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ABREVIATURAS

BSA- soro albumina bovina

°C - graus Celsius

cen - centrémero

DNA - acido desoxirribonucleico

DMSO - dimetilsulféxido

dNTP - desorribonucleotideos

EDTA - 4cido etilenodiaminotetracético

GBY - locus do gonadoblastoma no Y

HAM - hormonio anti-miilleriano

HMG - “high mobility group™

H-Y - antigeno de histocompatibilidade do Y

Kb - quilobase

L - htro

M - molar

Mb - megabase

Mc - proteina requerida para fissdo em leveduras
mar - cromossomo marcador

ml - mililitro

g - micrograma

pl - microlitro

ng - nanograma

OREF - quadro de leitura aberta

PAR - regido pseudoautossomica do cromossomo Y
pb - pares de base

PCR - reagio de polimerase em cadeia

g.s.p. - quantidade suficiente para

rpm - rotagdes por minuto

SDS - dodecil sulfato de sddio

SRY - regido de determinagdo sexual do cromossomo Y
Sry - regido de determinagdo sexual do cromossomo Y de camundongos
ssDNA - DNA de fita tnica

STS - “sequence tagged sites”

TAE - tris/acetato/EDTA

TBE - tris/acido borico/EDTA

TDF - fator de determinagdo testicular

Tdy - fator de determunagéo testicular em camundongos
TE - tris/EDTA

TEMED - N.N.N' N'- tetrametiletilenodiamina
Tris - tris (hidroximetil) - aminometano

UV - ultra - violeta

Xp - brago curto do cromossomo X

Xq - brago longo do cromossomo X

Yp - brago curto do cromossomo Y

Yq - brago longo do cromossomo Y

ZFY - gene do cromossomo Yque codifica uma proteina do tipo “zinc-finger”
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RESUMO

A disgenesia gonadal em individuos com fenétipo feminino ¢ resultado de um disturbio da
diferenciagio sexual e pode ser observada tanto na disgenesia gonadal pura quanto na sindrome de
Turner. Em geral, a presenga de um cromossomo Y, ou parte deste, nessas pacientes aumenta a
probabilidade de malignizagdo dos resquicios gonadais. A formagido do tumor pode ser evitada
através de uma gonadectomia preventiva nos casos em que a presenga do cromossomo Y ¢
confirmada, o que pode ser feito usando-se varios marcadores moleculares especificos.

Entre os pacientes com disgenesia gonadal pura ha aqueles que apresentam cariotipo 46,XY
e, surpreendentemente, desenvolvem fendtipo feminino. Sabe-se que o cromossomo Y possui um
gene responsavel pela determinagdo testicular localizado em Yp. Desde o isolamento desse gene,
chamado SRY (“sex-determining region on the Y chromosome”), em 1990, casos de mulheres XY
tém sido analisados do ponto de vista molecular para buscar se entender a causa da reversdo sexual.
Neste trabalho, trés pacientes foram avaliadas quanto a presenga do gene SRY e a leitura da
seqiiéncia de sua porgdo conservada. Além disso, outros marcadores foram utilizados na busca de
possiveis delegdes no cromossomo Y dessas mulheres.

Pacientes com sindrome de Turner também podem ser portadoras de material derivado de
cromossomo Y. Freqiientemente exibem mosaicismo que pode conter uma linhagem celular com Y
ou fragmentos cromossdmicos de origem nao identificada pelo exame citogenético. Na tentativa de
determinar-se a origem desses fragmentos cromossomicos ndo identificados e avaliar a possibilidade
de ocorréncia de mosaicismo de Y em niveis baixos, foram estudadas vinte e trés pacientes com
sindrome de Turner através de “Southern-blotting”, PCR e “nested-PCR”.

Todas as pacientes com disgenesia gonadal pura apresentaram amplificag@o positiva para o
gene SRY. Em uma delas foi encontrada uma mutagdo pontual (G—A) na posig¢do 619 alterando
um codon de triptofano e formando um cdéddon de terminagdo precoce (W70X). Nas demais
pacientes ndo foram observadas alteragdes; portanto, a causa da reversdo sexual nesses casos deve-
se, provavelmente, a modificagdes sofridas por outras seqiiéncias, que ndo a estudada, e que tenham
envolvimento com os processos de determinagdo e diferenciag@o sexuais.

O grupo de pacientes com sindrome de Turner incluiu treze mulheres com cariotipo 45,X
(50 metafases foram analisadas), uma com cariétipo 46,X,+mar e outras nove com mosaicismo
(sendo uma linhagem 45,X e a outra com constituigdo cromossdmica heterogénea). Dentre todas as
pacientes da amostra, apenas uma (4,3%), cujo mosaicismo havia sido observado na analise
citogenética, era portadora de uma linhagem com um cromossomo derivado de Y. Foi realizada
amplificagio do gene SRY, e o seqienciamento deste ndo mostrou alteragdo alguma. O
mapeamento do cromossomo Y dessa paciente revelou a presenga de uma delegdo da porgdo distal
do brago longo (Yq).

Os resultados do presente trabalho indicam que o mosaicismo de Y em pacientes com
sindrome de Turner ndo é muito freqiente mas sua prevaléncia é maior naquelas pacientes
portadoras de cromossomos marcadores. Dessa forma existe a necessidade de realizar-se a
avaliagio molecular para pesquisa de cromossomo Y nas pacientes com mosaicismo detectado pela
citogenética ou nos casos em que houver indicios da presen¢a deste cromossomo, tais como
situagdes onde ocorra virilizagdo da genitalia. Quanto aos casos de disgenesia gonadal pura, foi
verificado que 1/3 das pacientes apresentou mutagdo no gene SRY, tal freqtiéncia fica acima da
média descrita na literatura (12%), o que se deve, provavelmente, ao pequeno numero de casos
estudados.
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SUMMARY

Gonadal dysgenesis results from anomalies in sex differentiation, it can be observed in
patients with Turner’s and Swyer’s syndromes (46,XY females). In these conditions patients who
bear an entire Y chromosome, or a partially deleted Y, are at high risk of developing
gonadoblastoma. The tumor can be avoided by a preventive gonadectomy.

The short arm of Y chromosome harbours the testis determining factor, called SRY (“sex
determining region on the Y”). Although patients with pure gonadal dysgenesis carry an Y
chromossome, they develop as females. Here the Y chromosome of three patients with such an
anomaly were mapped to check for deletions, especial attention was given to the SRY gene. SRY
gene’s conserved motif was amplified and sequenced in order to look for mutations that might be
the cause of sex reversal.

Turner’s syndrome patients may also present Y chromosome markers. These females may
carry celular lineages with an Y chromosome or chromosomal fragments of unknown origin. To
investigate the possible Y origin of chromosomal fragments and to evaluate the ocurrence of low
level Y mosaicism in females with Turner syndrome, 23 patients were studied through Southern-
blotting, PCR and nested-PCR.

The SRY’s HMGbox sequencing revealed a point mutation (G—A) at position 619 in one
of the patients with pure gonadal dysgenesis, which alters a tryptophan to a stop codon (W70 X).
The observed phenotype is probably due to this mutation. Two patients, however, did not present
mutations in the SRY conserved domain and may have changes in other sequences of the SRY
gene, in regulatory regions, or in other genes involved in the sex determination or differentiation
pathways.

The group of Turner’s patients included 13 patients with 45,X karyotype; 1 patient with
46,X+mar karyotype and 9 mosaics. The mosaics carried an 45,X lineage together with another
lineage of variable chromosomal constitution. Only one (4,3%) Turner patient showed positive
results for the presence of Y chromosome. This female was a mosaic and the presence of part of an
Y chromosome had been previously detected by FISH assays. SRY sequencing showed no
mutations and Y chromosome mapping revealed a deletion of long arm’s distal portion.

The results presented hereby indicated that Y mosaicism is not very common among Tuner’s
patients although it is more frequent among those who carry small chromosomes of unknown
origin. It is imperative to test patients with marker chromossomes for the presence of Y material
and also patients who present signs of virilization for the presence of hidden Y mosaicism. One out
of three patients with pure gonadal dysgenesis showed mutations in the SRY gene. This frequency
is higher than the literature’s average (12%) probably because of the small number of cases studied.
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Nos mamiferos o sexo do individuo € resultado de uma série ordenada de eventos iniciada
por controle genético e propagada por mecanismos enddcrinos. O evento pivé na determinagio
sexual é a especializagdo das goOnadas. Uma vez formadas, as goénadas controlam todo o
desenvolvimento sexual subsequente. Esse processo tem como resultado a produgdo de machos e

fémeas, os quais diferem em fungdo reprodutiva, anatomia, fisiologia e comportamento.

De forma geral a designagdo do sexo no ser humano é realizada corretamente com base na
verificagdo dos genitais externos. Para que tal procedimento seja correto, € necessario que a
aparéncia dos genitais externos tenha correspondéncia com os genitais internos € com as gdnadas.
Via de regra, o caridtipo 46,XY corresponde a presenga de testiculos e genitais masculinos, do

mesmo modo que o cariotipo 46, XX a presenca de ovarios e genitais femininos.

Existem casos, entretanto, em que o sexo nd3o pode ser definido baseando-se apenas na
aparéncia dos genitais. A maior parte dos disturbios que afetam a determinagio e a diferenciagdo
sexuais se manifesta por ambigliidade genital e pode ser identificada no recém-nascido. Alguns
desses disturbios, contudo, sdo avaliados somente na puberdade por se apresentarem com atraso no

aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias.

As anomalias relacionadas a diferenciagdo sexual podem ser classificados em: distirbios da
diferenciagdo gonadal, pseudo-hermafroditismo masculino e pseudo-hermafroditismo feminino.
Alguns dos disturbios causados por diferenciagdo gonadal andmala s3o caracterizados pela presenga
de gonadas disgenéticas. O termo gonada disgenética é usado genericamente para descrever uma
variedade de condigdes nas quais o desenvolvimento das gonadas fetais € anormal. Isso inclui a

sindrome de Turner, disgenesia gonadal pura, disgenesia gonadal parcial e disgenesia gonadal mista.

No homem, a determinagdo do sexo ¢ feita inicialmente por um gene (SRY), presente no
cromossomo Y, que induz a formagdo testicular e, conseqientemente, o desenvolvimento
masculino. Na auséncia desse gene tem-se o desenvolvimento feminino. Apesar do fator de
determinagdo testicular ter sido finalmente isolado, apods trinta anos de buscas, o processo da

determinagdo sexual ainda ndo foi totalmente esclarecido. Sabe-se que o gene SRY faz parte de



uma série de genes que atuam de forma sucessiva regulando a determinagiio e a diferenciagio

sexuais.

No presente trabalho, pacientes com disgenesia gonadal pura 46,XY foram avaliados quanto
as seqiiéncias derivadas do cromossomo Y e, com especial atengdo quanto & presenga e integridade
do gene SRY. A identificagdo e caracterizagdo de mutagdes que levam a disttrbios da diferenciagio
sexual tem sido a abordagem mais utilizada para a compreensdo das etapas do processo da

determinag@o do sexo.

Além disso, foi estudada também uma amostra de pacientes com sindrome de Turner. Sabe-
se que no minimo 50% dessas mulheres possuem cariotipos que diferem de 45,X. Algumas delas
apresentam 46 cromossomos, sendo um X anormal, e outras apresentam mosaicismo. Os mosaicos
sdo constituidos geralmente por uma linhagem 45,X e outra com 46 cromossomos com um segundo
cromossomo sexual normal ou anormal. Este ultimo, por sua vez, pode ser derivado de X ou

mesmo de Y.

Nos casos em que ocorre a presenga de segmentos de cromossomo Y faz-se necesséria a
realizagdo de uma gonadectomia preventiva, visto que a existéncia do Y associada a presenca das
gbnadas disgenéticas causa predisposi¢do ao aparecimento de tumores. A avaliagdo de pacientes
com sindrome de Turner e seqiéncias derivadas de cromossomo Y pode, ainda, fornecer novos
dados a respeito do mecanismo de determinagdo sexual nesses casos e, talvez, ajudar no

mapeamento de genes responsaveis pelo fenotipo.

O presente trabalho foi realizado em colaboragdo com os departamentos de Genética
Meédica, de Pediatria (Edocrinologia Pediatrica) e de Clinica Médica (Disciplina de Endocrinologia)
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Dada a importancia da analise molecular para a
confirmagdo do diagnostico, compreensdo do distarbio e escolha dos procedimentos a serem
adotados, esta tese € resultado de um esforgo conjunto de uma equipe interdisciplinar (Grupo
Interdisciplinar de Estudos da Determinagdo e Diferencia¢do do Sexo - GIEDDS), especializada no

estudo de distirbios da determinagio sexual.
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Parte I:

1. Diferenciacao sexual

O evento principal da determinagdo do sexo de um individuo é a formagdo das gdnadas.
Todas as demais diferengas entre os sexos sao efeitos secundarios devido a horménios produzidos
pelas gonadas (Jost er al., 1973). Pode-se definir determinagio sexual como sendo o processo que
resulta na formagdo do testiculo ou ovario. O processo que se segue a formagio gonadal é chamado

diferenciagdo sexual (Goodfellow & Darling, 1988).

Apesar do sexo cromossdmico ja estar determinado no zigoto, o dimorfismo sexual nio é
notado em embrides humanos com menos de sete semanas de desenvolvimento intra-uterino. Por
iss0, até a sétima semana de gestagdo o embrido é considerado sexualmente neutro. Nesta ocasido,

as gbnadas s2o apenas duas saliéncias (saliéncias gonadais) (Beiguelman, 1982).

As goOnadas primitivas possuem células germinativas que migraram do alantdide para a
superficie das pregas urogenitais. O epitélio germinativo prolifera produzindo corddes sexuais que
penetram no mesénquima. Diferenciam-se, entdo, duas regides: uma cortical e outra medular. Nesta
fase ndo € possivel distinguir embrides com predestinagdo masculina ou feminina. O que existe sio
as gbnadas bissexuais, os primordios dos condutos genitais internos masculinos e femininos
(representados por dois sistemas de canais bilaterais, os dutos de Wolff e os dutos de Miiller) e

genitais externos rudimentares (Beiguelman, 1982; 'Toublanc, 1988).

Na presenga de um cromossomo Y, a gonada bissexual se diferencia em testiculo. Um dos
primeiros indicios morfologicos dessa diferenciagdo sexual masculina é o aparecimento das células
de Sertoli em torno da sexta semana do desenvolvimento fetal. Essas células se alinham em corddes
que posteriormente englobam as células sexuais primitivas (espermatogdnias). Estes corddes

formardo os tubulos seminiferos, tibulos retos e rede testis. Em torno da oitava semana as células

' Toublanc, 1988 apud Guerra Jr. & Maciel-Guerra, 1997.



somaticas mesenquimais diferenciam-se em céjulas de Leydig. (Beiguelman,1982; Moore, 1978;

Voutilainem, 1992; 2Toublzamc, 1988; Larsen, 1993).

As celulas de Sertoli produzem o chamado horménio anti-miilleriano (HAM), que induz a
regressdo dos dutos de Miiller. As células de Leydig fetais produzem a testosterona, que estabiliza
os dutos de Wolff e permite sua diferenciagdo em epididimo, canal deferente, vesicula seminal e
duto ejaculatorio. A testosterona € convertida em di-hidrotestosterona que viriliza os rudimentos

genitais externos (Moore, 1978; *Grumbach, 1960; Josso, 1992; Larsen, 1993).

Em embrides masculinos, para haver diferenciagéo sexual normal, é necessaria a presenca de
um fator de determinagao testicular (localizado no cromossomo Y), do horménio anti-mulleriano,
da testosterona e di-hidrotestosterona, e dos receptores desses horménios. Na auséncia dos
horménios testiculares desenvolve-se o fenétipo feminino. Em 1973, experimentos realizados por
Jost e colaboradores demonstraram que a formagio dos dutos de Miiller, bem como a feminiza¢io
dos rudimentos genitais externos, nio sdo provocados pelos ovarios, mas sim pela auséncia de
horménios androgénicos produzidos pelos testiculos. Os resultados de tais pesquisas mostraram
que, independentemente da predestinagio cariotipica sexual dos embrides de coelho, a destrui¢io de
suas gonadas provoca a diferenciagio dos dutos de Miiller e a feminizagio dos rudimentos genitais
externos. Portanto, nem os ovarios nem o cariotipo feminino normal sio requeridos para a

diferenciagdo dos condutos sexuais e dos genitais externos femininos (Beiguelman, 1982).

