

al. 1960)

a.1. Colheita

Foram colhidos 3 a 5 ml de sangue por meio de pun¢do venosa com agulha e seringa
descartaveis previamente heparinizadas (0,1ml de heparina-Liquemine), apos assepsia local com
alcool 70%.

a.2. Cultura de Linfécitos

O sangue foi inoculado em 9 frascos de cultura (18 gotas de sangue total heparinizado em
cada um dos frascos), que continham meio (HAM-F10 ou RPMI 1690), 20% de soro fetal bovino e

5 gotas de fitohemaglutinina P em cada frasco, num total de 5ml de meio.
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Toda a operagéio foi realizada em camara asséptica ou fluxo laminar, proximo a um bico de
Bunsen, com material estéril. Seis frascos de cultura foram colocados em estufa a 37°C, sendo que
3 deles permaneceram em cultura por 48h e os 3 restantes por 72h, enquanto que nos 3 restantes a
hipotonia foi realizada de imediato.

a.3. Hipotonia Progressiva (Pinto Jr., 1988, comunicagdo pessoal)

Foi utilizada solugdo hipotonica de KCl 0,075M aquecida a 37°C, sendo que foi
acrescentado, a cada tubo, Iml dessa solugdo, por 5 vezes, com intervalos de 10 minutos. A cada
acréscimo, foi ressuspendido delicadamente o sedimento com pipeta Pasteur. Apoés 50 minutos, a
hipotonia foi interrompida acrescentando-se 0,5ml de fixador (metanol- 4cido acético 3:1) recém
preparado.

a.4. Fixagao

O material foi centrifugado, por 5 minutos, a 900 rpm. Apds retirar o sobrenadante, o
sedimento foi ressuspenso e aspirado com pipeta Pasteur. Foram acrescentados 4ml de fixador a
cada tubo, gotejando delicadamente o conteudo da pipeta. O material foi ressuspenso e
centrifugado a 900 rpm por 5 minutos. Ap0s retirar o sobrenadante, esse procedimento foi repetido
por mais trés vezes. Apds a ultima lavagem com fixador, foi deixada uma quantidade de
sobrenadante proporcional ao sedimento.

a.5. Preparagao das Laminas

As laminas limpas foram imersas numa solugdo de alcool e éter e enxugadas com papel
absorvente. Foram pingadas 3 a 4 gotas do material ressuspenso sobre a lamina levemente inclinada,
deixando secar a temperatura ambiente. Em seguida as ldminas foram embaladas e congeladas, até

que pudessem ser hibridizadas.

Hibridizagiao in situ por fluorescéncia

b.1. Tratamento das Laminas
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As laminas foram incubadas a 4°C em etanol 70% por 2 a 25 dias.

A seguir foram desidratadas em uma série de etanois (70, 85 e 100%), por 2 minutos cada,
ap6s o qué foram secas ao ar.

As laminas foram, entdo, imersas em acido acético 70%, sob agitagdo, por 1 minuto, € apos
colocadas em PBS (Phosphate-buffered saline) sob agitagdo, por 1minuto.

A seguir, foram colocadas em trés séries de PBS (Phosphate-buffered saline) (pH 7,2) por 4
minutos cada, sob agitagdo (~120 rpm).

Foram entdo novamente desidratadas em uma série de etandis (70, 85 e 100%), por 2
minutos cada, e secas ao ar.

As laminas foram incubadas em RNAse por 1h a 37°C ( 150 pl por lamina de uma solugdo
contendo 100 pg/ml de RNAse dissolvida em 2XSSC cobrindo-se em seguida com laminula de
22X50mm em cdmara imida com 2XSSC)

Foram entdo lavadas em trés séries de 2XSSC pH 7,0, por 4 minutos em cada, sob agitag¢do
(~120rpm) e, em seguida, desidratadas em uma série de etandis (70, 85 ¢ 100%), por 2 minutos
cada, e secas ao ar.

A seguir, as laminas foram incubadas, por 5 minutos, em pepsina 0,01% em HCI 0,0I1M a
37°C. Para isso, foram pré-aquecidos 50 ml de agua e 42 ul de HCI 12N; na hora do uso, foram
adicionados 50pl de pepsina a 8%. Apos esse tratamento, foram lavadas em PBS por 5 minutos,
sob agitagdo (~120 rpm) e incubadas em formaldeido 1% em PBS, por 10 minutos, a 37°C ( foram
pré aquecidos 50ml de PBS e adicionados 1,37ml de formaldeido 37% Fisher).

Foram ainda lavadas duas vezes em PBS por 5 minutos, sob agitagio (~120 rpm),
desidratadas em uma série de etandis (70, 85 e 100%), por 2 minutos cada, € secas ao ar.

b.2. Desnaturagdao das Laminas

Foram pré-aquecidos 40 ml de Formamida a 70%/ 2XSSC pH 7,0 em uma cuba de vidro em
banho maria a 75°C ( a solug@o de desnaturagdo deve estar a 70°C). As ldminas foram colocadas
por 4 minutos nessa solugdo, e depois desidratadas em uma série de etanois (70, 80 e 95%) a -20°C

por 2 minutos cada, e em seguida secas ao ar.
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As laminas foram entdo reexaminadas em microscopio de contraste de fase, para que se
verificasse se as células estavam palidas quando comparadas com a aparéncia anterior a
hibridizagdo. Em caso positivo elas ndo eram utilizadas, visto que a hibridiza¢éo ndo seria adequada.