Uma vez que o estagio critico da diferenciagdo sexual foi ultrapassado, o que ocorre em torno
da nona semana de gestagdo, o primordio genital fica irreversivelmente comprometido com o
desenvolvimento feminino e ndo pode mais se diferenciar numa génada masculina (Saenger, 1984).
A transformac¢do das gonadas indiferentes em ovarios inicia-se uma semana mais tarde do que a
diferenciagdo testicular. HA um desenvolvimento acentuado da regido cortical dos corddes sexuais

primitivos e degeneragio da regido medular. As células mesenquimatosas diferenciam-se em células

* Toublanc, 1988: Larsen, 1993 apud Guerra Jr & Maciel-Guerra, 1997
*> Grumbach. 1960: Josso, 1992: Larsen, 1993 apud Guerra Jr & Maciel-Guerra, 1997



foliculares, que envolvem as células germinativas primordiais (ovogdnias) as quais, posteriormente,
dardo origens aos foliculos priméarios (Moore, 1978; Beiguelman, 1982; *Toublanc, 1988 Larsen,

1993).

Para a manutengdo ovariana € necessaria a presenga de dois cromossomos X integros, caso
contrario os foliculos ovarianos degeneram e a gdnada torna-se disgenética, ou seja, constituida

somente de tecido conjuntivo, sem elementos da linhagem germinativa “(Tsafriri ef al., 1976).

Na auséncia do hormoénio anti-miilleriano, os dutos de Miiller se desenvolvem e formam o
trato genital feminino (Gtero, trompas e por¢do superior da vagina). Na falta de testosterona os
dutos de Wolff continuam indiferenciados e parte deles permanece como apéndices residuais. Na
auséncia da di-hidrotestosterona, forma-se a genitalia externa feminina: clitéris, pequenos labios,
grandes labios e porgdo inferior da vagina (Moore, 1978; Beiguelman, 1982;° Toublanc, 1988;
Larsen, 1993).

* Toublanc, 1988; Larsen. 1993 apud Guerra Jr. & Maciel-Guerra, 1997.
* Tsafriri et al.. 1976 apud Beiguelman, 1982,
® Toublanc, 1988; Larsen. 1993 apud Guerra Jr. & Maciel-Guerra, 1997.
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Figura 1: Representagdo do estagio indiferenciado dos sistemas de dutos de Wolff e
de Miiller quando ambos estdo presentes no embriio jovem (a) e
desenvolvimento de cada um dos sistemas de dutos apos a determinagio do

sexo gonadal (b,c) (Hunter, 1995).



2. Determinacio sexual

Existem na natureza diversos mecanismos capazes de determinar o sexo de um animal. O
fator determinante pode ser: ambiental como, por exemplo, a temperatura no caso de alguns répteis;
cromossdmico como em Drosophila ou Caenorhabditis elegans, nos quais a atividade dos genes
envolvidos no dimorfismo sexual depende da relagdo entre o nimero de cromossomos sexuais e
autossdmicos; e, alternativamente, a determinagdo do sexo pode ser primordialmente controlada por
um fator genético, como acontece nos mamiferos, nos quais um gene localizado no cromossomo Y

promove o desenvolvimento dos testiculos (Gubbay e7 al., 1990).

Com base no modelo fornecido pelas espécies de Drosophila pensou-se, de inicio, que o sexo
em mamiferos dependeria da dosagem do cromossomo X. No final da década de 50, gragas ao
desenvolvimento das técnicas de cariotipagem e ao estudo de individuos com constituigdes
anormais de cromossomos sexuais, essa hipotese foi refutada. Individuos com um Unico
cromossomo X desenvolvem-se como fémeas e individuos com um cromossomo Y normal
desenvolvem-se como machos, independentemente da presenga de cromossomos X
supranumerarios. Assim, concluiu-se que nos mamiferos o sexo é determinado pela presenca do

cromossomo Y (Jacobs, 1959; Ford, 1959).

O cromossomo Y € um dos menores cromossomos humanos; possui um tamanho estimado de
60Mb, compondo aproximadamente 1% do genoma de uma célula diploide. Apresenta uma regido
heterocromatica de tamanho variavel, aparentemente sem atividade genética, que representa 50 a
70% do seu total de DNA. Esta regido se localiza na parte distal do brago longo (Yq) do
cromossomo (Caspersson e al., 1970; Cooke ef al.1979; Schempp & Miiller,1982) (figura 2).

A parte remanescente do cromossomo Y, ou seja, o brago curto (Yp), centrdmero e
eucromatina proximal do brago longo, possui um tamanho mais constante nos individuos.
Apresenta, também, uma regido homologa ao cromossomo X, familias de seqiiéncias Y-especificas

repetidas, e todos os demais genes identificados nesse cromossomo.



Na parte distal do brago curto do cromossomo Y existe uma regido que se emparelha com o
cromossomo X e sofre recombinagdo na meiose. Os genes situados nessa regido nao sio
estritamente ligados ao sexo e determinam uma heranga autossdmica. Desta forma, essa regido foi

chamada de pseudoautossdmica (PAR) (Koller & Darlington, 1934).

O cromossomo Y tem sido extensivamente estudado pela sua importancia, tanto do ponto de
vista evolutivo quanto em relagdo ao seu papel na diferenciagdo sexual. Atualmente ele ¢ dividido
em 7 intervalos. Estes intervalos foram definidos com base no mapeamento de seqiiéncias Y-
especificas em individuos portadores de alteragdes estruturais nesse cromossomo (Vergnaud ef al.,

1986) (figura 2).

Desse modo, o brago curto (Yp) foi dividido em quatro intervalos, excluindo a regido
pseudoautossdmica. A parte eucromatica do brago longo (Yq) € representada pelos intervalos 5 e 6
e a parte heterocromatica, pelo intervalo 7. Esta nomenclatura tem sido sistematicamente utilizada

pela maioria dos autores no estudo desse cromossomo.

PAR (Regido pseudoautossdmica)

Yp

Centromero — E 4

Yq

7 (Regido heterocromatica)

Fig.2 : Modelo do cromossomo Y humano indicando o

brago curto (Yp), centromero, brago longo (Yq) e

os intervalos nos quais foi dividido.



As analises de anomalias estruturais do cromossomo Y em humanos sugeriram que o brago
curto desse cromossomo (Yp) deveria conter um ou mais genes que direcionam a formag@o dos
testiculos. Na auséncia do brago curto o fenétipo resultante é feminino, enquanto na auséncia do
braco longo (Yq) ou de parte deste ha presenga de tecido testicular (Gordon & Ruddle, 1981).
Como o fenotipo masculino depende da presenga de testiculos, o suposto gene presente no

cromossomo Y que determina o sexo em humanos foi denominado fator de determinagéo testicular

(TDF).

Na busca de identificagdo e isolamento desse gene, Watchtel er al. (1975) propuseram a
hipotese de que o antigeno de histocompatibilidade macho-especifico (H-Y) seria o responsavel
pela indugio primaria da formagdo dos testiculos. Esse antigeno foi descoberto em experimentos de
enxertos de pele entre camundongos altamente endocruzados quando se notou que os transplantes
de machos para fémeas eram rejeitados mais rapidamente do que aqueles realizados entre fémeas. A
rejeicdo foi atribuida a presenga do antigeno H-Y nos machos e a auséncia do mesmo nas fémeas.
Ensaios soroldgicos para detec¢do do antigeno foram desenvolvidos, o que levou a descoberta de

que esse componente da superficie celular fora extremamente conservado durante a evolug@o.

As primeiras evidéncias contra a hipétese de que o antigeno H-Y seria o fator de
determinagio testicular (TDF) surgiram em 1981, quando Haseltine er al. encontraram dois
individuos pseudohermafroditas, com cari6tipo 46,XY e tecido testicular, sem evidéncia sorologica

do antigeno H-Y.

No periodo de 1980 a 1985 foi langado o programa de mapeamento do genoma humano.
Varios grupos se dedicaram ao mapeamento do cromossomo Y com o intuito, dentre outros, de
identificar o tdo procurado fator de determinagdo testicular. Nessa época varias sequéncias Y-
especificas vieram a ser conhecidas. Isto possibilitou a defini¢io da localizagdo do TDF através da
construgio de mapas fisicos detalhados do cromossomo Y humano. Um desses mapas foi
construido com base em individuos do sexo masculino que apresentavam cariotipo 46,XX.. O
cari6tipo da maior parte desses homens é normal no que diz respeito ao numero e estrutura dos

cromossomos, entretanto, foi demonstrado que cerca de 80% dos homens XX haviam herdado
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sequiéncias derivadas de Y, provavelmente por eventos de translocagdo ocorridos durante o
emparelhamento dos cromossomos X e Y na meiose (Guellaen ef al., 1984; Page, 1986; Pritchard,

1987; Goodfellow, 1987).

A constru¢do de mapas de delegdes a partir desses pacientes mostrou que o fator de
determinag@o testicular (TDF) deveria estar localizado na porgdo distal do brago curto do
cromossomo Y. A anélise das delegdes indicava que o TDF pertencia ao intervalo 1 desse

cromossomo, adjacente a regiao pseudoautossdémica.

Page er al (1987a) estudaram um homem XX cuja Unica seqiéncia de Y ndo
pseudoautossdmica presente no gendtipo compreendia os intervalos 1Al e 1A2 e, também, uma
paciente do sexo feminino com translocagdo entre 0 Y e um autossomo, que aparentemente nio
possuia os intervalos 1Al e 1B. Assim, foi sugerido que o TDF deveria se localizar no intervalo
1A2, numa regiao de 140 Kb. Seqiéncias correspondentes a este intervalo foram isoladas, clonadas
e sequenciadas. Foi encontrado um gene altamente conservado que codifica para uma proteina do
tipo “Zinc-finger”. Esse gene foi chamado ZFY (“Zinc-Finger Y-encoded”) e parecia ser um
excelente candidato a TDF, j& que codificava uma proteina que pode funcionar como fator de

transcrigdo, fungio esta esperada para o TDF (figura 3).

Alguns fatos, entretanto, levaram a exclusdo do ZFY como fator de determinagio testicular.
O primeiro foi o encontro de uma seqiiéncia homodloga ao ZFY no cromossomo X (ZFX)
(Schneider-Gédecke er al., 1989). O segundo foi a descrigdo de seqiiéncias homologas em
autossomos de marsupiais (Sinclair ef al., 1988). Porém, o descarte definitivo da hipétese de que o
ZFY seria o TDF aconteceu com a descoberta de trés homens XX e um individuo intersexo XX que
ndo apresentavam ZFY, mas eram positivos para marcadores do intervalo 1A1. Apesar destes
homens mostrarem anormalidades no sistema reprodutivo, o que sugere a auséncia de genes
necessarios para o desenvolvimento sexual normal completo, todos eram indubitavelmente do sexo

masculino (Palmer et al., 1989).
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Com base nas informagdes fornecidas por Palmer er al. (1989), concluiu-se que o TDF
deveria encontrar-se dentre 60 Kilobases no intervalo 1Al. Conforme novos marcadores do
cromossomo Y tornaram-se disponiveis, essa regido foi reduzida para 35 Kilobases. Com este
indicio os grupos empenhados na caracterizagdo do TDF intensificaram o mapeamento dessa
por¢do de DNA, a qual foi digerida com enzimas de restrigdo e os fragmentos resultantes foram
subclonados e utilizados como sonda para hibridizagao com DNA de machos e fémeas de diferentes
espécies de mamiferos. Como resultado dessa busca minuciosa, foi identificado um fragmento de
2,1Kb, denominado pY53.3, que detectava seqiiéncia de copia unica, Y-especifica, nio s6 em
humanos mas também em outras espécies de mamiferos. Analisando-se esse segmento, encontrou-
se um gene que foi denominado SRY (“Sex-determining region of Y™). Esse gene ¢ Y-especifico,
conservado entre uma grande variedade de mamiferos, e codifica um transcrito testiculo-especifico

(Sinclair et al., 1990).

................................... . e g
Yp 60Kb
PAR 1A A‘ = SRY
35Kb
1
1A2
Yq 2 0]
O B
4A .'lC
................. L RS B L v
1959 1966 1986 1987 1989 1990

Fig.3 : Representagdo cronoldgica da busca pelo fator de determinagio testicular entre 1959 e

1990 (McLaren, 1990).

A analise da seqiiéncia de nucleotideos do gene SRY revelou duas fases de leitura aberta
(ORF - “Open Reading Frame”) correspondentes a 99 e 223 aminoéacidos. No entanto, a proteina
codificada pela menor fase de leitura ndo foi, até o momento, relacionada com nenhuma outra
proteina conhecida, ao passo que a fase de leitura maior codifica uma proteina que exibe alta

homologia com a proteina Mc, necessaria para a fissdo de leveduras, e com proteinas nucleares nio
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histdnicas HMG1 e HMG2 que, ligando-se ao DNA, atuam como fatores de regulagio da

transcrigdo (Sinclair et al., 1990).

Ao contrario da maioria dos genes humanos até agora caracterizados o gene SRY humano
consiste de um unico exon, possuindo 850pb (Behlke er al., 1993; Su & Lau, 1993). O estudo de
suas seqiiéncias flanqueadoras mostrou a presenga de dois pequenos segmentos ricos em GC
localizados na regido 5' ndo transcrita do gene SRY. Porém, a busca de um elemento promotor nio
revelou nenhuma seqiiéncia do tipo “TATA” ou “CCAAT box” na regido rica em GC, proxima ao

sitio de inicio da transcrigdo (Su & Lau, 1993)

Paralelamente, Gubbay e7 al. (1990) descreveram em camundongos o gene Sry, homdlogo
ao SRY humano, e demonstraram que o padrdo de expressdo do Sry é consistente com o esperado
para um gene responsavel pela determinagdo testicular, ou seja, sua expressio ocorre
especificamente nas células somaticas da prega urogenital, por volta de 11,5 dias post coitum,

justamente antes da formag¢do do cordio testicular.

Embora todos os resultados indicassem que o SRY realmente equivalia ao TDF, a evidéncia
direta de que o SRY exerce fungdo importante na formagao dos testiculos foi obtida pela analise de
mulheres que apresentavam cariotipo 46, XY e disgenesia gonadal. O estudo de mulheres XY que
apresentavam mutagdes “de novo” no SRY indicou que este gene ¢ realmente requerido para a
formagao testicular. Esses experimentos, porém, nio demonstraram se apenas o SRY era necessario
para a formagdo dos testiculos. Essa duvida foi esclarecida mais tarde por meio da obtengdo de
animais transgénicos: o gene Sry e o gene SRY foram inseridos, separadamente, em embrides de
camundongo XX. Apesar do gene humano nao ter se expressado nos camundongos transgénicos,
observou-se que a introdugdo do Sry levou ao desenvolvimento de testiculos normais nos
camundongos. O exame interno da genitalia revelou que o trato reprodutivo era normal, sem sinais

de hermafroditismo nos camundongos XX (Koopman e7 al., 1991).

A seqiiéncia de nucleotideos do SRY sugere que ele deva codificar uma proteina de ligagdo

ao DNA, o que seria consistente com o papel de fator de transcrigdo. A proteina codificada pelo
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SRY contém um segmento de 80 amino4cidos que tem grande homologia com seqiiéncias
encontradas em varias outras proteinas que se ligam ao DNA (Sinclair ef al., 1990). Esta seqiiéncia

de aminoacidos foi primeiramente reconhecida nas proteinas nucleares do grupo de alta mobilidade

(HMG) e ¢ chamada “HMGbox” (Harley e7 al., 1992).

Dominio
conservado
e
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ORF
Figura 4: Esquema do subclone pY53.3 (2,1Kb): o quadrado negro representa o dominio
conservado (“HMGbox™) e toda a regido escura representa o quadro de leitura aberta

(ORF) do gene SRY (Sinclair ef al., 1990).

Dentre as seqiiéncias do tipo “HMGbox” conhecidas, o SRY esta mais relacionado com
duas proteinas de linfocito T, TCF-1 e TCF- lo. Sabe-se que TCF-lliga-se especificamente a
seqiéncia AACAAAG. Para testar essa caracteristica Harley e al. (1992) demonstraram que a
proteina SRY reconhece fragmentos sintéticos de seqiiéncia AACAAAG. Além disso alguns alelos
de SRY mutados, encontrados em mulheres XY, produzem proteinas que perdem a capacidade de
se ligar a0 DNA, ou se ligam em niveis baixos. Assim, concluiu-se que a atividade de ligagdo ao

DNA da proteina SRY € essencial para sua fun¢do na determinagdo sexual.

Apesar do SRY se ligar ao DNA linear, essa proteina pode, também, ligar-se a estruturas
cruciformes geradas por eventos de recombinagio e pelo emparethamento de seqiiéncias repetidas e
invertidas. Esse fato levou a conclusdo de que a proteina SRY pode reconhecer estruturas

secundarias no DNA e ligar-se a elas independentemente de sua seqiéncia (Ferrari et al, 1992).

Com a intensificagéo dos estudos da fungdo do SRY, descobriu-se que o dominio HMG da

proteina SRY ndo somente permite sua ligagio ao DNA mas também induz nesse um dobramento
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(Ferrari e al., 1992; Giese et al, 1992). Esse dobramento poderia permitir a regulagio da expressio
génica através da justaposicdo de sitios distantes da hélice de DNA. Essa interacio deve ser
responsavel pela ativagdo ou repressao da transcri¢do de outros genes envolvidos no processo da

determinagdo sexual (McElreavey et al., 1995).

3. Disgenesia Gonadal Pura

O termo disgenesia gonadal inclui as formas pura (completa) e parcial (incompleta). A
disgenesia gonadal pura pode, ainda, ser dividida nas formas 46,XX e 46,XY. A disgenesia gonadal
pura 46,XX apresenta heranca autossomica recessiva. A disgenesia gonadal pura 46,XY
caracteriza-se por um fen6tipo feminino e auséncia de tecido testicular. Os pacientes apresentam
gonadas em forma de fita, constituidas de tecido fibroso, e quantidades variadas de estroma
semelhante ao ovariano. Estao presentes o Gtero, as tubas uterinas e a vagina. A genitalia externa é
feminina. Em geral o diagnostico € feito na época da puberdade devido a amenorréia priméria e &
falta de aparecimento dos caracteres sexuais secundarios. Ja a disgenesia gonadal incompleta ¢
caracterizada por diferenciagdo gonadal parcial, gerando graus variados de ambiguidade genital e

esta normalmente associada ao cariétipo 45,X/46,XY (Damiani, 1989; Berkovitz et al., 1991).

A incidéncia de tumores do tipo gonadoblastoma nas gdnadas de mulheres 46,XY é bastante
alta; a esses tumores podem se associar disgerminomas ou outros tumores malignos. Os
gonadoblastomas sdo neoplasmas definidos histologicamente pela ocorréncia tanto de células
germinativas quanto de células semelhantes as células de Sertoli e células da granulosas (Scully,
1970). Ocorrem numa populagdo restrita de individuos portadores de gbnadas disgenéticas e
porgdes do cromossomo Y. Tal populagio inclui mulheres com disgenesia gonadal pura (46,XY),
pacientes com disgenesia gonadal parcial (45,X/46,XY), e mulheres com sindrome de Turner cujo

cariétipo inclui seqtiéncias de Y (Page, 1987b).

Nas mulheres com sexo reverso (46,XY) a freqiéncia de aparecimeno de gonadoblastoma foi

estimada em 30% (Schellas er al., 1974; Simpson & Photopoulos, 1976; Page 1987; Verp &
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Simpson, 1987). Nesses casos, ha indicagdo de gonadectomia bilateral uma vez confirmado o

diagnéstico.

A maior parte das mulheres 46, XY n@o apresentam anomalias cromossOmicas. Isto quer dizer
que as delegdes de partes do cromossomo Y sdo raras nestas pacientes e, quando ocorrem, estdo
associadas a caracteristicas clinicas da sindrome de Turner. A freqiiéncia relativamente baixa de
mulheres 46,XY com delegdes em Yp quando comparada aquela de homens 46, XX Y+ € intrigante,
visto que o mecanismo que gera as duas condigdes € o mesmo: troca acidental de sequéncias
durante o emparelhamento dos cromossomos X ¢ Y na meiose. E possivel que a alta mortalidade
intra-uterina de fetos com estigmas turnerianos seja responsavel por essa distor¢ao (Levilliers er al.,

1989).

Alguns trabalhos descreveram a presenga de elementos tipicos de tecido ovariano nas génadas
disgenéticas de mulheres 46, XY (Cussen ef al., 1979; Bernstein et al., 1980; Berkovitz ef al.,
1991). De acordo com Berkovitz ef al. (1991), na auséncia de determinag@o testicular as gdnadas
de mulheres 46,XY se desenvolvem em ovérios, mas sofrem degeneracdo devido a falta de um
segundo cromossomo X, processo semelhante ao que ocorre nas pacientes com sindrome de
Turner. De fato, as gonadas de pacientes com disgenesia gonadal pura sdo histologicamente

indistingtiiveis das pacientes com disgenesia gonadal 45,X (sindrome de Turner).

Do ponto de vista molecular, sabe-se que em alguns casos as mulheres com caridtipo 46, XY
nao desenvolvem testiculos devido a auséncia ou perda de fungido do gene SRY. Mutag¢bes no gene
SRY podem causar falha no desenvolvimento testicular levando a reversao sexual completa ou
parcial. Até o momento, foram descritas cerca de 28 mutagdes no gene SRY de pacientes com
disgenesia gonadal, incluindo as formas pura e parcial (Berta ez al., 1990; Jagger et al., 1990 Jagger
ef al., 1991, McElreavey ef al., 1991; Pivnick ef al., 1991; Jagger et al., 1992; McElreavey et al.,
1992; Hawkins e al., 1992a; Hawkins ef al., 1992b; Muller ef al., 1992; Affara et al., 1993; Zeng
et al., 1993; Tida et al., 1994; Poulat er al., 1994; Schimitt-Ney et al., 1995; Bilbao ef al., 1996;
Cameron et al., 1997).
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A suposi¢do de que mutagdes na regido conservada “HMGbox” do gene SRY causariam um
dano maior a fungdo da proteina produzida, gerando o fendtipo feminino na disgenesia gonadal
pura, fez com que as investigagdes se dirigissem para esse dominio do gene. De fato, a grande
maioria das mutagdes descritas dentro do gene SRY esta presente no seu dominio conservado. Ha
apenas dois relatos de mutagdes localizadas fora dessa regido, sendo que ambas levam a formagio

de um coédon de terminag@o (Tajima et al., 1994; Veitia et al., 1997).

Além das mutagdes descritas dentro do gene, foram publicados dois casos de alteragdes na
regido flanqueadora 5'do SRY. O primeiro caso de sexo reverso associado a uma alteragdo fora do
dominio conservado, e mesmo fora da fase de leitura aberta do SRY, foi relatado por McElreavey
et al. (1992b). Esses autores estudaram uma paciente com uma dele¢do de aproximadamente 8Kb
na dire¢ao 5'do gene SRY. O segundo caso foi descrito por Poulat et al. (1997), que identificaram
uma mutagdo num segmento de 360pb da regido promotora de gene SRY em uma dentre vinte e

duas mulheres XY estudadas.

Schimitt-Ney e al. (1995) investigaram um segmento de 360pb na regido promotora do SRY
em um grupo de 45 pacientes nas quais ndo haviam sido detectadas mutagdes dentro do gene. Foi
observado que nenhuma dessas pacientes apresentava alteragdes. Kwok e7 al. (1996) analisaram
uma seqiiéncia de 2Kb na diregdo 5'adjacente ao inicio do SRY de um grupo de 49 individuos
constituido de mulheres XY e hermafroditas XY. Foram detectadas duas altera¢des: um
polimorfismo comum e uma variagdo familial. Esses estudos sugerem que, apesar de haver dois
casos descritos de mutagdes na regido promotora do SRY, esses eventos sio raros gquando
comparados com a freqiiéncia de muta¢@o na regido codificadora, particularmente no dominio

conservado.

Em alguns casos de pacientes com sexo reverso foram detectadas mutagdes herdadas no gene
SRY (Berta ef al., 1990, Jagger ef al., 1992; McElreavey ef al., 1991; Hawkins er al., 1992a;
Schimitt-Ney ef al., 1995; Bilbao ef al., 1996). Berta ef al. (1990) propuseram trés hipoteses para
explicar esse fendmeno. Em primeiro lugar, a mutagdo poderia causar predisposicdo a fatha no

desenvolvimento testicular, sendo que a reversdo sexual dependeria da presenga de outros fatores
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genéticos e ambientais. E possivel, também, que a mutagdo ndo tivesse relagio direta com o
fenotipo e este poderia estar se manifestando devido a uma alteragdo de outro gene autossdémico ou
ligado ao X. Uma terceira alternativa seria a presenga de mosaicismo (gene selvagem e gene
mutante) nos pais das pacientes. Essa ultima encontra respaldo nos achados de Schimitt-Ney er al.
(1995) e Bilbao et al. (1996), que descreveram casos de mulheres XY que herdaram alelos mutados

de pais mosaicos, aparentemente normais.

A freqiiéncia de mutagdes no SRY de mulheres com disgenesia gonadal ¢ relativamente baixa,
ficando em torno de 10 a 15% (Berta et al., 1990; Pivnick er al., 1992; Hawkins et al, 1993). O fato
de que a maioria das pacientes ndo apresenta mutagdes no dominio conservado do SRY pode ser
devido a vanos fatores:

(1) diagnostico incorreto de disgenesia gonadal pura,;

(2) ocorréncia de mosaicismo;

(3) mutagdes ndo detectadas na por¢do ndo conservada do gene;

(4) mutagdes ndo investigadas nas seqiiéncias que regulam a expressdo do SRY;

(5) mutag¢des nas seqiiéncias ainda ndo conhecidas as quais a proteina SRY se liga;

(6) mutagdes em outros genes envolvidos nos processos de determinagdo e diferenciagdo

sexuais.

De acordo com Hawkins er al. (1992a), a restricdo dos casos a mulheres 46, XY cujo
diagnostico de disgenesia gonadal pura foi confirmado histologicamente gera um aumento na
frequéncia de mutagdes encontradas no gene SRY. A baixa porcentagem de mutagdes citada em
alguns trabalhos pode dever-se ao fato de terem sido incluidas pacientes com disgenesia gonadal

parcial e com outros disturbios de diferenciag@o sexual, nos quais mutagdes no SRY sao mais raras.

Algumas vezes o fendmeno de reversao sexual pode ocorrer em pacientes com mosaicismo,
de forma que o cariétipo obtido no tecido estudado (normalmente sangue periférico) pode nao

refletir o cariotipo gonadal (Miller, 1987, Hadyjathanasiou ef al., 1994).
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Apesar do TDF ter sido isolado, o processo da determinag¢@o do sexo ainda nio foi totalmente
esclarecido. O gene SRY faz parte de um grupo de genes que agem de forma sucessiva, regulando a
determinacdo sexual. Ha evidéncias de que alguns dos genes envolvidos nessa cascata regulatornia se
localizam em cromossomos autossomicos € também no cromossomo X. O SRY, portanto, ndo € o
unico fator responsavel pela formagio testicular normal. Assim, pode-se inferir que mutagdes em
outros genes dessa via também levariam a reversao sexual. O estudo desses outros genes pode vir a
resolver importantes questdes sobre o fendmeno da determinagdo sexual, além de fornecer um

modelo para o controle do desenvolvimento embrionéario nos mamiferos.
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Parte 11

1. Sindrome de Turner

Henry Turner relatou, em 1938, o caso de 7 mulheres que ndo haviam desenvolvido
caracteristicas sexuais secundarias. Além disso, essas mulheres apresentavam baixa estatura,
pescogo alado e cubitus valgus. Apesar de ndo ter sido reconhecido na sua €poca, Otto Ullrich
havia publicado anteriormente a descrigdo de uma menina com as mesmas caracteristicas fisicas.
Assim, na literatura, casos de sindrome de Turner sdo freqiientemente referidos como sindrome de

Ullrich-Turner ’( Turner, 1938; Ullrich, 1930).

Embora os sinais clinicos da sindrome de Turner tenham sido descritos na década de 30, esta
sindrome s6 foi reconhecida como uma patologia genética em 1959, quando Charles Ford e

colaboradores descreveram uma paciente com o cariotipo 45, X (Rosenfeld, 1992).

Com uma incidéncia estimada em uma a cada 2.000 mulheres nascidas vivas, a sindrome de
Turner € um distarbio surpreendentemente comum que, freqiientemente, nao € diagnosticado até a
adolescéncia. O reconhecimento precoce das principais caracteristicas clinicas e o diagnostico
permitem o inicio da terapia para promover o crescimento e normalizar o desenvolvimento sexual

secundario e, ainda, a orientag¢do da crian¢a e da familia.

A auséncia de caracteristicas sexuais secundarias deve-se a falta da produgdo de horménios
esteroides sexuais. Embora os ovarios de fetos 45X abortados no primeiro trimestre de gravidez
parecem normais morfologicamente, dai por diante seu desenvolvimento € andémalo e as células
germinativas (ovogodnias) sofrem uma degeneragido acelerada durante a meiose 1 da ovogénese. A
formacdo de foliculos € o desenvolvimento de células produtoras de esteroides ndo ocorrem na
auséncia de ovocitos, e por 1sso as gonadas dos individuos com sindrome de Turner atrofiam e

tornam-se disgenéticas. Na infancia restam, geralmente, apenas pequenas fitas de tecido fibroso.

” Turner, 1938; Ulirich, 1930 apud Zinn er al.. 1993.
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Isso determina amenorréia e infertilidade, com raras exceg¢des (Zinn ef al., 1993; Ogata et al., 1995,

Barbaux et al, 1995).

Muitas anormalidades somaéticas, além daquelas descritas por Turner, s3o agora
reconhecidamente associadas @ monossomia do X. Deve-se enfatizar, no entanto, que o fendtipo é
extremamente varidvel e que, freqiientemente, alguns dos sinais classicos podem estar ausentes. A

caracteristica mais freqiente € a baixa estatura, que é encontrada em 100% dos casos de mulheres
>

45X (Ogata et al., 1995).

Segundo Ogata er al. (1995), pode-se dividir as caracteristicas associadas a essa sindrome nos
seguintes grupos:

(1) anomalias atribuidas a obstrugao linfatica, tais como pescogo alado, baixa implantagdo de
cabelos na nuca, alteragdo da implantagdo auricular, edema de maos e pés, excesso de pele no
pescogo;

(2) anomalias esqueléticas, sendo as mais comuns 0 pescogo curto, micrognatia, palato alto,
cubito valgo, metacarpos e metatarsos curtos e escoliose;

(3) anomalias cardiovasculares, tais como valvulas adrticas bicuspides e coartagdo da aorta e
anomalias na anatomia dos rins e das vias urinarias;

(4) anomalias diversas, tais como multiplos nevos pigmentados.

Ao contrario de outras aberragdes cromossdmicas humanas, o retardo mental nio € comum
nas pacientes com sindrome de Turner, mas ocorre com freqiéncia inabilidade para analisar relagdes

espaciais e solucionar testes matematicos (Rosenfeld, 1992; Zinn ez al., 1993).

Com o desenvolvimento de técnicas citogenéticas, tornou-se claro que muitas mulheres com
sindrome de Turner ndo possuem cariotipo com uma unica linhagem 45 X. Na realidade, menos de
50% das portadoras dessa sindrome nascidas vivas tém monossomia completa do X. As demais
podem apresentar numero normal de cromossomos, tendo um dos cromossomos X uma aberragdo

estrutural, ou, ainda, mosaicismo.
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Dentre aqueles que possuem 46 cromossomos sendo um X anormal, pode-se encontrar as
seguintes aberra¢des: delegdes de partes do brago curto ou do brago longo do X, cromossomo X
em anel ou isocromossomos. Como resultado dessas anomalias, ocorre uma monossomia parcial do

cromossomo X.

Apesar do caritipo caracteristico da sindrome de Turner ser reconhecido como 45,X,
freqiientemente as pacientes apresentam mosaicismo com duas ou mais linhagens celulares. Em
geral, pelo menos uma dessas linhagens € 45,X. E comum encontrar-se, além da linhagem 45,X,
outra linhagem com numero normal de cromossomos podendo ou ndo apresentar aberragdes
estruturais em um cromossomo X ou, até mesmo, em um cromossomo Y. O mosaicismo pode ser

generalizado ou limitado a determinados 6rgdos.

A monossomia total do X € bem mais freqiiente em abortos espOntaneos que em nascidas
vivas com sindrome de Turner, sendo responsavel por cerca de 10% de todos os abortos (Hassold
et al., 1986). Estima-se que 99% dos fetos 45,X ndo sobrevivam a termo. Tal observagdo levou a
hipotese de que a maior parte dos individuos 45,X nativivos seriam provenientes de um erro
mitotico no inicio da embriogénese e seriam, portanto, mosaicos (Held er al., 1992). Possivelmente,
a existéncia de uma linhagem com numero normal de cromossomos esté associada ao aumento da

viabilidade do feto e a um fenotipo menos severo.