As laminas foram usadas no mesmo dia em que foram desnaturadas.

b.3. Preparagao da sonda

A solugdo da sonda foi aquecida por 5 minutos a 37°C, em seguida foi homogenizada e
centrifugada por 2 a 3 segundos. Adicionou-se 1pul da sonda e 50ul de Hybrisol VI, e essa solugdo
foi homogeneizada gentilmente. Em seguida, foi desnaturada em banho-maria a 70°C por 10
minutos e, logo depois, colocada a 4°C, por 2 a 3 minutos.

A solugdo foi centrifugada por 2 a 3 segundos e, em seguida, colocada no banho a 4°C até
que tudo estivesse pronto para a hibridiza¢do (a solugdo da sonda em hybrisol pode ser estocada a
-20°C).

b.4. Hibridizagao

1. Foram colocados 15ul da mistura de hibridizag¢do sobre a lamina.

2. A lamina foi coberta com uma laminula de 22X50mm.

3. Os lados das laminulas foram selados com cimento de borracha.

4. Em seguida, as ldminas foram colocadas em camara umida, que foi umedecida com
2XSSC, a 37°C, por uma noite.

b.56. Lavagem pés-hibridizagao

1. O cimento de borracha foi removido com uma pinga.

2. As laminas foram incubadas em 0,25XSSC pH 7,0 pré-aquecido a 72°C, por 5 minutos,
sem agitagdo, sendo que a temperatura do banho-maria era de 75°C).

3. As laminas foram lavadas duas vezes em Tampao de Lavagem I, por 5 minutos cada, sob

agitagdo (~120rpm).
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b.6. Detecgao

Os anticorpos foram protegidos da luz e os boréis foram cobertos com papel aluminio; todo
o procedimento foi realizado na penumbra.

1. Foi colocada sobre as ldminas uma solugdo de FITC-avidina (FA), diluida em tamp3o de
bloqueamento I (1:500), e em seguida, elas foram cobertas com laminula e mantidas em camara
umida a 37°C por 30 minutos.

2. Na seqiiéncia as laminas foram lavadas em trés séries de tampdo de lavagem I, por 5
minutos cada, sob agitagdo (" 120rpm).

3. As laminas foram entdo lavadas em tampédo de lavagem II por 5 minutos, sob agitacdo
(120rpm).

4. As laminas foram cobertas com anti-avidina de cabra biotinilada (BA) diluida em tampao
de bloqueamento II (1:200), em seguida cobertas com laminula e deixadas em camara umida a 37°C
por 30 minutos.

5. Em seguida, as laminas foram lavadas em trés séries de tampdo de lavagem II por 5
minutos cada, sob agitagdo (120rpm).

6. Novamente foi colocada sobre as ldminas uma solugdo FITC-avidina (FA) diluida em
tampdo de bloqueamento II (1:500), em seguida foram cobertas com laminula e deixadas em
camara imida a 37°C por 30 minutos.

7. As laminas foram lavadas em trés séries de tampdo de lavagem II por 5 minutos cada, sob
agitacdo (~120rpm).

b.7. Final

1. As ldminas foram lavadas 2 vezes em PBS pH 7,2 por 5 minutos em temperatura
ambiente, sob agitagdo (~120rpm).

2. Foram entdo desidratadas em uma série de etanois, 2 minutos em cada, 70, 85 e 100%.

3. Em seguida, foram coradas com uma mistura de DAPI/DABCO 1:1, e cobertas com uma
laminula de vidro.

4. As laminas foram estocadas por 20 min a 4°C, ou até o dia seguinte.
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b.8. Analise

As laminas foram analisadas em teste-cego em fotomicroscopio Zeiss Axiophot 20 com epi-
fluorescéncia, equipado com filtros individuais para FITC, DAPI e um filtro triplo
DAPI/FITC/Texas Red (Chroma Technology Corp). As imagens digitalizadas foram processadas
em um microscopio de fluorescéncia Olympus acoplado a um fotometro de alto desempenho do
tipo CH250/A acoplado a uma camara CCD, interfaceado por uma estag@o de trabalho (MacIntosh
1I) e controlado por um sofiware de analise e processamento de imagem desenvolvido por BDS-
Image (Biological Detection Systems Inc.-Rockville, MD), que foi usado para produzir imagens
amarelo-vermelho do tipo pseudocor com otimizagdo da razdo entre o background e os sinais.

SOLUCOES

1. Tampao de Lavagem I

0,05% de Tween 20 em 4XSSC pH 7,0 (pode ser estocado a temperatura ambiente por
varias semanas, devendo o pH ser checado antes do uso).

2. Tampio de Lavagem II

0,05% de Tween 20 em 0,1M de Tris-HCI pH 7,5/ 0,15M NaCl (também pode ser estocado
a temperatura ambiente por varias semanas, devendo o pH ser checado antes do uso).

3. Tampio de Bloqueamento I

Leite em pd desnatado diluido a 5% em Tampdo de Lavagem I; foi preparado no momento
do uso, diluindo-se 0,15 g de leite desnatado em 3ml de Tampdo de Lavagem I. A solugdo foi
incubada a 65°C por 15 a 20 minutos, homogenizada por alguns minutos, centrifugada por 15
minutos (1200rpm), € o sobrenadante transferido para um novo tubo, descartando-se o pellet.