Kelly et al. (1992) relataram um caso de um embrido que mostrava 65% de células 45X e
35% de células 46,X,r(X) com nove semanas de gestagdo. Ao término da gravidez, na décima
quarta semana, dois tecidos fetais foram estudados e encontrou-se 95% de células 45,X. Assim, ¢
possivel que criangas com caridtipo 45,X possuam mosaicismo com um X ou um Y anormal

durante a embriogénese mas essa linhagem celular desaparega até o nascimento.

Dentre os casos de individuos nativivos e abortos espontdneos com monossomia do X, o
cromossomo X presente € de origem materna em aproximadamente 75% dos casos (Cockwell ef

al., 1991; Zinn et al., 1993; Larsen ef al., 1995; Ogata et al., 1995). Como ndo existem diferengas
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fenotipicas associadas com a origem do cromossomo X presente nas pacientes, o “imprinting”

genético aparentemente nio € responséavel por esse desvio (Mathur e7 al., 1991).

Em contraposigdo a alta mortalidade intra-uterina de fetos 45,X, a expectativa de vida de
criangas 45,X ndo € muito reduzida. Na espécie humana a sindrome de Turner ¢ a tnica
monossomia compativel com a vida. A sobrevida das pacientes deve-se, provavelmente, a expressao
peculiar dos genes ligados ao X nos mamiferos. Nas fémeas XX um cromossomo X sofre
condensag@o e inativagdo transcricional no inicio da embriogénese, e esse processo compensa a

diferenga de dosagem de genes do cromossomo X em individuos XX e XY.

Nos casos de pacientes com sindrome de Turner que possuem um X com anormalidades
estruturais, foi demonstrado que este é preferencialmene inativado (Muldal ez al., 1963). De acordo
com Gartler e Sparkes (1963), o X normal e o anormal seriam originalmente inativados ao acaso e,
entdo, as ceélulas menos viadveis seriam gradualmente perdidas, resultando em um padriao de

inativa¢io ndo casual.

A principio, a sindrome de Turner representa um paradoxo. Se apenas um X € ativo nas
fémeas normais, a que se deve o fendtipo observado nas mulheres Turner? No caso do
desenvolvimento ovariano, sabe-se que o cromossomo X inativo é reativado durante a ovdgenese;
dessa forma, € possivel que a formagdo dos ovocitos requeira dosagem dipldide de um ou mais
genes ligados ao X (Zinn et al., 1993). Além disso, se as aberra¢bes cromossdmicas nos ovocitos
resultam em um desbalango cromossémico grave, isto pode afetar a viabilidade do ovocito. Estudos
de emparelhemento cromossomico em humanos e camundongos indicam uma estreita relagdo entre
falha no emparelhamento e perda de ovocitos (Ogata et al., 1995). Essas explicagbes, entretanto

nao se estendem as caracteristicas somaticas da sindrome.

A descoberta de que a inativagdo do X ¢ incompleta leva a crer que a haploinsuficiéncia dos
genes que escapam a inativagdo pode ser responsavel pelo fendtipo de individuos com sindrome de
Turner. Portanto mulheres normais possuem duas copias ativas desses genes e, como duas copias

sdo necessarias para o desenvolvimento normal, tais genes devem ter equivalentes funcionais no
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cromossomo Y. Genes com estas caracteristicas ja foram descritos, como por exemplo os genes
STS (esterdide- sulfatase humana), KAL1 (gene da sindrome de Kalman), ZFX e RPS4X (Disteche,
1995). Uma abordagem interessante para a compreens3o da base genética da sindrome de Turner €
o estudo de mulheres XY com delegdes parciais do brago curto do cromossomo Y (Yp) que

apresentam uma ou mais caracteristicas da sindrome (Barbaux et al., 1995).

A caracterizagio molecular dessas dele¢bes indicou que uma regido de 90Kb em Yp
(intervalo 1A1B) conteria um Jocus relacionado com a sindrome. Fisher et al. (1990) identificaram
um gene nessa regido, denominado RPS4Y, cujo homdlogo (RPS4X) ¢ ligado ao X e escapa a
inativagio. Ambos os genes sio amplamente transcritos em tecidos humanos e codificam isoformas
da proteina ribossomal S4. Foi sugerido que a deficiéncia de uma das copias de RPS4 estaria
diretamente relacionada com o fendtipo da sindrome de Turner (Fisher ef al., 1990; Watanabe et

al., 1993; Zinn et al., 1993).

Alguns autores, porém, encontraram evidéncias que ndo corroboram essa hipotese. Miilller et
al. (1992) descreveram o caso de uma mulher 46,XY com delegdo de Yp. Apesar da deleg@o incluir
o gene RPS4Y, a paciente ndo apresentava sinais de Turner. Geerkens ef al. (1996), por sua vez,
estudaram uma paciente cujo cariotipo é 46,X,i(Xq), contendo trés copias ativas de RPS4X;
observaram que, apesar da expressdo aumentada desse gene, ela apresenta feno6tipo semelhante ao

de mulheres 45,X.

2. Mosaicismo de Y

Estudos citogenéticos demonstraram que 5 a 6% das pacientes com sindrome de Turner
possuem, além da linhagem 45X, outra linhagem celular com nimero normal de cromossomos
contendo um cromossomo Y ou parte deste. Além disso, 3% das pacientes sdo portadoras de uma
linhagem contendo marcadores nio identificados que podem ser derivados de um cromossomo Y

(Medlej et al., 1992; Binder ef al.,1995)
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A literatura indica que individuos com caridtipo 45,X/46,XY tém um amplo espectro de
caracteristicas fenotipicas. Este caridtipo pode ser encontrado em mulheres com ou sem sinais de
virilizagdo ou caracteristicas de Turner em pacientes com genitalia ambigua e em homens com ou

sem anormalidades na genitalia externa (Knudtzon & Aarskog, 1987; Chang et al., 1990).

A analise citogenética convencional pode nio identificar mosaicismo em baixo grau bem
como marcadores raros ou pequenos podem permanecer nio detectados. Estima-se que seria
necessaria a analise de mais de 100 células para se excluir 5% de mosaicismo com 99% de
seguranga (Chu er al., 1995). O uso de técnicas moleculares proporciona maior sensibilidade na

detec¢do dos mosaicismos e na identificagdo da origem dos cromossomos marcadores.

As principais técnicas moleculares utilizadas na detecgdo de mosaicismo de Y sdo:
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), hibridizagdo com sondas Y-especificas, reagdo de
polimerase em cadeia (PCR) e hibridizagao com DNA amplificado por PCR. Existe uma grande
variagdo na porcentagem de pacientes com mosaicismo de Y relatada em diversos trabalhos,
podendo esta ir de 0 a 33% (Held er al., 1992; Medlej er al., 1992; Nagafuchi et al., 1992; Kokova
et al, 1993; Binder ef al., 1995; Chu et al., 1995; Larsen ef al., 1995; Fernandez et al., 1996;
Yornfugi et al., 1997).

A detecgao do mosaicismo depende de varios fatores, sendo os principais: sensibilidade e
precisdo da técnica empregada, o tipo e o nimero de tecidos analisados, o numero de células
estudadas e uma possivel selegdo in vivo ou in vitro que pode resultar no desaparecimento de

linhagens celulares portadoras de aberragdes cromossomicas (Held ef al., 1992).

A proporgdo de mosaicismo de Y € maior quando s3o estudados apenas os pacientes cujo
exame citogenético indicou serem portadores de cromossomos marcadores. Em alguns trabalhos
mostrou-se que a maior parte desses marcadores sdo derivados de Y (Held ez al., 1992; Nagafuchi
et al., 1992; Kuznetzova et al., 1995; Patsalis ef al., 1997). Entretanto, Schwartz et al. (1997)

fizeram uma revisdo de todas as publica¢des sobre marcadores derivados de cromossomos sexuais



identificados por FISH e constataram que dos 50 marcadores encontrados em pacientes com

sindrome de Turner, 43 (83%) eram derivados de X e 7 (14%) derivavam de Y.

Nos estudos em que somente a técnica de PCR foi utilizada, a porcentagem de mosaicismo
encontrada variou de 0 a 4%, sendo que a maior parte das pacientes tinha caridtipo 45,X (Medlej et

al., 1992; Binder ef al., 1995; Larsen ef al., 1995; Yorifugi et al., 1997).

Kocova ef al. (1993) utilizaram a técnica de hibridizagdo de DNA previamente amplificado
por PCR e identificaram a presenga do gene SRY em 33% de seus pacientes. Seqiiéncias
centroméricas, contudo, ndo foram detectadas. Page (1994) e Held (1993) discutiram esses
resultados e questionaram uma provavel contaminagao, que poderia estar gerando resultados falso-
positivos levando a essa porcentagem surpreendente alta de mosaicismo de Y. Chu er al. (1995)
utilizaram a mesma metodologia e verificaram que 20% dos pacientes estudados geraram sinais de
hibridizagdo positivos para o gene SRY, além de observarem que 30% dos controles femininos
normais também tiveram hibridizagdo positiva. De acordo com estes autores, € possivel que os
sinais detectados nas pacientes com sindrome de Turner e nos controles sejam gerados pela
amplificagdo de outras seqiiéncias parcialmente homologas a por¢do conservada do gene SRY, que
foi amplificada e usada como sonda. Dessa forma, essa metodologia mostrou-se inadequada para

esse tipo de analise.

A identificacdo de material proveniente do cromossomo Y nas pacientes com sindrome de
Turner € de extrema relevancia clinica, devido ao alto risco de formagio de tumor

(gonadoblastoma).

Nas mulheres com sexo reverso (46,XY) a freqiiéncia de ocorréncia de gonadoblastoma foi
estimada em 30%. O risco de malignizago nos pacientes 45,X/46,XY e mulheres com sindrome de
Turner e mosaicismo de Y ¢ de 15 a 20% (Schellas ef al., 1974; Simpson & Photopoulos, 1976;
Page 1987b; Verp & Simpson, 1987). Por outro lado, embora mulheres portadoras de sindrome de
Turner cujos cariotipos sdo 45,X ou 45,X/46,XX também possuam gdnadas disgenéticas, nelas, ao

contrario das pacientes com sexo reverso, o risco de malignizagio é baixissimo.
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A alta freqiiéncia de gonadoblastoma em pacientes com sexo reverso, comparada a de
mulheres com sindrome de Turner que ndo portam material derivado de Y, indica que somente a
presenca de gonadas disgenéticas ndo predispde a formagio do tumor. A presenga de seqiiéncias do
cromossomo Y parece ser essencial para esse processo. Page (1987b) propds a existéncia de um
gene no cromossomo Y que estaria envolvido no desenvolvimento dos tumores; o locus desse

suposto gene foi denominado /ocus do gonadoblastoma no Y (GBY).

De acordo com o modelo proposto por Page nesse trabalho, a presenga do GBY ndo seria
condi¢do suficiente para o desenvolvimento do gonadoblastoma. A manifestagdo oncogénica do
GBY requeriria a presenga de gonadas anormais. Além disso, a combina¢do do GBY e gdnadas

disgenéticas constituiria uma predisposi¢d@o forte, mas ndo absoluta, a malignizagao.

Uma vez que o gonadoblastoma pode ocorrer na presenga de cromossomos Y parcialmente
deletados, € possivel definir uma pequena porgdo do Y no qual se encontra o locus GBY. A maior
parte ou mesmo todos os individuos com gonadoblastoma devem portar, a0 menos em algumas
células, segmentos de Y contendo o GBY. Por outro lada a auséncia desse /ocus deve evitar a
formagdo de tumor. Analises de mapas de delegdo de pacientes com gonadoblastoma portadores de
seqliéncias provenientes do cromossomo Y levaram a localizagdo do suposto locus GBY na regido

proxima ao centrdmero no brago longo do cromossomo Y (Yq) (Page, 1987b).

Tsuchiya ef al. (1995) estudaram pacientes com sexo reverso e gonadoblastoma. A base
molecular da reversdo sexual nessas pacientes incluia mosaicismo para o cromossomo Y em duas
pacientes, delecdo de SRY em cinco, e era desconhecida em outros trés pacientes com cariétipo
46,XY e SRY normal. Assim, a presenga do gene SRY aparentemente nio tem relagdo direta com o
desenvolvimento do gonadoblastoma, j& que entre esses individuos alguns possuiam o gene

deletado e outros nio.

Usando STS Tsuchiya ef al. (1995) estabeleceram mapas de dele¢io das pacientes com

gonadoblastoma. O gene GBY foi sublocalizado em uma regido critica de 1 a 2 Megabases,
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proxima ao centrébmero do Y. O mesmo estudo indicou que copias de duas familias génicas
dispersas, ligadas ao Y, estavam presentes nas pacientes. Essas familias eram TSPY (“testis-specific
protein, Y-encoded”) e YRRM (“Y-chromosome RNA recognition motif’). Os genes TSPY e
YRRM possuem expressao testiculo-especifica. Copias de TSPY foram localizadas dentro da regido

critica do GBY, o mesmo nao ocorrendo com YRRM (Tsuchiya ef al. 1995).

Existe a possibilidade de que a susceptibilidade ao gonadoblastoma seja causada por
multiplos Jloci. Alternativamente, € possivel que o GBY seja um gene de copia Unica ainda nio
identificado ao longo da regido critica. Apesar da posi¢do exata desse ou desses genes ndo ter sido
determinada, € possivel investigar a presencga de seqiiéncias do cromossomo Y que pertengam a
regido critica. Da caracterizagdo da presenga ou nao de material derivado de Y depende a indicagio

de uma gonadectomia para prevenir o desenvolvimento de tumor.



OBJETIVOS
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* Investigar, por meio de reagdo de polimerase em cadeta (PCR) e de hibridizagdo com
sondas Y-especificas, a auséncia de seqiiéncias derivadas do cromossomo Y em mulheres com

disgenesia gonadal pura 46,XY.

r

¢+ Investigar a ocorréncia de mutagdes no gene SRY, por meio de seqiienciamento do dominio

conservado, nas pacientes com reversao sexual que sejam SRY-positivas.

* Detectar, por meio de hibridizagdo com sondas Y-especificas, reacdo de PCR e “nested-
PCR” com “primers” Y-especificos, a presenga ou auséncia de sequéncias derivadas do

cromossomo Y em uma amostra de pacientes com sindrome de Turner.

¢ Determinar o grupo de pacientes com sindrome de Turner em que deva ser indicada a

pesquisa de cromossomo Y.



CASUISTICA
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As pacientes foram diagnosticadas e indicadas para estudo molecular pelo grupo de médicos
do GIEDDS (Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinagdo e Diferenciagdo do Sexo) e
tiveram o exame de cromatina X em nucleos de células de mucosa oral e o cariotipo a partir de
cultura de linfécitos de sangue periférico realizados no laboratorio de Citogenética Humana do
Departamento de Genética Médica da FCM-UNICAMP. A unica excegdo foi uma paciente com

reversio sexual encaminhada pelo laboratorio “GENETIKA” de Curitiba (paciente “c”).

Foram estudadas trés mulheres com disgenesia gonadal pura 46, XY. As gonadas de duas
delas (casos “a” e “b”) eram constituidas de estroma do tipo ovariano com focos de calcificagido e
auséncia de células germinativas. Na paciente “a” haviam, também, focos de gonadoblastose. Nao

ha dados a respeito da constituigdo das gdnadas da paciente “c”.
As trés possuiam genitalia externa feminina normal e apresentaram amenorréia primaria e
auséncia de caracteres sexuais secundarios. A paciente “c” apresentava, ainda, baixa estatura. Ndo

foram observadas outras anomalias somaticas relevantes.

Tabela 1: Caracteristicas das pacientes com disgenesia gonadal pura

Casos Idade Cariétipo Gonadectomia Genitalia externa
a 16 anos 46, XY + feminina normal
b 16 anos 46, XY + feminina normal
c 16 anos 46, XY ? feminina normal

Nota: ? - ndo foi fornecida informacgao a respeito da realizagdo de gonadectomia nessa paciente.

Foram estudadas, também, vinte e trés pacientes com sindrome de Turner. O estudo
citogenético dessas pacientes havia demonstrado, em treze casos, que elas possuiam caridtipo 45,X
em 50 metafases analisadas e cromatina X negativa. Uma paciente possuia cariotipo 46,X,+mar. As
demais (nove pacientes) apresentavam mosaicismo constituido por uma linhagem celular 45X e

mais uma ou duas linhagens com constituigdo cromossdmica heterogénea.
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Dentre as mulheres com sindrome de Turner com mosaicismo, pdde-se identificar quatro
grupos classificados de acordo com a constitui¢do das outras linhagens que ndo a 45, X. Um grupo
de quatro pacientes era portador de cromossomos em anel, sendo que em dois desses casos
suspeitava-se que os anéis eram derivados de cromossomo X. Outro grupo era composto por trés
pacientes com cromossomos marcadores de origem ndo identificada. Havia, ainda, uma paciente

com caridtipo 45,X/46,XX e outra com cariotipo 45,X/46,X,idic£(Y).