4. Tampao de Bloqueamento II

Leite em pd desnatado diluido a 5% em Tampdo de Lavagem II; foi repetido o
procedimento realizado no Tampdo de Bloqueamento I, mas a solugdo foi centrifugada 2 vezes por
15 minutos antes de descartar o pellet.

5.Solugio Estoque de Antifade DABCO

Foram dissolvidos 0,233g de DABCO em 800ul de 4gua obtida de filtro milliq; foram entdo
adicionados 200ul de Tris-HCI 1M pH8,0 e 9ml de glicerol. As aliquotas foram separadas em tubos

revestidos de papel aluminio e estocadas a 4°C.
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Resultados

A tabela 1 mostra a freqiiéncia de células 45,X obtidas no exame de cari6tipo, o numero de
metéfases que foram analisadas e a data que o caridtipo foi realizado. Além disso, mostra a data de
coleta do sangue utilizado para preparar as laminas utilizadas na hibridizagdo in situ por
fluorescéncia, o tempo entre o exame de caridtipo e a coleta para hibridizagdo in sifu por
fluorescéncia, bem como o tempo que as laminas ficaram congeladas até que a técnica fosse feita.

A tabela 2 mostra os resultados da analise dos nucleos interfasicos feita nas preparagoes
submetidas a hibridizagdo in situ com sondas centroméricas de X, tanto no que se refere as
marcagdes esperadas (um ou dois sinais) quanto a outras observadas (nicleos com nenhum ou com
trés sinais), além dos nucleos excluidos, inadequados para analise (Fig. 2a e 2b - Apéndice B).

Chama a atengdo, nessa tabela, a alta freqiiéncia de nicleos com trés sinais nos casos 9 e 10.
No caso nove, particularmente, foi possivel observar em algumas metafases encontradas na lamina a
existéncia de um cromossomo X dicéntrico na linhagem 46,XX (Fig.3 - Apéndice B).

Na tabela 3, encontram-se os dados a respeito da freqiiéncia, de acordo com o tipo de
preparagdo (direta, 48 ou 72h) dos nucleos com uma unica marcagdo fluorescente sobre o total de
células com um ou dois sinais. Observa-se, pelo teste ndo-paramétrico de Friedman, que o tempo de
cultura ndo influenciou a freqiiéncia desses nicleos.

As tabelas subseqiientes, por sua vez, mostram que o tempo de cultura também ndo
influenciou de modo significativo a freqiiéncia de nucleos excluidos (tabela 4), de nlcleos sem
marcagdo fluorescente (tabela 5), nem a de nicleos com trés marcagdes (tabela 6). Observa-se,
porém, uma tendéncia a se obter, conforme aumenta o tempo de cultura, uma melhor qualidade na
preparagdo, com menos nucleos excluidos (tabela 4), e um aumento da freqiiéncia de niicleos com
trés sinais, conforme demonstrado na (tabela 6). Essa Gltima mostra ainda que ha heterogeneidade
na amostra com referéncia a nicleos com trés sinais, a ponto de inviabilizar a utilizagdo da analise
de variancia (Fig.4 - Apéndice B).

A tendéncia na melhoria da qualidade da preparagdo foi observada na pratica, pois, nas

laminas obtidas apds 72h de cultura, a andlise era bastante facilitada (Fig. Sa e 5Sb - Apéndice B).
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Quanto ao tempo de congelamento, observa-se pelo teste ¢ que, embora ele ndo tenha
levado a um aumento da freqiiéncia de nicleos excluidos (tabela 7), ha uma elevagdo significativa
na freqiiéncia de nicleos em que ndo se obtem qualquer sinal (tabela 8).

A tabela 7 mostra dados a respeito da freqiiéncia, por paciente, de nicleos excluidos para
analise de hibridiza¢do in situ e o tempo de congelamento dessas ldminas, e o teste { feito com base
nesses dados, onde verificamos que ndo existe uma diminui¢do significativa da porcentagem de
nucleos excluidos, quando as laminas permanecem menos de doze meses congeladas.

A tabela 8 mostra dados a respeito da freqiiéncia, por paciente, de nicleos sem marcagdo
fluorescente pela técnica de hibridizagdo in situ e o tempo de congelamento dessas ldminas, além do
teste ¢ feito com base nesses dados, onde verificamos que em laminas congeladas a mais de doze
meses existe um aumento da porcentagem de nicleos sem marcagéo fluorescente.

Finalmente, foi feita a analise comparativa entre a proporgéo de células 45,X no cariotipo e a
de nicleos com um tnico sinal fluorescente sobre o total de nucleos com um ou dois sinais apos
72h de cultura (tabela 9). Dentre os quatro casos em que o tempo entre a realizagdo do cariotipo e a
coleta de material para FISH foi inferior a doze meses, apenas um mostrou propor¢des semelhantes,
enquanto que os demais diferiram significativamente pelo teste de Fisher. Neles, a freqii€ncia de
ntcleos com um sinal (correspondentes as células 45,X no caridtipo) € significativamente maior do
que a observada nas metafases. Essa diferenga foi observada em todos os outros casos, muito
embora intervalos maiores de tempo entre o caridtipo e a coleta para FISH ndo permitam que se

afaste a possibilidade de que a modificagdo na proporgédo tenha ocorrido in vivo, ao longo dos anos.



Tabela 1 - Dados referentes a casuistica do presente trabalho.
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cariotipo
Paciente | Registro | freqiiénciade | N* Data Datade | Tempo cntre Tempo de
células 45,X colcta caridtipo congclamento
¢ colcta das liminas
para FISH
FISH

1 6791 8,7% 46 10/92 12/92 2m 29m

2 6671 21,4% 14 8/92 6/93 10m 23m

3 6007 27,3% 11 2/92 6/93 1a 4m 23m

4 6212 16% 50 1/92 9/93 la §m 20m

5 5004 15,6% 32 1/90 4/94 4a 3m 13m

6 3243 6% 50 10/89 6/94 3a 8m 11m

7 5766 9,4% 32 4/91 7/94 3a3m 10m

8 5290 8% 50 7/90 7/94 4a 10m

9 7965 82% 50 7/94 7/94 0 10m
10 7919 34% 50 11/94 11/94 0 6m

* numero de metafascs analisadas; a = ano, m = mescs
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Tabela 2 - Resultados de analise ampla dos nucleos interfasicos nas preparagGes submetidas
a hibridizagdo in situ com sondas centroméricas de X.

marcacdes esperadas outras marcagdes encontradas
lamina 1(1/8T1) 2 ST1 0 (0/8T2) 3(3/8T2) ST2 ntcleos Total
excluidos
(exc/T)

1.6791/D 145 (0,662) | 74 219 30 (0,120) 0 249 51(0,170) | 300
1.6791/48 108 (0,424) | 147 255 17 (0,062) 30,01 275 25 (0,083) 300
1.6791/72 | 168 (0,691) | 75 243 31(0,112) | 3(0,011) 277 23(0,077) | 300
1.6791/T 421 (0,587) | 296 n7 78 (0,097) 6 (0,007) 801 99 (0,110) 900
2.6671/D 163 (0,682) | 76 239 36 (0,130 1 (0,004) 276 24 (0,080) 300
2.6671/48 | 146 (0,632) | 85 231 33 (0,125) 0 264 36 (0,120) | 300
2.6671/72 | 165(0,671) | 81 246 30 (0,108) | 1(0,004) 277 23(0.077) | 300
2.6671/T 474 (0,662) | 242 716 99 (0,121) 2 (0,002) 817 83 (0,092) 900
3.6007/D 128 (0,707) 53 181 9 (0,047) 0 190 110 (0,367) 300
3.6007/48 | 132 (0,706) | 55 187 16 (0,078) | 1(0,005) 204 96 (0,320) | 300
3.6007/72 121 (0,747) 41 162 30 (0,155) 1 (0,005) 193 107 (0,357) 300
3.6007/T 381 (0,719) | 149 530 55 (0,094) | 2 (0,003) 587 313 (0,348) | 900
4.6212/D 96 (0,449) | 118 214 21(0,089) | 1(0,004) 236 63(0,211) | 299
4.6212/48 71(0,368) | 122 193 8 (0,039) 3 (0,015) 204 96 (0,320) | 300
4.6212/72 75 (0,377) 124 199 16 (0,074) 1 (0,005) 216 84 (0,280) 300
4.6212-T | 242 (0,399) [ 364 606 45 (0,069) | 5(0,008) 656 243 (0,270) | 899
5.5004/D 84 (0,385) 134 218 10 (0,043) 6 (0,026) 234 66 (0,220) 300
5.5004/48 | 141 (0,585) [ 100 241 29 (0,107) | 1 (0,004) 271 29 (0,097) | 300
5.5004/72 | 100 (0,467) | 114 214 21(0,085 | 40,017 239 60 (0,201) | 299
5.5004/T 325 (0,483) | 348 673 60 (0,081) | 11 (0,015) 744 155 (0,172) 899
6.3243/D 96 (0,539) | 82 178 21(0,108) | 30,015 202 97 (0,324) [ 299
6.3243/48 74 (0,477) | 81 155 110,065 | 40,024 170 130 (0.433) | 300
6.3243/72 99 (0,516) | 93 192 6 (0,029) 8 (0,039) 206 94(0,313) | 300
6.3243/T 269 (0,512) | 256 525 38 (0,066) | 15 (0,026) 578 321 (0357) [ 899
7.5766/D 26 (0,118) | 194 220 0 2 (0,009) 222 78 (0,260) 300
7.5766/48 60 (0,249) | 181 241 4(0,016) 2 (0,008) 247 53(0.177) | 300
7.5766/72 69 (0,268) | 188 257 10 (0,037) 3 (0,011) 270 30 (0,100 300
7.5766/T 155 (0,216) | 563 718 14 (0,019) | 70,009 739 161 (0,179) | 900
8.5290/D 93 (0,427) | 125 218 13 (0,056) 3 (0,013) 234 66 (0,220) 300
8.5290/48 64 (0,246) | 196 260 3 (0,011) 0 263 28 (0,096) 291
8.5290/72 34(0,224) | 118 152 13 (0,076) 5 (0,029) 170 130 (0,433) 300
8.5290/1 191 (0,303) | 439 630 29 (0,043) | 8(0,012) 667 224 (0,251) | 891
9.7965/D 121 (0,504) | 119 240 14 (0,053) 12 (0,045) 266 32 (0,107 298
9.7965/48 45(0,193) | 188 233 50,018) | 39(0,141) 277 23 0,077 | 300
9.7965/72 182 (0,708) | 75 257 20 (0,069) 13 (0,045) 290 10 (0,033) 300
9.7965/T 348 (0,477) | 382 730 39 (0,047) | 64 (0,077) 833 65(0,072) | 898
10.7919/D | 123 (0,569) | 93 216 35 (0,136) | 6(0,023) 257 43 (0,143) | 300
10.7919/48 | 117(0,588) | 82 199 19 (0,084) 9 (0,040) 227 73 (0,243) 300
10.7919/72 117 (0,539) | 100 217 25 (0,096) 18 (0,069) 260 40 (0,133) 300
10.7919/1 | 357 (0,565) | 275 632 79 (0,106) | 33 (0,044) 744 156 (0,173) | 900