A paciente com cari6tipo 45,X/46,XX foi inicialmente classificada como 45,X com base no
cariotipo obtido a partir de linfocitos. Verificou-se, entretanto, a presenga de mosaicismo de X

quando foi realizado o estudo de fibroblastos.
No caso da paciente com cariotipo 45,X/46,X,idic(Y), o marcador era inicialmente de
origem desconhecida e foi identificado por hibridizagdo in situ (FISH) como sendo um cromossomo

dicéntrico derivado de Y (Hackel, C. comunicagZo pessoal).

Tabela 2: Constituigdo cromossdmica das pacientes com sindrome de Turner

Caso Cariotipo n® céls. % céls. % outras linhagens
analisadas 45X
1 45,X/46,X,1(7) 50 48 52
2 45,X,15p+/46,X,1(?),15p+ 150 82.7 17,3
3 45,X/46,X,1(?) 32 37,5 62,5
4 45,X/46X,1(?) 50 84 16
5 45,X/46,X.,1dic(X)/47,X idic(X),+mar 100 80,5 46,X,idic(X) 17,7
47, X,idic(X),+mar 1,8
6 45,X/46 X +mar 100 97 3
7 45,X/46,X,+mar 32 21,9 78.1
8 45,X/46 XX* 150 10 90
9 45,X/46,X,1dic(Y) 11 36,4 63,3
10 46 X +mar 16 0 100
11a23 45X 50 100 0

Notas: * Este cariotipo foi obtido a partir de cultura de fibroblastos.
I = cromossomo em anel
mar = marcador
1dic = cromossomo dicéntrico



As principais caracteristicas clinicas apresentadas pelas pacientes com sindrome de Turner

da presente amostra encontram-se sistematizadas na tabela 3.

Tabela 3: Resumo das caracteristicas clinicas das pacientes com sindrome de Turner:

v

Casos Idade (anos) Estatura (cm) Zscore Anomalias Anomalias
causadas por esqueléticas
linfedema
1 16,4 139,4 -3,55 + +
2 1,3 58,5 -6,73 + +
3 + +
4 6,69 1083 -1,98 + +
5 14 133,8 -4,12 + +
6 0,11 492 -2,36 + +
7 0,58 58,3 -3,56 + +
8 0,92 68 -1,81 + +
9 22,5 156 -1,29 + +
10 3,33 85,6 2,88 + +
11 13,32 129,5 -4,34 + +
12 5,74 1085 -0,95 + +
13 13,34 133 -3,83 + +
14 10,8 125,1 -2,64 + +
15 28,74 1345 -4,90 + +
16 6,55 109,5 -1,62 + +
17 8 100 -4,37 + +
18 8,75 118 -2,01 + +
19 16,28 131 -4,79 + +
20 1,42 79 -0,35 + +
21 0,036 44 -3,73 + +
22 0,75 68 -1,24 + +
23 0,46 66 +0,28 + +

Nota: o desvio da estatura em relagdo a média estd expresso em “zscore”



METODOLOGIA




32

1. Coleta de amostras:

A coleta de amostras de sangue das pacientes foi realizada pelo grupo do GIEDDS (Grupo
Interdisciplinar de Estudos da Determinagio e Diferenciagdo do Sexo) no ambulatério de pediatria
do HC-UNICAMP. Foram colhidos de 5 a 20 ml de sangue periférico, em tubo de centrifuga estéril
EDTA 10% como agente anti-coagulante. ;

r

2. Extracio do DNA gendmico a partir de sangue periférico:

A extragdo de DNA gendmico de sangue total com proteinase K (Boehringer Mannheim,

Germany) foi feita segundo protocolo descrito por Araujo ef al. (1996).

O DNA de cada individuo foi extraido a partir de 15 a 20ml (adulto) ou 5 a 10 ml (crianga)
de sangue periférico. Ao sangue total, adicionou-se 35 ml de solugio A. Apos homogenizagio
colocou-se a mistura no gelo por 30 minutos, para que as hemacias fossem lisadas. Centrifugou-se a
2.000 rpm por 10 minutos a 4°C, em centrifuga Beckman GPR, rotor horizontal GH-3.7. Retirou-se
o sobrenadante. O “pellet” foi novamente ressuspenso em 20 ml da solugio °A, agitando-se por
inversdo, centrifugou-se novamente por 15 minutos a 2.500 rpm e o sobrenadante for desprezado.
As etapas de lise e centrifugag@o foram repetidas varias vezes até o “pellet” passar de rosa para

incolor.

Continuando o procedimento, ressuspendeu-se o “pellet” em 1 ml de solugdo B e adicionou-
se 250 pl de solugio C preparada na hora. Incubou-se em banho-maria a 37°C durante a noite.
Apds a incubagio, tratou-se a solugdo com 1,25 ml de fenol saturado com tampao Tris-HCl 10 mM
pH 8,0, agitou-se por inversdo por 5 minutos e centrifugou-se a 2.500 rpm por 10 minutos. Em
seguida, retirou-se a camada aquosa e a extragdo com fenol foi repetida. Retirou-se a fase superior

que, apos a segunda extragdo com fenol, foi tratada com cloroférmio/alcool 1soamilico (24:1).

¥ As solugdes utilizadas para extragdo de DNA encontram-se descritas na pagina seguinte.
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O DNA foi precipitado adicionando-se 0,1 volumes de acetato de sédio 3 M pH 5,5 e 2
volumes de etanol absoluto. O precipitado de DNA foi retirado da solugdo com auxilio de um
bastdo e lavado com etanol 70% para eliminar o excesso de sal. O DNA foi, entdo, dissolvido em
quantidade apropriada (200-500 pl) de TE e a concentragdo foi determinada por leitura de absor¢ao

Optica a 260 nm em espectrofotometro.

Solugédo A

Triton-X 1%
MgCl, 5mM
Sacarose 0,32 M (109,5g sacarose ultra pura/litro)
Tris-HCl 10 mM (pH 8,0)

Solugdo B (2x concentrada)

Na,EDTA 20 mM
NaCl 20 mM
Tris-HCI ' 20 mM (pH 8,0)
Solugdo C

Para 1 ml = 0,5 ml de solu¢do B, 1 mg de Proteinase K e 0,5 ml de SDS 10% (preparada na hora do
uso).

Proteinase K (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany).

3. Seqiiéncias Y-especificas utilizadas

3.1 Sondas utilizadas no método de “Southern-blotting”

Os plasmidios contendo as seqiiéncias de DNA utilizadas como sondas foram gentilmente

doados pelos pesquisadores, Drs. Albert de la Chapelle (Department of Medical Genetics,

University of Helsinki, Finland) e Peter Vogt (Department of Human Genetics, University of
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Heidelberg, Germany). Os plasmidios contendo as sondas de interesse foram inseridos em bactérias

por transformag@o para manuteng@o e posterior amplificagdo. A sondas estdo descritas a seguir.

Tabela 4: Sondas utilizadas para detecgio de seqtiéncias do cromossomo Y

SONDA FRAGMENTO(S) DETECTADO(S) VETOR INSERTO
YS0f2 A (10Kb) ¢ B (7,5Kb) - intervalo 3 pBluescript fragmento de 1,7kb inserido nos sitios
C (6,0Kb) e E (1,7Kb) - intervalo 6 (2.9 Kb) EcoR1
D (4,5Kb) - intervalo 4
Y6BS65 | A (17Kb), B (14,5Kb), C (8,5Kb), pBluescript fragmento de 0,7Kb
D (14Kb) e E (11Kb) - intervalo 6 (2.9 Kb) inserido nos sitios EcoR1
¢ Hind 11
Y6BaH34 | fragmento de 6,0Kb - intervalo 6 fragmento de 1,3Kb inserido nos
sitios de Hindlll
pDp1007 | A (3,0Kb) - intervalo 1Al (ZFY) pUCI13 (2,7Kb) | fragmento de 1,3Kb inserido nos
B (1,8Kb) - Xp21.3-p22.1 sitios de Hindlll
pY49f fragmento de 2,8 Kb - intervalo 6 pBR322 (4,3 Kb) | fragmento de 2,8 Kb inserido nos
| sitos EcoR1

Estas sondas foram posteriormente utilizadas para hibridizagdo com DNA gendmico
digerido e imobilizado em membranas pela técnica de “Southern-blotting”, na tentativa de se
localizar sequéncias derivadas de Y nas pacientes com Sindrome de Turner e para analise de

delegdes de Y em pacientes com sexo-reverso.

3.2 Seqiiéncias amplificadas por reacio de polimerase em cadeia (PCR)

Para detecg¢do de mosaicismo de Y, por meio de PCR, em pacientes com sindrome de
Turner, foram estudados, preferencialmente, /oci situados proximo ao centrdmero e na porgao
proximal do brago longo do cromossomo Y, uma vez que essa regiao supostamente contem o locus
GBY. Para o mapeamento do cromosso Y das pacientes com disgenesia gonadal, foram estudados,
além do gene SRY e de loci centroméricos, /oci situados ao longo de toda a porgdo eucromatica do

brago longo do Y. Os loci estudados encontram-se discriminados na Tabela S.
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Locus Intervalo Primers tamanho
noY seqiiéncia
amplificada
SRY 1A1 SRY1:5'-CATTGTCGACCAGTGTGAAACGGGAGAAAACA-3' 380pb
SRY4:5'-CATTGTCGACGTACAACCCTGTTGTCCAGTTGC-3'
'TSPY 3 TR 5 AT GACATAATGGCGGAGE 1300pb
JA52: 5'-CGATAGGCCTCCACTTCATA-3'
JA35: 5'-CCCCACCTAGACCGCAGAGG-3' 608pb
JA30: 5'-GGGAAGAAGGCCTAAGAGCACC-3'
'DYZ3 cen A: 5'-TGAAAACTACACAG-AAGCTG-3' 1100pb
B: 5'-ACACATCACAAAGAACTATG-3'
G: 5'-AGCCTTTTGTGGCCTACG-3' 330pb
H: 5°-ATCCTCCTGGAGATAC-CA-3'
’sY78 cen 5'-TCCTTTTCCACAATAGACGTCA-3' 170pb
3'-GGAAGTATCTTCCCTTAAAAGCTATG-5'
sY81 SA 5'-AGGCACTGGTCAGAATGAAG-3' 209pb
3'-AATGGAAAATACAGCTCCCC -5
sY86 5C 5"-GTGACACACAGACTATGCTTC -3° 320pb
3'-ACACACAGAGGGACAACCCT-5'
sY151 SF 5"-AAATCTGTAGTCTCATATCAATCTG-3' 183pb
3'-TTACTTGATTTAGCAATAAAAAGG-5'
sY117 M 5"-GTTGGTTCCATGCTCCATAC-3' 262pb
3'-CAGGGAGAGAGCCTTTTACC-S'
sY143 6A 5'-GCAGGATGAGAAGCAGGTAG-3' 311pb
3'-CCGTGTGCTGGAGACTAATC-5'
sY254 ’6D 5'-GGGTGTTACCAGAAGGCAAA-3' 330pb
3'-GAACCGTATCTACCAAAGCAGC-5'
sY255 *6D 5'-GTTACAGGATTCGGCGTGAT-3' 126pb

3'-CTCGTCATGTGCAGCCAC-5

Notas: 'nos loci TSPY e DYZ3 utilizou-se “primers” internos para um segundo PCR (“nested-PCR”).

%a designagdo “sY™ refere-se aos STS (“sequence-tagged sites™) localizados no cromossomo Y. A localizagdo

desses STS, com excegdo de sY254 e sY255, foi baseada na descrigdo fornecida por Vollrath et a/. (1992),

mas sua posi¢do exata pode variar em diferentes trabalhos.

* a localizagdo desses STS foi baseada na descricio fornecida por Reijo et al. (1996).
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4. Transformacao de bactérias :
4.1. Transformacio bacteriana:

Para manutengio do plasmidio contendo o inserto de interesse foi realizada a transformagéo
em células competentes de E. coli da linhagem DHS5o para posterior amplificagdo através do
r

seguinte procedimento, segundo protocolo de Sambrook e col. (1990), modificado:

Aliquotas de 100 pl de células competentes da bactéria DHSa (preparadas anteriormente e
estocadas no laboratorio) foram retiradas do freezer -70°C e colocadas em gelo para descongelar
lentamente. A cada tubo adicionou-se aproximadamente 40 ng de DNA plasmidial. Esta mistura foi
mantida em gelo por 30 minutos. Ao término deste periodo de incubagdo, cada preparagdo foi
submetida ao choque térmico com o seguinte procedimento: 42°C por 90 segundos (tempo critico)
e imediatamente colocados no gelo por 1 minuto. Adicionou-se a estes tubos 700 pl de meio LB

liquido (sem ampicilina), e foram mantidos a 37°C por 30 minutos.

Uma aliquota de 150 ul foi rapidamente vertida sobre placas de Petri individuais com meio
LB sélido contedo ampicilina para sele¢do. As placas foram transferidas para estufa e mantidas a

37°C por 16 h para que as colonias transformantes pudessem desenvolver.

Solugdo antimicrobiana (ampicilina)
Concentragdo estoque 25 mg/ml

ConcentragZo final no meio deve ser de 100 ug/ml

A solugdo foi esterilizada por filtragao (filtro 0,45 micron), dividida em aliquotas e mantida a -20°C.
4.2. Mini-preparacio de plasmidio:

A mini-preparag@o foi realizada com a finalidade de certificar se o fragmento de interesse

estava presente no plasmidio, antes de se proceder a extragdo em larga escala. As colOnias
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tranformantes foram selecionadas e crescidas em tubo de ensaio contendo 5 ml de meio LB liquido

e 100 pg/ml de ampicilina (ver item 5.2) a 37°C, durante a noite com agitagdo de 250 rpm.

Transferiu-se 1,5 ml da cultura para tubo eppendorf o qual foi centrifugado em
microcentrifuga por 2 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o “pellet” foi ressuspenso em 100 pl
de “tampdo de lise”. Em seguida, fez-se uma extragdo com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1),
agitou-se em “vortex” por 15 segundos e se repetiu a centrifugagdo anterior. Retiro&-se a fase
aquosa e 0 DNA foi precipitado com 200 pl de etanol absoluto gelado. Imediatamente centrifugou-
se por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, lavou-se o “pellet” com etanol gelado 70%
e 0 DNA foi dissolvido em 50 pl de TE. Foi feito um teste em gel de agarose 0,8% para confirmar a

presenca do plasmidio.

Solugdo de tampdo de lise

LiCl 25M
Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
Triton 100x ' 4%
EDTA 62,5 mM

5. Extracido de DNA de plasmidio em larga escala:

Foi seguido basicamente o protocolo descrito por Sambrook e col. (1989), com algumas
adaptagdes. Um indculo de bactérias contendo o plasmidio de interesse foi feito em 5 ml de meio
LB liquido com 100 pg/ml ampicilina e mantidas durante a noite a 37°C sob agitagéo de 250 rpm.
No dia seguinte, os 5 ml de cultura foram adicionados a 500 m! de meio LB liquido com 100 pg/ml

de ampicilina e incubados a 37°C sob agitagio vigorosa por aproximadamente 18h.

A cultura foi dividida em 2 frascos de centrifuga de 250 ml e submetida a centrifuga¢do em
5.000 rpm por 20 minutos sob refrigeragdo a 4°C. Desprezou-se o meio (sobrenadante) e o “pellet”
foi lavado com 100 mi de STE, agitando em “vortex” para misturar bem; em seguida, centrifugou-

se a 5.000 rpm por 20 minutos a 4°C e desprezou-se o sobrenadante.
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As células foram ressuspensas em 18 ml de Solugdo I e acrescentou mais 2 ml de lisozima
(10 mg/ml em Tris-HCI 10 mM pH 8,0), preparada na hora. Adicionou-se 40 ml de Solugdo II, o
conteudo foi misturado repetidas vezes lentamente por inversdo e mantido a temperatura ambiente

por 10 minutos.

O DNA bacteriano foi precipitado com adi¢do de 20 ml da Solugdo III, o contetdo foi
misturado lentamente por inversdo e mantido em gelo por 10 minutos. O precipitado floculoso
formado foi separado por centrifugagio a 5.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
passado por 4 camadas de gaze e o filtrado foi divido em dois tubos de centrifuga. O DNA
plasmidial foi pecipitado por adigdo de 0,6 vezes o volume de isopropanol. Apos misturar bem,
manteve-se a temperatura ambiente por 10 minutos. Centrifugou-se entdo, a 5.000 rpm por 20
minutos a temperatura ambiente. O sedimento foi lavado uma vez com etanol 70% e depois de seco

dissolvido em 3 ml de TE. A seguir, procedeu-se a purificagado do DNA plasmidial.