D= preparacio direta; 48= cultura de 48h; 72= cultura de 72h; ST= subtotal; T= total
ST 1= subtotal (nimero de nucleos analisados com 1 e 2 sinais)
ST2= subtotal 1 + nucleos sem ou com 3 sinais
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Tabela 3 - Dados a respeito da freqiiéncia, por preparagdo, de nhcleos com uma unica
marcagdo fluorescente em relagdo ao total de nicleos com uma ou duas marcagdes
pela técnica de hibridizagdo in situ, e analise estatistica feita com base nesses dados.

a) Teste de Friedman

preparacao
direta cultura 48h cultura 72h
Paciente | valor | ordem | valor | ordem | valor | ordem

1 0,662 2 0,424 1 0,691 3
2 0,682 3 0,632 1 0,671 2
3 0,707 2 0,706 1 0,747 3
4 0,449 3 0,368 1 0,377 2
5 0,385 1 0,585 3 0,467 2
6 0,539 3 0,477 1 0,516 2
7 0,118 1 0,249 2 0,268 3
8 0,427 3 0,246 2 0,224 1
9 0,504 2 0,193 1 0,708 3
10 0,569 2 0,588 3 0,539 1

T 22 16 22

x>= 24; GL=2; P=0,30
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Tabela 4 - Dados a respeito da freqiiéncia, por preparagio, de nicleos excluidos da analise
de hibridizagdo in situ, e analise estatistica feita com base nesses dados.

a) Teste de Friedman

preparagdo

direta cultura 48h cultura 72h
Paciente | valor | ordem | valor | ordem [ valor | ordem
1 0,170 3 |o0,083 2 0,077 1
2 0,080 2 Joj20 | 3 0,077 1
3 0,367 3 0,320 1 0,357 2
4 0,211 1 10,320 3 [0,280 2
5 0,220 3 |0,097 1 |0,201 2
6 0,324 2 0,433 3 0,313 1
7 0,260 3 [0,177 2 |o0,100 1
8 0,220 2 10,09 1 ]0,433 3
9 0,107 3 0,077 2 0,033 1
10 0,143 2 10,243 3 10,133 1
T 24 21 15

x’= 4,2; GL=2; 0,10<P<0,20
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Tabela 5 - Dados a respeito da freqiiéncia, por preparagdo, de nucleos sem marcagio
fluorescente pela técnica de hibridizagdo in situ, e andlise estatistica feita com base
nesses dados.

a) Teste de Friedman

preparagdo

direta cultura 48h cultura 72h
Paciente | valor | ordem | valor | ordem | valor | ordem
1 0,120 3 0,062 1 0,112 2
2 0,130 3 |o,125 2 {0,108 1
3 0,047 1 0,078 2 0,155 3
4 0,089 3 10,039 1 |0,074 2
5 0,043 1 |o,107 3 |0,085 2
6 0,104 3 ]0,065 2 {0,029 1
7 0 | 0,016 2 0,037 3
8 0,056 2 |o,011 1 {0,076 3
9 0,053 2 0,018 1 0,069 3
10 0,136 3 10,084 1 {0,096 2
T 22 16 22

x’= 24, GL=2; P=0,30
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Tabela 6 - Dados a respeito da freqiiéncia, por preparagdo, de nicleos com trés marcagdes
fluorescentes pela técnica de hibridizag¢do in situ, e analise estatistica feita com base
nesses dados.

a) Teste de Friedman

preparacao

direta cultura 48h cultura 72h
Paciente | valor | ordem | valor | ordem | valor | ordem
1 0 1 lo011 | 25 o011 | 25
2 0,004 | 25 |0 1 |0,004 | 25
3 0 1 [0005 | 25 0005 | 25
4 0,004 1 0,015 3 [0,005 2
5 0,026 3 | 0,004 1 0,017 2
6 0,015 | 0,024 2 0,039 3
7 0,009 2 | 0,008 1 {0,011 3
8 0,013 2 0 1 0,029 3
9 0,045 | 1,5 |0,141 3 0,045 | 1,5
10 0,023 1 0,040 2 0,069 3
T 16 19 25

x*=4.2; GL=2; 0,10<P <0,20
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Tabela 7 - Dados a respeito da freqiiéncia, por paciente, de nucleos excluidos para andlise
hibridizagdo in situ e do tempo de congelamento dessas laminas, e teste ¢ feito com

base nesses dados.

A) Mais de 12 meses de congelamento

Paciente freqiiéncia de tempo de congelamento
nicleos excluidos
1 0,110 29m
2 0,092 23m
3 0,348 23m
4 0,270 20m
5 0,172 13m
n=5 x=0,198

2.x=0,992 (Xx) /n=0,197

D x? =0,244 SQ=0,042
s*(x)=0,012

B) Menos de 12 meses de congelamento.

Paciente freqiiéncia de tempo de congelamento
nucleos excluidos
6 0,357 11m
7 0,179 10m
8 0,251 10m
9 0,072 10m
10 0,173 6m
n=>5 y=0,206

2.y =1,032 (Zy) fn=0213

Zy2 =0,258 SQ = 0,045

s*(y)=0,011

F=0,012/0.011=1,09; F¢(4;4)=9,6 Ho: pt =2
t=-0,12; GL=8,; Ha: p1 <p2
tc = 1,860

P>0,45
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Tabela 8 - Dados a respeito da freqiiéncia, por paciente, de niicleos sem marcagdo
fluorescente pela técnica de hibridizagdo in situ e do tempo de congelamento dessas
laminas, e teste ¢ feito com base nesses dados.

A) Mais de 12 meses de congelamento.

Paciente freqiiéncia de tempo de congelamento
nucleos sem :
marcagio

1 0,097 29m
2 0,121 23m
3 0,094 23m
4 0,069 20m
5 0,081 13m

n=5 x =0,092

D x=0,462 (Z x)z /n = 0,043

> x* =0,044 SQ = 0,002

s*(x) = 0,0005

B) Menos de 12 meses de congelamento.

Paciente freqiiéncia de tempo de congelamento
nuicleos sem
marcagio

6 0,066 1im

7 0,019 10m

8 0,043 10m

9 0,047 10m

10 0,106 6m
n=>5 ¥ =0,056
> y=0,281 (Zy)z/n=0,016
D ¥*=0,020 SQ = 0,004
5*(y) = 0,001
F=0,001/0,0005=2,0; Fe(4,4)=9,6 Ho: pul =pu2
t=2,08; GL=8; Ha: ul1 > p2

tc = 1,860 P<0,05
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Tabela 9 - Comparagdo entre a proporgdo de células 45,X no cariétipo e a de nucleos com
um unico sinal por hibridizagéo in situ e teste de Fisher feito com base nesses dados
nos casos em que o tempo entre a realizagdo do caridtipo e a coleta de material para
FISH era inferior a 12 meses.

Paciente | freqiiéncia de células | freqiiéncia de niicleos Tempo entre
45,X no carioétipo com 1 sinal ap6s 72h de cariotipo e
cultura* coleta para FISH
1 8,7% 69,1% 2m P<<0,001
(4/46) (168/243)
2 21,4% 67,1% 10m P<0,001
(3/14) (165/246)
3 27,3% 74,7% la 4m
4 16% 37,7% la 8m
5 15,6% 46,7% 4a 3m
6 6% 51,6% 3a 8m
7 9,4% 26,8% 3a3m
8 8% 22,4% 4a
9 82% 70,8% 0 P=0,07
(41/50) (182/257)
10 34% 53,9% 0 P<0,01
(17/50) (117/217)

*em relagdo ao total de nucleos com 1 ou 2 sinais
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Discussao

E comum, na pratica didria dos profissionais envolvidos na investigagdo da sindrome de
Turner, a relutdncia em aceitar um resultado de cariétipo 46,XX em pacientes que apresentam baixa
estatura e cromatina X abaixo do normal. E ¢, também, freqiientemente questionada a determinagdo
do nimero de metafases a serem analisadas nessas pacientes, para diminuir a probabilidade de que
um mosaicismo com linhagem 45,X deixe de ser diagnosticado. Por outro lado, € certo que por
mais que se aumente o nimero de células analisadas sempre pode haver margem a dividas. A
cultura sistematica de fibroblastos de pele poderia ser uma alternativa para esses casos, porém trata-
se de um procedimento invasivo, de custo elevado, e que depende para sua realizagdo de Otimas
condigdes laboratoriais.

Visto que alguns trabalhos sugerem que as células 45,X sdo desfavorecidas em culturas de
longa duragdo (Simpson e Le Beau, 1981), podemos considerar a hipotese de que as 7Zh
convencionais de cultura poderiam levar também a uma diminui¢do da propor¢do de células 45,X
dificultando, assim, a detecg¢iio do mosaicismo. A hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH) ¢
uma nova técnica que pode ser aplicada para a identificagdo dos cromossomos X em grande niimero
de células interfasicas, €, desse modo, permite testar essa hipotese.

Nossos resultados demonstram, porém, que o tempo de cultura ndo influencia a proporgdo
de células com um sinal fluorescente 45,X sobre o total de células com um e dois sinais (45,X e
46,XX), € que, portanto, se houver de fato sele¢do in vitro contra essas células ela ndio chega a se
manifestar em culturas de curta duragdo. Assim sendo, o estudo citogenético em preparagdes
diretas ndo ajudaria no diagndstico de supostos criptomosaicismos com linhagem 45,X.

O diagnostico, nesses casos, continua a depender de cultura de fibroblastos, e/ou do
aumento de células analisadas, sendo que a técnica de FISH com sonda centromérica de X € de
grande ajuda para o estudo de grande nimero de células, como demonstraram Fernandez el al.
(1996).

O tempo de cultura também ndo influenciou a qualidade da preparagdo de modo

estatisticamente significativo, porém observou-se uma tendéncia a se obter preparagdes melhores,
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mais limpas, o que de fato foi verificado na pratica (Fig. 5a e 5b). Ndo houve influéncia do tempo
de cultura sobre a proporgdo de nicleos sem marcagdo fluorescente, o que faz com que a cultura de
linfécitos por 72h possa ser indicada para melhorar a qualidade dos estudos por meio de FISH em
células interfasicas.