Solugdo de STE

Tris-HCI 10 mM (pH 8,0)
NACI 100 mM
EDTA 1 mM (pH 8,0)
Solugdo 1

Tris-HCI 25 mM
EDTA 10 mM
Glicose 50 mM

0
Conservar a4 C.

Solugdo 11
NaOH 0,2N
SDS 1%

Preparar na hora do uso.
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Solugao 111
Acetato de potassio 5S M (pH 4,8)
Mistura de acetato de potassio e acido acético glacial resultando numa concentragdo de 5 M com

respeito aos ions acetato e 3 M com respeito aos ions potassio.

0
Conservar a 4 C.

5.1. Purifica¢io do DNA plasmidial:

A purificagido do DNA plasmidial iniciou-se com extragdo volumelvolume de
fenol/cloroférmio/alcool 1soamilico (25:24:1), realizada por duas vezes e seguida de uma extragdo

com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).

O RNA contaminante foi eliminado adicionando-se o mesmo volume de acetato de amonio
7,5 M. Apos a mistura por inversao, foi incubado no gelo por 10 minutos. Em seguida, centrifugou-

se a 15.000 rpm por 10 minutos a 4°C (o “pellet” de RNA formado foi desprezado).

O sobrenadante com o DNA plasmidial foi transferido para outro tubo e precipitado com
2.5 volumes de etanol absoluto gelado, deixado durante uma noite em freezer -20°C. Apds esse
periodo centrifugou-se a 5.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Lavou-se por trés vezes com 5 ml de
etanol 70% gelado. O sobrenadante foi descartado e, depois de seco, o “pellet” foi dissolvido em

200 a 500 ul de TE. A leitura da concentragio foi realizada em espectrofotémetro.

6. Preparo do fragmento de interesse:

ApOs a extragdo em larga escala dos plamidios contendo os fragmentos de interesse, estes
foram digeridos com enzimas de restrigao. Para cada plasmidio, montou-se uma reagdo contendo de
10 a 30 pg de DNA de plasmidio, tampido adequado para cada enzima de restrigdo, e
aproximadamente 10 a 30 unidades da enzima. Incubou-se na temperatura adequada para cada

enzima durante no minimo 3 horas.
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O volume total da reagao foi, entdo, aplicado em um gel de agarose de 0,8% e o fragmento
foi separado do vetor por diferenga de tamanho através de eletroforese. O gel foi corado com
brometo de etidio e visualizado em transluminador com luz ultravioleta. A banda correspondente ao

fragmento foi extraida da agarose segundo protocolo de Sambrook e col. (1989), modificado.

A banda a ser eluida do gel de agarose 0,8%, ja contendo 0,5 ng/ml de brometo de etidio e

r

corrido em tampdo TAE, foi localizada com luz UV. Com um bisturi fez-se uma incisdo no gel, a
frente da banda, e com ajuda de pingas inseriu-se o papel DEAE (DE81, Whatman) de tamanho

adequado, até que o mesmo tocasse o fundo da cuba.

A eletroforese prosseguiu até que todo o DNA migrasse para o papel DEAE. O papel foi
cuidadosamente removido com auxilio de uma pinga e transferido para um tubo eppendorf com 400
pl de tampdo de eluigdo esterilizado por filtragdo, e mantido por 30 minutos a 68°C. O
sobrenadante foi transferido para outro eppendorf apds uma centrifuga¢do de 15 minutos. O DNA

foi precipitado com 4 pl de MgCl, 1 Me 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. Apos incubagio a

-20°C por aproximadamente 18 h, centrifugou-se a 10.000 rpm por 20 minutos e o DNA foi

dissolvido em 20 ul de TE. A concentragao foi estimada em gel de agarose.

Solugdo estoque de brometo de etidio 10 mg/ml
Brometo de etidio 1,0g
H,O0 Milli-Q g.s.p 100 ml

Solugdo de brometo de etidio (0,5 ug/ml)
Solugdo estoque de brometo de etidio 10mg/ml Sul
H,0 Milli-Q q.s.p 100 ml

0
Armazenado em frasco escuro a4 C.
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Solugdo de tampdo de elui¢do

Tris-HCI 1 M (pH 8,0)
EDTA 0,5M (pH 8,0)
NaCl 5M

A solugdo foi esterilizada por passagem em filtro de 0,45 micron e armazenada a 4°c.

7. Anilise do DNA genomico pelo método de “Southern blot”:

O DNA gendmico de cada individuo extraido pelo método descrito no item 3 foi utilizado

em “Southern blots” preparados da seguinte maneira:
7.1. Digestao do DNA gendmico com enzimas de restri¢do:

O DNA génomico foi clivado com as enzimas de restrigdo EcoRI (para hibridizacdo com as
sondas 50f2, pDpl1007 e 49f), Xbal (para hibridizagdo com a sonda Y6BS65) e HindlIll (para
hibridiza¢do com a sonda Y6BaH34). As reagdes foram preparadas em um volume final de 150 pl,
contendo de 10 a 15 pg de DNA gendmico, tampao de restricdo recomendado pelo fabricante,
espermidina, enzima de restrigdo apropriada numa propor¢ao de 3 U de enzima para cada pg de
DNA e agua Milli-Q para completar o volume. As reagdes foram incubadas em banho-maria

durante uma noite a 37°C.

O DNA foi precipitado com acetato de sodio pH 5,2 para uma concentragio final de 0,3 M
e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado, por 18 h a -20 °C. Centrifugou-se a 12.000 rpm por 10
minutos em microcentrifuga e lavou-se com etanol 70%. As amostras de DNA foram ressuspensas
com 15 pl de TE aos quais foram acrescentados 3 pl de azul de bromofenol, em seguida, foram

aplicadas em um gel de agarose 0,8%.

Solugdo tampdo de amostra 6x (azul de bromofenol)
Glicose 50%
Azul de Bromofenol 25%
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TBE 10x pH 8,0 10,0 ml

Dividir em aliquotas em tubo eppendorf e estocar a 4°C.
7.2. Preparo do gel e eletroforese:

Preparou-se um gel de agarose 0,8%, com tampao TBE (1X) em cuba de acrilico. A
eletroforese foi feita a uma voltagem média de 40 volts, em tampao TBE (1X). Como m’arcador de
peso molecular utilizou-se 0 DNA “ladder” de 1 kb (Gibco-BRL). A eletroforese prosseguiu por
tempo adequado para cada enzima dependendo do tamanho de fragmento a ser estudado. Em

seguida o gel foi corado com brometo de etidio, por 30 minutos.

Foi tirada uma fotografia em camera Polaroid sob iluminagdo de luz ultravioleta
(transluminador), colocando uma régua fluorescente ao lado do gel para poder reconhecer o

tamanho dos fragmentos detectados pela sonda.

Solugdo estoque de tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE 10x)

Para 1 litro:

Tris-Base 108 g
Acido Bérico 55¢g
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 40 mi
Autoclavar.

Solugdo de uso do tampdo Iris-Borato-EDTA (IBE Ix)

Tris-Base 0,089 M
Acido Bérico 0,089 M
EDTA (pH 8,0) 0,002 M

Solugdo estoque do marcador de peso molecular - 1 kb “ladder” (GiBco-BRL)
Para 1.240 ul:



DNA LADDER
TBE 10x

Azul de Bromofenol
H,0 estéril

Armazenar 4°C.

40 ul
100 ul
200 pl
900 pl

7.3. Transferéncia do DNA do gel para suporte solido:
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Para a transferéncia dos fragmentos de DNA contidos no gel para a membrana de nylon

(Hybond-N+ da Amersham) pelo método “Southern blotting” (Southern, 1975 - modificado), foi

utilizado o método de transferéncia salina.

O gel foi tratado primeiramente com uma solugdo de despurinagdo por 15 minutos a

temperatura ambiente sob agitagdo. Em seguida, foi transferido para a solug@o de desnaturag@o por

30 minutos a temperatura ambiente. Depois da desnaturagdo, procederam-se duas etapas de 15

minutos de lavagem do gel com solugdo de neutralizagdo. A transferéncia foi realizada com solugao

de 20x SSC.

Solugdo de despurinagdo
HCl

Fazer na capela.

Solugdo de desnaturagdo
NaOH
NaCl

Solugdo de neutralizagdo
Tris-HCl
NaCl

0,25 N

0,5N
15M

0,5M (pH 8,0)
1,5M
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Solugdo de SSC 20x

NaCl 3M
Citrato de sodio 0,3 M
Autoclavar.

Apbs o sistema de “Southern blotting” ter sido montado, a transferéncia prosseguiu por 48
r
h. A membrana foi retirada e incubada por 2 h em forno a 80°C e posteriormente estocada seca em

saco plastico selado.
8. Marcacao das sondas:

As sondas utilizadas foram obtidas por excisdo de plasmidios, sendo, portanto, fragmentos
de DNA de fita dupla para serem empregados nas hibridizagdes de “Southern blots”. A marcagio
das sondas foi feita pelo método de “Random-Priming” descrito por Feinberg e Volgstein (1983),
que emprega a incorporagdo de um nucleotideo marcado radioativamente ao fragmento de DNA.

Os nucleotideos radioativos foram adquiridos da Amersham Internacional.

A reagdo de “Random Priming” consiste em uma polimerizagdio do DNA por ag¢do do
fragmento Klenow da DNA polimerase I a partir de “primers” (hexameros) aleatérios. A reacdo se
processou num volume final de 50 pl da seguinte forma: desnaturou-se primeiramente por
aquecimento a 100°C por 10 minutos 25 a 50 ng do DNA em volume variavel de H,O para
completar 23 pl, deixando, em seguida, em gelo por 5 minutos. Centrifugou-se rapidamente em
microcentrifuga, acrescentou-se 15 pl de tampdo, 5 ul do o-32P-dCTP (3.000 Ci/mmol) e 3

unidades da enzima. Incubou-se a temperatura ambiente por no minimo 2 h.

Os reagentes utilizados estavam disponiveis em “Kits”- Gibco BRL ou Promega, com
exce¢do do a-32P-dCTP e do a-32P-dATP que foram adquiridos mensalmente devido a curta vida

média do isétopo 32P (14,5 dias).



Solugdo tampdo “Random Priming”

HEPES 0,67TM
Tris-HCI 0,17 M
MgCl, 17 mM
2-mercaptoetanol 33 mM
BSA 1,33 mg/ml
dNTPs 0,001 mM r

18 OD260 Unidades/ml dos “primers” [hexameros, pH 6,8]

Nos dois casos, apos a reagdo completou-se o volume para 100 pl com TE , e os
nucleotideos nio incorporados foram, entdo, eliminados através da passagem por uma coluna de
Sephadex G-50. Em seguida, contou-se a radioatividade de 1 pl em um contador de cintilagio
liquida e, calculou-se a eficiéncia da incorporagdo. Todo o trabalho com radioisotopos foi realizado

acompanhando com um monitor de radiagao do tipo Geiger.

9. Hibridizag¢ao

Apos a transferéncia pelo método de “Southern”, os filtros obtidos contendo o DNA
gendmico de cada individuo digerido com a enzima de restrigdo de interesse foram hibridizados com
a sonda desejada marcada. As condigdes de reagdo variaram conforme a sonda, porém de uma

maneira geral esse processo se deu em duas etapas:

9.1. Pré-hibridizacao:

Os filtros foram incubados em solu¢do de pré-hibridizagdo por 18 h a 42°C em tubos

apropriados e postos em incubadora.

Solugdo de pré-hibridizagdo
Formamida 50%

SSC Sx



Tris-HCI 20 mM (pH 7,5)
Denhardt’s 10x
SDS 1%
ssDNA 200 pg/ml

Desnaturar ¢ adicionar o ssDNA na hora do uso.

0 ..
Conservar a 4 C em frasco com papel aluminio.

Solugdo 100x Denhart’s

Ficoll 400 2,0g
Polyvinilpyrrolidone (PVP) 2,0g
Soro bovino fetal (BSA) sigma 2,0g
H,0 destilada 100 ml

Solugdo estoque des ssDNA
ssDNA 10 mg/ml
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Dissolver, em um becker, o ssDNA com H,O bidestilada, sobre um agitador magnético por 2 a 4 h,

a temperatura ambiente. Em seguida a mistura é sonicada no aparelho ULTRASONIC

. NPT , 0
Homogeneizer. Dividir em aliquotas e armazenar a -20"C. Na hora do uso desnaturar o ssDNA por

10 minutos em agua fervente.

9.2. Hibridizacio:

A solugio acima foi trocada pela de hibridizagdo contendo aproximadamente 2 x 106 cpm/ml

da sonda e incubou-se cerca de 18 h a 42°C.

Solugdio de hibridizagdo

Formamida 50%
SSC S5x
Tris-HCI 20 mM (pH 7.5)

Denhardt’s 2x



SDS 1%
Sulfato de dextrana 25%
ssDNA 200 pg/ml

Desnaturar e adicionar o ssDNA na hora do uso.

Conservar a 4°C em frasco com papel alumilio.
Solugdo de sulfato de dextrana 50x
Sulfato de dextrana 10g

H,O bidestilada 13 ml

10. Lavagem dos filtros:
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Ap6s a hibridizagdo os filtros foram lavados inicialmente por 15 minutos em uma condigéo

de baixa estringéncia a temperatura ambiente para retirada do excesso de sonda. A seguir foram

lavados duas vezes em condigdes de baixa estringéncia a 56°C, por 15 minutos e, finalmente, em

condigdes de alta estringéncia, a 56°C, por 5 a 15 minutos.

Solugdo de lavagem de baixa estringéncia
SSC 2x
SDS 0,1%

Solug¢do de lavagem de alta estringéncia
SSC 0,1x

SDS 0,1%

11. Autoradiografia:

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raio-X (Kodak X-OMAT AR) em cassetes

apropriados com intensificador de sinal (“Lightning Plus” da Dupont), a -70°C por um periodo

adequado. Apos a revelagio os filtros foram lavados para a retirada da sonda, com uma solugéo de
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Tris-HC1 0,01 M, pH 7,5; EDTA 0,001 M, a 100°C, a qual foi acrescentada SDS 0,1% em volume
final de 1000 ml.

12. Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

As amplifica¢des foram realizadas em Thermal-cycler (Perkin-Elmer). Foram utilizados

r

controles positivos e negativos em todas as reagdes.

12.1 Amplificagdo do SRY

Foram utilizados “primers” adequados para a amplificagdo do gene SRY para determinar a
presenca ou auséncia dessa seqiiéncia nas pacientes que apresentam sexo-reverso e tambeém nas

pacientes portadoras da sindrome de Turner.
A amplificagio do gene SRY foi realizada através da utilizagdo dos “primers” SRY1 e
SRY4, capazes de amplificar um fragmento de 380 pb que inclui o “HGMbox”. As sequéncias dos

“primers” se encontram na tabela 5.

Foram adotadas as seguintes condigdes de reagao:

DNA genomiCoO. .........cooouiieviiiiiiiiiieiiieeee .0,3ug
ANTP. 200uM
DMSO .. 10%
Tampao Taq DNA polimerase (Pharmacia)............... 1X
Primer SRY-1..........coooiiii 100pmol
Primer SRY-4......... 100pmol
Taq DNA polimerase ... 1,25U

Agua MIllIQ...........ooooee q.s.p. 50ul
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Foram utilizados os seguintes ciclos de amplificagdo:

N2 ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 94 5 minutos
94 45 segundos ,
30 60 30 segundos
72 30 segundos
1 72 5 minutos

12.2 Amplificag¢ido de TSPY e DYZ3 por “nested-PCR”

Para detecgio de mosaicismo de Y em pacientes com sindrome de Turner foram utilizados,
além dos “primers” de SRY, “primers” para a amplificagio de TSPY (proteina testiculo-especifica
codificada pelo Y), localizado na porg¢do proximal do brago longo do Y e a repetigdo DYZ3,

localizada proxima ao centrémero do cromossomo Y.

No sentido de aumentar o nivel de sensibilidade do método, estas seqiiéncias foram
amplificadas através de “nested-PCR”, ou seja, foram utilizados dois pares de “primers” para cada
locus estudado, sendo um par mais interno que o outro. As duas reagdes de PCR foram feitas
consecutivamente, sendo que a segunda utilizou como substrato o produto obtido na primeira. Os
“primers” utilizados na primeira reagdo foram DYZ3-A e DYZ3-B; TSPY-JA56 e TSPY-JAS2, que

estdo descritos na Tabela 5.