A heterogeneidade observada na freqiiéncia de nicleos com 3 marcagdes fluorescentes
possivelmente se deve a alta freqiiéncia desses nucleos nos casos 9 e 10. No caso 9 isso se explica
pelo fato de haver um cromossomo X dicéntrico; no caso 10 pode haver alteragdo semelhante, ou
ainda uma terceira linhagem (47,XXX) ndo diagnosticada previamente. De todo modo, visto que
em mulheres normais observa-se uma pequena proporg¢do de niucleos com trés sinais (2,3%), bem
como de nucleos sem marcagi o fluorescente (Ghabrial et al. 1995), é prudente que a hibridizagéo
in situ ndo seja utilizada no momento para diagnostico de mosaicismo. No futuro, estudos
populacionais amplos em mulheres normais podem vir a definir uma faixa de normalidade a partir da
qual possa ser inferida a existéncia de mosaicismo.

Este trabalho demonstra, ainda, que é possivel armazenar ldminas com preparagdes
citologicas por varios anos, sem que isso prejudique a qualidade da preparagdo. Deve ser levado em
conta, porém, que havera aumento da propor¢do de nicleos sem sinal fluorescente. Em muitos
casos, particularmente aqueles que ndo envolvem estudo de mosaicismo cromossdmico, isso
certamente ndo prejudicara o resultado final.

Finalmente, ¢ bastante curioso o fato de haver diferengas significativas entre a freqiiéncia de
nacleos com um e dois sinais fluorescentes e a freqiiéncia de células 45,X e 46,XX no cariétipo em
3 dos 4 casos em que esses exames foram realizados com menos de 12 meses de intervalo. Além
disso, com excecdo do caso 9, em todos os outros casos a propor¢do de células com um sinal era
maior do que a de metafases 45,X. Isso nos leva a sugerir que a técnica de FISH possa ser um
exame mais sensivel para definir a proporg¢do das diferentes linhagens, e cogitar se de fato a analise
cromossdmica em metafases ¢ um procedimento aleatorio. Pode-se presumir que, de modo
semelhante ao sugerido por Barlow (1972), a colquicina ndo bloqueie de maneira homogénea toda a
populagdo de células mitdticas, e que, assim, as células 46,XX possam se mostrar mais adequadas
para andlise que as 45,X.

Por sua heterogeneidade citogenética peculiar e pelas dificuldades diagnosticas que

freqiientemente se apresentam, a sindrome de Turner ainda € um campo aberto para citogeneticistas
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e geneticistas clinicos. A metodologia de FISH, ao permitir a detec¢do de alvos especificos ndo
somente sobre metafases, mas também em nucleos interfasicos, proporciona uma poderosa
ferramenta para detec¢do mais rapida e mais sensivel das anormalidades cromossdémicas, o que

beneficiara enormemente os estudos sobre a sindrome de Turner.



Conclusoes

1. Nio ha indicagdo de sele¢do in vitro de linhagens 45,X no decorrer das 72 h de cultura de
linfocitos de sangue periférico obtidos de pacientes previamente diagnosticadas como mosaicos
45,X/46,XX, quando as prepara¢gdes de nucleos interfasicos sdo submetidas a técnica de FISH,
utilizando-se sonda centromérica de X.

2. O cultivo dos linfocitos por 72h tende a determinar uma melhoria na qualidade da lamina
a ser submetida a técnica de FISH.

3. O tempo de cultura ndo interfere significativamente na freqiiéncia de nucleos sem
marcagdo fluorescente.

4. O tempo de congelamento das laminas ndo prejudica a qualidade da preparagdo, porém
aumenta a freqiiéncia de nucleos sem marcagdo fluorescente.

5. A proporgdo de células 45,X inferidas pela marcagdo fluorescente in situ em células
interfasicas difere daquela observada na analise das metafases e € superior a ela na grande maioria
dos casos, sugerindo que a hibridizagdo in sifu seja uma técnica mais sensivel e que a analise

cromossOmica em metafases talvez ndo seja um procedimento aleatério
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Resumo

E constante a dificuldade em se aceitar um resultado de cari6tipo 46,XX em pacientes que
apresentam baixa estatura e cromatina X abaixo do normal, e € freqiiente o questionamento da
determinagdo do namero de metafases a serem analisadas nessas pacientes, para que um possivel
mosaicismo de sindrome de Turner com linhagem 45,X ndo deixe de ser diagnosticado. Uma vez
que alguns trabalhos sugerem que as células 45,X sdo desfavorecidas em culturas de longa duragao,
foi considerada a hipotese de que as 72h convencionais de cultura levassem a uma diminui¢do da
proporgédo de células 45,X, dificultando, portanto, a detec¢do do mosaicismo. A técnica de FISH,
ao poder ser aplicada para a identificagio dos cromossomos X em grande numero de células
interfasicas permitiu que essa hipotese fosse testada. Para isso, verificamos o nimero de sinais
fluorescentes obtidos por hibridizagdo in situ com sonda centromérica de X em células interfasicas
de 10 pacientes previamente diagnosticadas como portadoras de mosaicismo 45,X/46,XX, em
preparagdo direta e apos 48 e 72 h de cultura. Conclui-se que ndo ha indicagdo de selegdo in vitro
de linhagens 45,X no decorrer das 72h de cultura de linfocitos de sangue periférico obtidos dessas
pacientes. Observou-se ainda que, em linfocitos cultivados por 72h, ha uma melhora da qualidade
da lamina a ser submetida a técnica de FISH. Verificou-se que o tempo de cultura ndo interfere
significativamente na freqiiéncia de nucleos sem marcagdo fluorescente € que o tempo de
congelamento das ldminas ndo prejudica a qualidade da preparagdo, mas aumenta a freqiiéncia de
nucleos sem marcac¢do fluorescente. Finalmente, observou-se ainda que a propor¢do de células
45,X inferidas pela marcagdo fluorescente in situ em células interfasicas difere daquela observada

na analise das metafases, sendo até superior a ela na grande maioria dos casos.
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Summary