Os produtos obtidos foram diluidos (1:10) e 1ul foi, entdo, utilizado numa segunda etapa de
amplificagdo contendo os seguintes “primers” internos: DYZ3-G E DYZ3-H; TSPY-JA35 e TSPY-

JA30, que estdo descritos na Tabela 5.



As condi¢des utilizadas na reagdo foram as seguintes:

DNA EeNOMICO. ...ttt 0,3ug
Tris-Hel (pH 8,3).. oo 10mmol/L
<& 50mmol/L
MECI2 1,5mmol/L
ANTP .o 200uM
Cada “Primer’”..........ccooiiiiiiiiiiii e 100pmol
Triton X-100........ oo 0,1%
Tag DNA polimerase..........c..cooieviiiiiiiiiiiieiiioece 3U
Agua milliQ ... q.s.p.50pl

Ciclos de amplificagdo da primeira etapa:

Primers Neciclos Temperatura (°C) Tempo (segundos)
95 60
DYZ-A/B 30 57 60
72 60
95 60
TSPY-JAS56/52 30 55 60
72 60

Ciclos de amplifica¢ao da segunda etapa:

Primers Ne ciclos Temperatura (°C) Tempo (segundos)
DYZ-G/HB 95 60
e 15 35 60

TSPY-JA 35/30 72 90

50



12.3 Amplifica¢iao de STS Y-especificos

Para detecgdo de mosaicismo de Y em pacientes com sindrome de Turner e para o
mapeamento do cromossomo Y da paciente com caridtipo 45,X/46,X,dic(Y) foram amplificados
por reagdo de polimerase em cadeia sequéncias do tipo STS, localizadas no brago longo do
cromossomo Y, descritas por Vollrath er al. (1992) e Reijé et al. (1995). Estes STS estdo

discriminados na tabela S (item 3.2).

Foram adotadas as seguintes condi¢gdes de reagdo:

DNA gendmiCo.......ccoooviiiiiiiiiiiiieeieee .0,3ug
ANTP 200uM
DMSO ... 10%
Tampdo Taq DNA polimerase (Pharmacia)............... 1X
Primer a...........oooociiii 50pmol
Primer b, [ESUTUURO 50pmol
Taq DNA polimerase............ccccooiiiiiiiiiini v 1,250
Agua milliQ........ooooooo q.s.p.50ul

Foram utilizados os seguintes ciclos de amplificagio:

Ne ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 94 5 minutos
94 1 minuto
30 62* 1 minuto
72 1 minuto
1 72 5 minutos

* A temperatura de anelamento foi de 62 °C para os STS sY78, sY81 e sY86, e para os STS sY151, sY117, sY143,
sY254 e sY255 foi utilizada a temperatura de 58°C. '



Alternativamente, foram feitas algumas reagdes com base na técnica PCR “multiplex”, onde
mais de um Joci é amplificado por reagdo. Os STS 151, 117 e 143 foram amplificados

conjuntamente nas pacientes portadoras de disgenesia gonadal pura segundo as seguintes

condi¢des:

DNA gENOMICO.........oooviiiiiiiiiiiieieeieeiie e, .0,3ug r
ANTP. e 200pM

DMSO.. o 10%

Tampio Taq DNA polimerase (Pharmacia).............. 1X

Mistura de Primers.....................cccooviiiiiiii 2ul

Taq DNA polimerase.............cccccooooiiiiiiiiiioin, 1,250
AguamilliQ.............................. q.5.p.25ul

A mistura de “primers” foi feita adicionando-se:

sY117a. o 200pmol
sYI17bo 200pmol
sY15la...oooiii, 300pmol
SY151b. 300pmol
sY143a......coooiiiii 500pmol

sY143b.. 500pmol
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13. Seqiienciamento

Apos a amplificagio do gene SRY foi feito o sequenciamento do alelo das pacientes que
apresentam sexo-reverso e da paciente com sindrome de Turner portadora de um cromossomo

derivado de Y, para tentar localizar possiveis mutagdes responsaveis pelos fenotipos observados.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas segundo o método de terminagéio’ em cadeia
descrito por Sanger er al. (1977), diretamente a partir do produto de amplificagdo de gene SRY.
Foi realizado o sequenciamento a partir da fita “sense” e da fita “nonsense” com a utilizagdo dos
“primers” SRY1 e SRY4, marcados radioativamente. A porgdo conservada do gene amplificada por
estes “primers” foi seqiienciada pelo menos duas vezes em cada paciente, partindo de diferentes

reagdes de PCR para garantir a fidelidade dos resultados obtidos.

Para o sequenciamento do produto da reagdo de PCR foi utilizado o “Kit” de
sequenciamento Sequenase PCR product, versao78500, fabricado pela Amersham. O “Kit” foi
desenvolvido para preparar o produto de PCR simétrico para o sequenciamento, e ndo requer

nenhuma etapa de purificagio. O protocolo utilizado foi realizado segundo descrigdo do fabricante.

Os produtos obtidos nas reagdes de sequenciamento foram submetidos a eletoforese em gel
de poliacrilamida 6%, desnaturante, contendo uréia. Foi utilizada uma cuba para sequenciamento da
Pharmacia com um tampdo Tris-Taurina-EDTA. A duragdo da eletroforese foi de 4 horas, em
média. Apos a eletroforese, o gel foi fixado em acido-acético e metanol por 15 minutos, lavado em
agua corrente e ento secado em estufa, a 42°C, por 16 horas. A seguir, o gel foi exposto a filme de
autoradiografia (Hyperfilm MP- Amersham) e posteriormente revelado. A seqiéncia obtida para

cada paciente foi comparada com a do gene selvagem descrita na literatura.
14. Técnica HUMARA

Para avaliar a origem dos cromossomos em anel e marcadores encontrados nos cariétipos de

pacientes com sindrome de Turner com mosaicismo foi utilizada a técnica HUMARA, descrita



inicialmente por Allen ez al. (1992) e modificada por Yorifuji er al. (1997). Essa técnica também €

empregada para detecgdo de niveis baixos de mosaicismo de cromossomo X pacientes 45,X.

Em resumo, uma seqiiéncia de repetigdes CAG altamente polimorfica presente no gene do
receptor de andrégenos humano (HUMARA), localizado em Xql2, foi amplificada através de
primers especificos. As repetigdes CAG foram ampliﬁcadas; juntamente com suas seqiéncias
flanqueadoras contendo dois sitios de restrigdo da enzima Hpall que sdo sensiveis a mretilagﬁo. 0
DNA gendmico foi previamente cortado com as enzimas Rsal e Rsal+Hpall. Quando um
cromossomo X esta ativo, os sitios de Hpall ndo estdo metilados e se tornam susceptiveis a
digestdo com essa enzima. Quando isso ocorre ndo ha amplificagdo por PCR. Por outro lado, na

presenga de um segundo cromossomo X, inativo, os sitios estdo metilados e a digestao ndo ocorre.

Neste caso ocorre amplificagio.

Como a porcentagem de heterozigose no /ocus HUMARA ¢ alta (87%) pode-se identificar
pacientes em que mais de um alelo esta presente. Além disso, pode-se detectar padrdes de
inativagdo ndo randdmica comparando-se os produtos obtidos na amplificagdo antes e apos a

digestdo com Hpall.

O DNA gendmico foi inicialmente clivado com a enzima de restrigdo Rsal. As reagdes
foram preparadas em volume final de 10ul contendo 3 a 5 pg de DNA gendmico, 20mM TRIS-
HCL (pH7,4), 5SmM MgCl; e 4U da enzima Rsal. Incubou-se em banho-maria durante uma noite, a
37°C.

A seguir o DNA foi digerido com a enzima Hpall. As reagdes foram preparadas em volume
final de 5ul contendo 4l da digestdo com Rsal, 20mM TRIS-HCL (pH7,4), 10mM MgCl, 4U da

enzima Hpall. As reagdes foram incubadas em banho-maria durante uma noite, a 37°C.

Aliquotas de 4pl do DNA digerido com Rsal e com Rsal + Hpall foram submetidas a uma
primeira etapa de amplificagdo. A reagio foi submetida a “hot start” tendo a Taq polimerase sido

adicionada a 72°C. Foram utilizados os seguintes “primers”:
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REP1 : 5" TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC 3
AR2 : 5" TCTGGGAGCCAACCTCTCTC 3

O produto obtido na primeira etapa de amplificagdo tem, em média, 331pb, podendo variar
de tamanho devido ao polimorfismo do numero de repetigdes CAG ‘( 11 a 31) encontrado dentro da
por¢do amplificada. Esse produto foi diluido 1:10 e 1ul foi utilizado na segunda etapa de

amplificagdo com os seguintes “primers” internos: r

AR1: 5" GTGCGCGAAGTGATCCAGAA 3
CAG2: 5 GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT 3

Os seguintes ciclos de amplificagdo foram utilizados em ambas as etapas:

N ciclos Temperatura (°C) Tempo

1 94 5 minutos
94 30 segundos

10 55 1 minuto
72 1 minuto
94 30 segundos

20 60 1 minuto
72 1 minuto

1 72 5 minutos

Uma aliquota de Sul do produto obtido na segunda etapa de amplificagdo, o qual tem em
média 261pb, foi, entdo, submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 20%. Apés corrida de 4h
a 200 volts o gel foi fixado com etanol e acido acético, corado com AgNO3, revelado com NaOH e

formaldeido e fotografado.
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Figura 5: Esquema da amplificagio do gene HUMARA apo6s a digestdo com a enzima
Hpall em: (A) mulher normal 46,XX; (B) mulher com sindrome de Turner
45, X ou homem 46,XY; (C) mulher com sindrome de Turner com 46
cromossomos, sendo um X anormal (marcador ou em anel); (D) mulher com
sindrome de Turner e mosaicismo com uma linhagem 45,X e outra com 46
cromossomos, sendo um X anormal.
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1. Disgenesia Gonadal Pura

1.1 Estudo do gene SRY

O gene SRY foi avaliado nas trés mulheres com caridtipo 46,XY e diagnostico de
disgenesia gonadal pura. Para verificar-se a presenga do gene o DNA das pacientes foi
submetido a reagdo de polimerase em cadeia (PCR) com “primers” especificos para
amplificagio deste loci e todas tiveram resultado positivo (figura 6). Foi, entdo, realizado
o seqiienciamento de parte deste gene, que permitiu a leitura da posi¢do 564 até 840. Essa

regido inclui o dominio conservado “HMGbox”, que vai da posi¢do 582 até 821.

1500pb  _,
1000pb  —»
500pb —
398pb  d°

Figura 6: Produto da amplificagdo do dominio conservado do gene SRY observado em gel
de agarose 2%.Nas canaletas: (1) marcador de peso molecular (1Kb ladder);
(a),(b),(c) pacientes com disgenesia gonadal pura; (d) controle feminino normal;

(e) controle masculino normal.

Duas pacientes (“a” e “c”) possuiam seqiiéncia normal, idéntica a descrita na
literatura (Sinclair et al., 1990). Na outra paciente (“b”) foi detectada uma mutagiio de
ponto (G—A) na posigdo 619, causando a alteragio de um coédon de triptofano para um

codon de terminag@o, como pode ser visto na figura 7.
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Figura 7: Analise por seqiienciamento direto do produto de PCR do gene SRY. I Parte do
gene SRY do controle normal mostrando a regido compreendida entre o
nucleotideo 616 (parte inferior) ao 636 (parte superior). II Mulher XY
(paciente “b”). A seta inidica a alteragdo de um codon de triptofano para um

codon de terminagdo causada pela transigdo de G para A na posigdo 619.

1.2 Amplificacio de STS Y-especificos

Para avaliar a ocorréncia de possiveis dele¢des no cromossomo Y das trés
pacientes XY foram estudados, por meio de PCR, oito /oci situados no cromossomo Y,
um na regido centromérica (sY78), quatro no intervalo 5 do brago longo (Yq) (sY81,
sY86, sY151, sY117) e, ainda, trés no intervalo 6 (sY 143, sY254, sY255). As pacientes
tiveram amplifica¢@o positiva para todos os /oci testados, como pode ser visto nas figuras

8, 9a e 9b e na Tabela 6.
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1000pb —*
500pb
396pb _L
344pb -I:‘E
298pb

220pb —>

¥ . SY143 311pb)
L sY117 (262pb)
“L sv151 (183pb)

Figura 8: Produtos da amplificagdo por meio de PCR “multiplex” dos STS 151, 117 e 143
observados em gel de agarose 2%. Nas canaletas: (1) 1Kb ladder; (2) mulher XY;
(3) paciente “a”; (4) paciente “b”; (5) paciente “c”; (6) controle feminino normal,
(7) controle masculino normal.

4 » sY254

(126pb)

Figura 9: a - Produto de amplificagdo do STS 254 observado em gel de agarose 2%.
b - Produto de amplificagdo do STS 255 observado em gel de agarose 2%.
Nas canaletas: (1) 1Kb ladder; (2) mulher XY; (3) paciente “a”; (4) paciente
“b”; (5) paciente “c”; (6) paciente com sindrome de Turner (nimero 9); (7)

b

controle feminino normal; (8) controle masculino normal.
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Tabela 6: Resultado da amplificagdo de STS Y-especificos em pacientes com disgenesia

gonadal pura.

cen Yq intervalo § Yq intervalo 6

Paciente sY78 sY81 sY86 sY151 sY117 | sY143 | sY254 sY255

a + + + + + + + +
b + + + + + + + +
c + + + + + + + +

1.3 Hibridizac¢iio com sondas Y-especificas

A sonda 50f2 reconhece diferentes fragmentos distribuidos ao longo do
cromossomo Y, tornando-se uma ferramenta util na investigagdo de possiveis delegdes.
Assim, procedeu-se a hibridizagdo com esta sonda que detecta fragmentos localizados nos
intervalos nos intervalos 3, 4B e 6 (sub-intervalo XII) do cromossomo Y. As pacientes
apresentaram sinal positivo para todos os fragmentos, com exce¢do da paciente “a” na
qual ndo houve hibridizagdo com o fragmento 50f2C, como pode ser visto na Tabela 7 e

na figura 10.

Tabela 7: Resultado das hibridizagdes com a sonda 50f2 em pacientes com disgenesia

gonadal pura.

Paciente S0f2A 502B 502D S0f2E 50£2C
a + + + + -
b + + + + +
c + + + + +
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10 Kb Fragmento A - intervalo 3

7,5 Kb Fragmento B - intervalo 3

6,0 Kb Fragmento C - intervalo 6 XII
4,5Kb Fragmento D - intervalo 4B

<+ Fragmento E - intervalo 6 VIII

Figura 10: Autoradiografia do “blot” de DNA digerido com EcoRI e hibridizado com a
sonda 50f2. Nas canaletas: (1) controle masculino normal; (2) controle feminino
normal; (3) mulher 46,XY(paciente “b”); (4) muther 46,XY (paciente “a”); (5)
mulher 46,XY (ndo pertence a amostra do presente trabalho); (6) mulher 46, XY
(paciente “c”).
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Para investigar a possibilidade de ocorréncia de dele¢des nos cromossomos Y das
pacientes 46,XY foram reunidos os resultados das amplificagdes com “primers” Y-
especificos e das hibridizagdes com a sonda 5012, sendo que as sequéncias detectadas por
ambos os métodos econtram-se alinhadas, de acordo com o intervalo e sub-intervalo
detectado no cromossomo Y, na Tabela 8.

r
Tabela 8: resultado das amplificagdes e hibridizagdes com seqiiéncias do cromossomo Y

em pacientes com disgenesia gonadal pura

Y
1 — SRY “Primer”/Sonda  Intervalodo Y Paciente
a b c
2
SRY 1A1 + + +
3 — 50f2A/B
SszA/B 3 + + +
A N[ sy sY78 4A + + +
4B _
> 502D 50f2D 4B + + +
) sY81
] sY86 sY81 SA N N N
al e i .
S STS151
i sY151 SE + + +
]
T ST sY117 SM* N L N
50f2E 6 VIII + + +
6 |- sY143 6A + + n
...... > SORE
T 5Y143 50f2C 6X11 - + +
""" T s C sY254 6D + + 4
sY254 sY253 6D + + +
sY255

Nota:* a localizagdo do sY 117 no intervalo 5 foi definida por Vollrath et al.
(1992); outro trabalho, entretando, posiciona-o na porgdo proximal do intervalo
6 (Vogt et al., 1996). A posigdo deste e de outros STS ¢é relativa e ainda nio

pode ser determinada com exatiddo.
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2. Sindrome de Turner

2.1 Estudo do gene SRY

A presenga do gene SRY foi avaliada em vinte e trés pacientes com sindrome de
Turner. Como j4 foi explicitado anteriormente (Tabela 2 da casuistica), destas pacientes
treze possuiam cari6tipo 45,X, uma possuia apenas uma linhagem com 46 cromossomos
(46,X,+mar) e nove eram mosaicos. Dentre aquelas que ndo apresentavam evidéncias de
mosaicismo, nenhuma mostrou resultado positivo na amplificagdo do gene SRY. Das nove
pacientes cujo caridtipo revelou mosaicismo, oito tiveram resultado negativo na

amplificagdo deste gene.