It is often difficult to accept 46,XX as the result of the karyotype of girls with short stature
and low frequency of Barr bodies on bucal smears. In such cases there are doubts about the number
of metaphases which must be analysed in order to rule out the possibility of a mosaicism
45,X/46,XX. In vitro cell growth studies in long term cultures have suggested that proliferation of
45,X cells is impaired, which led us to consider the possibility that the same could occur in a 72
hour conventional culture, thus also impairing detection of mosaicism. In order to verify this
possibility, the FISH technique was used to detect X chromosomes in a high number of interphase
cells with an X-specific probe. The number of fluorescent signs was determined in interphase cells
of 10 previously diagnosed 45,X/46,XX patients in direct preparation as well as after 48 and 72
hours cultures. As a result of this, it was concluded that in this group of patients there is no
indication of in vitro selection against 45,X lineages in 72 hours lymphocyte cultures. It was also
observed that there was an improvement in the quality of the slides for FISH after 72 hours
culture. Duration of culture did not interfere significantly in the frequency of nuclei with no
fluorescent signs and the quality of the slides was not influenced by the time they were kept frozen.
On the other way freezing for long periods rises the frequency of nuclei without fluorescent signs.
Finally, it was observed that in the majority of cases the FISH technique gave a higher estimate of

the proportion of 45,X cells than the usual metaphase analyses.
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Apéndice A

TERMO DE CONSENTIMENTO POS ESCLARECIMENTO

“ESTUDO DE SELECAO PREFERENCIAL IN VITRO DE MOSAICOS DE
SINDROME DE TURNER POR INTERMEDIO DE HIBRIDIZACAO IN SITU

POR FLUORESCENCIA”
Nome:
R.G.: H.C.: R. Hosp. Orig.
Nome do Responsavel: R.G.:
Idade: Parentesco:
Enderego:
Telefone para contato:
Campinas, de de

Realizaremos um projeto de pesquisa em pacientes portadoras de sindrome de Turner que
tem por objetivo verificar se existe sele¢do in vitro de linhagens 45,X em linfocitos de
sangue periférico obtidos de pacientes comprovadamente portadoras de mosaicismo
45,X/46,XX, a fim de aplicar esse conhecimento & investigagdo citogenética de
supostos criptomosaicismos de linhagens 45,X.

Sera necessario uma nova coleta de 3 a 5 ml de sangue do paciente, por profissionais
treinados e com materiais descartaveis, para que possam ser realizadas as culturas.

Tal estudo ndo trara riscos a paciente, € a médio prazo, poderemos estimar com maior
precisdo a proporgdo de células 46,XX (normais) na paciente com todas as implicagdes
prognosticas.

O procedimento sera esclarecido a paciente e a sua familia, caso seja menor de idade, dando-
lhes livre arbitrio para participar ou ndo do projeto.

Todas as informagdes adquiridas de cada paciente serdo confidenciais, € na conclusdo do
trabalho para publicagdo em revista médica especializada ndo havera identificagdo das

pessoas participantes.
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As pacientes serdo examinadas pela médica responsavel pelo projeto,

Dr.(a) , que podera esclarecer quaisquer

davidas pessoalmente ou pelo telefone do Departamento de Genética Médica, 239-
8210. A comissdo de ética do hospital podera ser solicitada pelo telefone 239-7232.
Autorizando a participagdo na pesquisa o paciente ou responsavel assinara o presente termo

de consentimento pos-esclarecimento, ficando com uma cépia.

Paciente ou responsavel Dra. Andréa Trevas Maciel Guerra



Apéndice B

As figuras 1 a S foram obtidas por hibridizacdo das celulas interfasicas de pacientes
mosaicos de sindrome de Turner (45.X/46.XX) com sonda centromérica do
cromossomo X(DXZ1), marcada com biotina e detectada por FITC (sinal amarelo-
esverdeado). Os nicleos foram contra-corados com DAPI, mas uma pseudocor foi

utilizada para impressao.

Fig.1a O nicleo da esquerda apresenta dois sinais do tipo sp/it e o nucleo da direita

apresenta dois sinais, um puntiforme e um esparramado paichy.

Fig.1b Nucleos interfasicos obtidos de cultura de 72h, onde o da esquerda apresenta dois

sinais do tipo patchy e os dois nucleos da direita apresentam dois sinais do tipo sp/it.
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Fig. 2a Nucleos interfasicos apresentando 0,1 e 2 sinais em culturas de 72h com aumento de

40 vezes.

Fig. 2b Nucleos interfasicos apresentando 2 e 3 sinais em culturas de 72h com aumento de

40 vezes.



Fig. 3 Metafase obtida de cultura de 72h, apresentando 3 sinais.

Fig. 4 Dois nicleos interfasicos com 3 sinais, obtido de cultura de 72h.



Fig. 5a FISH utilizando sonda centromérica de X em nucleos interfasicos em preparagao

direta com aumento de 40 vezes

Fig. Sb FISH utilizando sonda centromérica de X em nucleos interfasicos provenientes de

cultura de 72h com aumento de 40 vezes