A paciente com cariotipo 45,X/46,X.idic(Y) (nimero 9) mostrou amplificacio
positiva (figura 11). Uma vez comprovada a presenga do SRY neste caso foi realizado o
seqlienciamento de parte deste gene que inclui o dominio conservado “HMGbox”. A
seqiiéncia encontrada ndo continha mutagdes, sendo idéntica a descrita na literatura

(Sinclair ef al., 1990).

1000pb
500pb  —»
398pb —> 380pb

Figura 11: Produto de amplificagdo do gene SRY observado em gel de agarose 2%. Nas
canaletas (1) 1Kb ladder; (2) e (3) pacientes com sindrome de Turner e
cariotipo 45,X; (4) paciente Turner com cariotipo 45,X/46,X,idic(Y) (nimero
9); (5) paciente Turner com caritipo 45,X/46,X,+mar; (6) homem 46,XX; (7)

mulher 46,XY; (8) controle masculino normal; (9) controle feminino normal.
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2.2 Amplificacdo de DYZ3 E TSPY

DYZ3 ¢ uma seqiiéncia repetida, presente no centrdmero do cromossomo Y, €

TSPY (proteina testiculo especifica codificada pelo Y) situa-se na regido proximal do

brago curto do cromossomo Y (Yp), proximo ao centrdmero. As seqiéncias DYZ3 e

TSPY foram estudadas através de “nested-PCR”. Como foi explicado no item “Materiais
p

e Métodos”, essa técnica foi escolhida por ter-se mostrado bastante sensivel e capaz de

detectar mosaicismos em baixo grau, que passam despercebidos pela analise citogenética.

Por i1sso todas as pacientes, mesmo aquelas que ndo apresentaram evidéncias citogenéticas

da presenga de marcadores, foram avaladas.

Dentre as vinte e trés pacientes apenas a que possuia cariotipo 45,X/46,X 1dic(Y)
teve resultado positivo na amplificagdo desses /oci, tanto no primeiro quanto no segundo

ciclo de amplificagdo (figuras 12 e 13, pagina 65).

2.3 Amplificacao de STS Y-especificos

Para essa analise foram selecionados quatro STS localizados nas regides onde o
suposto locus GBY pode estar localizado.As pacientes foram avaliadas quanto a presenga
dos STS: 78, 81, 86, 151. O STS 78 localiza-se na regido centromérica e os demais STS
estdo distribuidos ao longo do intervalo 5 no brago longo do cromossomo Y (Yq).
Somente uma paciente, a namero 9 [caridtipo 45,X/46,X,idic(Y)], teve amplificagdo

positiva para esses loci.

Para investigar o ponto de quebra do cromossomo Y na formagdo do Y
idicéntrico, o DNA desta paciente foi submetido a amplificagdo de outros quatro sitios,
sendo um da porgdo distal do intervalo 5 (sY117) e os demais localizados ao longo do
intervalo 6: sY 143, sY254 e sY255. O resultado foi positivo para os loci sY117 e sY 143
(figura 14, pagina 66) e negativo para sY254 e sY255 (figuras 9a e 9b, pagina 59).



65

Figura 12: Produto da primeira etapa de amplificagdo da seqiiéncia TSPY com os “primers”
JA56 e JAS52 observado em gel de agarose 1%. Nas canaletas: (1) 1Kb ladder;
(2) paciente Turner com cariétipo 45,X/46,X,idic(Y); (3 a 5) pacientes Turner
com cariotipo 45,X/46,X +mar; (6 a 8) pacientes Turner com cariotipo 45,X;
(9) controle feminino normal; (10) controle masculino normal.

<+ 608pb

Figura 13: Produto da segunda etapa de amplificag@o da sequéncia TSPY com os “primers”
JA30 e JA35 observado em gel de agarose 2%. Nas canaletas: (1) 1Kb ladder;
(2) paciente Turner com cariotipo 45,X/46,Xidic(Y); (3 a 5) pacientes Turner
com cariotipo 45,X/46 X +mar; (6 a 8) pacientes com Turner e cariotipo 45,X;
(9) controle feminino normal; (10) controle masculino normal.



66

—» sY143 (311pb)
— 5Y117 (262pb)

Figura 14: Produtos de amplificagdo dos STS 117 e 143 observado em gel de agarose 2%.
Nas canaletas: (1) 1Kb ladder; (2) hermafrodita verdadeiro 46,XY; (3) paciente
com sindrome de Turner (nimero 9); controle masculino normal; (4) controle

feminino normal; (5) reag@o sem DNA.

2.4 Hibridiza¢iao com sondas Y-especificas

A hibridizagdo com a sonda 50f2 que, como citado anteriormente, detecta
fragmentos de diversos intervalos do brago longo de cromossomo Y (intervalos 3, 4B, 6-
XII), foi utilizada nas casos de sindrome de Turner para se determinar a presenga de
partes do cromossomo Y nas pacientes. Os resultados obtidos condizem com aqueles
encontrados na analise por PCR. Mais uma vez, dentre as pacientes estudadas somente a

nimero 9 apresentou hibridizagio positiva, como pode ser observado na figura 15.

O resultado da hibridizagdo, entretanto, mostrou a auséncia de um dos fragmentos
revelados por essa sonda - o fragmento de 6,0Kb do intervalo 6, sub-intervalo XII (figura

15).
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Nos demais casos foram preparados “blots” com uma quantidade maior de DNA
que a normalmente utilizada na tentativa de aumentar a sensibilidade do experimento no
sentido de se detectar baixa porcentagem de Y. Os resultados obtidos foram idénticos aos
dos “blots” preparados com menor quantidade de DNA, ou seja, com excegdo da paciente

numero 9, em nenhum outro caso foi detectado mosaicismo de Y.



9
10Kb —» il J
75Kb — ol -
60Kb —» _— -
45Kb —» b . -

17Kb —» ‘. ‘ .

Figura 15: Autoradiografia de “blot” de DNA digerido com FEcoRlI e hibridizado com a sonda 50f2.
Nas canaletas: (1) paciente 9 [caridtipo 45,X/46,X,1dic(Y)]; (2) mulher 46,XY; (3,5)
pacientes com sindrome de Turner e caridtipo 45,X/46,X +mar; (4,6) pacientes com

sindrome de Turner e caridtipo 45,X; (7,9) controles masculinos normais; (8) controle
feminino normal.
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Todos os resultados obtidos através de amplificagdes com “primers” Y-especificos
e hibridizagdo com a sonda 50f2 nas pacientes com sindrome de Turner foram
sistematizados e resumidos nas Tabelas 9 e 10. Pode-se observar que somente uma

paciente (4,3% do total) possui uma linhagem que contem parte de um cromossomo Y.

Tabela 9: Resultado das hibridiza¢des e amplificagbes de seqiiéncias do brago curto do
r
cromossomo Y em pacientes com sindrome de Turner.

Yp
«— » Ccen

PAR 1A . 1B IC 2 3 4A Q
!

SRY S0f2A/B DYZ3
TSPY STS78

Paciente SRY S0f2A/B TSPY DYZ3 STS78
52/56 30/35 A/B G/H

O 00 ~1J O L K W N w—
'
'
'
'
'
'
1

23 - - - - nt nt -

nt = teste nio realizado
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Tabela 10: Resultado das hibridizagdes e amplificagdes de seqiiéncias do brago longo do

cromossomo Y em pacientes com sindrome de Turner.

Yq

cen *

e

502D ‘l' l STS151 SOf2E  50f2C

STS81
STS86

Paciente 502D

STS81 STS86 STS151 SO0fRE

—t
'

O 00 ~1 O L i W N
'

nt = teste ndo realizado
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A auséncia de hibridizagdo com o fragmento S0f2C de 6,0Kb na paciente 9

inidicou uma possivel delegdo de parte do intervalo 6 de seu cromossomo derivado de Y.

Na tentativa de se determinar a porgao deletada, foram utilizadas outras sondas
que detectam fragmentos especificos do intervalo 6. Foram.elas Y6BaH34, 49f e Y6BS6S.
A hibridizagdo com a sonda Y6BaH34 foi positiva pare; o fragmento de 6,0Ktr), mas
negativa para o fragmento de 4,8Kb (figura 16). A hibridizagdo com a sonda 49f foi
negativa para o fragmento de 2,8 Kb (figura 18). A hibridizagdo com a sonda Y6BS65 foi
positiva apenas para o fragmento de 8,5 Kb (figura 17). Foi, ainda, realizada hibridizagio
com a sonda especifica para o gene ZFY (pDP1007). O resultado das hibridizagdes com

sondas Y-especificas da paciente 9 se encontra resumido na Tabela 11.

Tabela 11: Analise por “Southern Blotting” da presenga de seqiiéncias de cromossomo Y

na paciente 9 [cariotipo 45,X/46,X,idic(Y)].

Sonda Fragmento Intervalo e sub- Hibridizacao
detectado (Kb) intervalo

pdp1007 2,8 1A2 +
50f2 , A 100 3 +
B 75 3 +
C 60 6 - XII -
D 45 4B +
E 17 6 - VIII +
49f 28 6 - XIII -
Y6BaH34 6,0 6 - VII +

Y6BS65 A 170 - %
B 145 6-V -
C 85 6 - VII +
D 14.0 6-X1 -
E 110 6 - X111 -

Nota: *O fragmento A de 17,0 Kb nfo pertence ao intervalo 6 ¢ € polimorfico, nio tendo sido observado

nem mesmo no controle masculino normal (figura 17).
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fig.16 1 2 3 4 5

6,0Kb »

4,8Kb *»

Figura 16: Autoradiografia de “blot”de DNA digerido com HindIIl e hibridizado com a
sonda Y6BaH34. Nas canaletas: (1) controle masculino normal; (2) controle
feminino normal; (3) paciente 46,XY com atrofia testicular; (4) hermafrodida
verdadeiro 46 XX; paciente 9 com sindrome de Turner e caridtipo
45,X/56,X,idic(Y).

fig.17 | fig.18 123

14,0/145Kb >
11,0 Kb >

28Kb »

8,5 Kb >

i1y 2l

Sonda Y6BS65 Sonda 49f

Figura 17: Autoradiografia de “blot” de DNA digerido com Xbal e hibridizado com a sonda
Y6BS65. Nas canaletas: (1)paciente 9 [caridtipo 45,X/46,X.idic(Y)];, (2)
controle feminino normal; (3) controle masculino normal.

Figura 18: Autoradiografia de “blot” de DNA digerido com EcoRI e hibridizado com a 49f.
Nas canaletas: (1) paciente 9 [cariotipo 45,X/46,X,idic(Y)]; (2) controle
masculino normal; (3) controle feminino normal.
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Tabela 12: Resultado das hibridizagSes e amplificagdes da paciente com sindrome de

Turner e cari6tipo 45,X/46,X 1dic(Y).

Y
Primer/Sonda Intervalodo Y Resultado
SRY SRY 1A1 +
ZFY ‘
ZFY 1A2 +
2 S0f2A/B 3 +
— — S0f2A/B TSPY 3 +
3
— TSPY DYZ3 4A +
4A
/———+ DYZ3/STS 78 sY78 4A +
4B sof2b 502D 4B +
....... — STS 81
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ — STS 86 sY81 S5A +
o> STS151 sY86 5C N
5 -Z‘Z‘Z-ZVZ';Z SYl 51 5F +
S " Y6BS65-B 6V _
....... — STS117
"""" Y6BaH34 6VII +
o sY117 M +
------- > Y6BS65-B
6 | _PY6BaH34 Y6BS65-C 6VII +
------- — Y6BS65-C
T S0f2E S0f2E 6VIII +
....... » STS143
....... —> Y6BS65-D sY143 6A +
— 5012 C .
49f Y6BS65-D 6X1 -
Y6BS65-E
49f 6 X111 -
sY254 6D -
7 sY255 6D -
Y6BS65-E 6 X111 -

Nota: A posigdo relativa dos STS e fragmentos detectados pelas
sondas utilizadas foi baseada no mapa fornecido por Vogt et al.
(1996).
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2.5 Amplificagiio do gene do receptor de andrégenos humano (HUMARA)

Ao todo, nove pacientes apresentavam evidéncias citogenéticas da presenca de
mosaicismo. Uma delas possuia um marcador derivado de Y, uma possuia cari6tipo
45,X/46,XX e as demais possuiam cromossomos em anel ou marcadores de origem nio

v
identificada. Dentre as portadoras de cromossomo em anel, suspeitava-se, em dois casos,
que esses cromossomos seriam derivados de X. Havia, ainda, uma paciente com cariotipo

46,X,+mar cujo marcador n3o havia sido identificado.

Era bastante provavel que a maior parte desses marcadores e anéis, se nio todos
eles, fossem derivados de um cromossomo X. Para investigar esta hipotese foi utilizada a
técnica HUMARA em sete das oito pacientes em que o marcador ndo havia tido sua
origem confirmada. Foi demonstrado que em dois casos de pacientes portadoras de

cromossomos em anel (3 e 4) existia, de fato, mosaicismo de X (Tabela 13).

Tabela 13: mosaicismo de X em pacientes com sindrome de Turner portadoras

Cromossomos em ane} ou marcadores

Paciente Cariotipo % de céls com mar our  Mosaicismo de X
1 45,X/46,X,+r(?7) 52 ?
2 45,X,15p+/46,X,r(?),15p+ 17,3 +
3 45,X/46,X,1(7) 62,5 +
4 45,X/46,X,1(?) 16 ?
5 45,X/46,1d1c(X)/47,Xidic(X),+mar 1,8 ?
6 45,X/46 X, +mar 3 nt
7 45 X/46,X +mar 78,1 ?
10 46,X,+mar 100 ?

Notas:. 7 = nesses casos o resultado ndo permite afirmar que nio ha mosaicismo de X.

nt = o teste ndo realizado pois havia DNA disponivel desta paciente.
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Na paciente 3 foram observadas duas bandas na amplificagdo do DNA digerido
apenas com Rsal, mostrando claramente a presenga de dois alelos distintos. Apods a
digestio com Hpall foi observada apenas uma banda, o que inidica a inativagao
preferencial de um dos alelos. Interessantemente, a banda observada correspondia a um
tamanho ligeiramente menor que aquela obtida na digestao com Rsal (figura 19).

r

Na paciente 4 observou-se a presenga de uma s6 banda na amplificagdo do DNA
digerido apenas com Rsal. Entretanto, quanto foi realizada amplificagio do DNA
digerido com Hpall, obteve-se uma banda de tamanho diferente. Este resultado indica que
a paciente tem dois alelos HUMARA, porém um deles é preferencialmente inativado e
deve ocorrer em baixa freqiiéncia pois ndo apareceu na amplificagio inicial, sem digestdo

com Hpall (figura 19).
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la. 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5

<« 506pb

“+— 396pb
<«— 344pb

<— 298pb

<«— 220pb
<— 201pb

Figura 19: Produtos da segunda etapa de amplificagdo do gene HUMARA a partir de DNA
digerido com Rsal (a) e Rsal+Hpall (b) em: (1) - paciente nimero 3, cariotipo
45,X/46,X,r(?); (2) - paciente namero 4, cariotipo 45,X/46,X,1(?),
(3) controle feminino normal; (4) - controle masculino normal. (5) - 1Kb ladder.
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Parte I : Disgenesia Gonadal Pura 46XY

Este trabalho incluiu a analise da seqiiéncia do gene SRY em trés pacientes com
disgenesia gonadal pura 46XY. Dada a raridade de mutag¢des encontradas fora do dominio
conservado do gene, apenas essa regido foi avaliada. Da;s trés, apenas uma apresentou

v
muta¢do no dominio conservado do gene SRY. Embora mutagdes nesse gene em
pacientes com disgenesia gonadal pura n3o sejam muito freqiientes, a mesma mutagio ja

havia sido descrita por Hawkins ef al. (1992b).

A mutag@o detectada (G—A, posi¢ao 619) altera um codon de triptofano (cddon
70) gerando um codon de terminagdo. Provavelmente esse codon de terminagdo precoce
faz com que se forme um polipeptideo truncado, que ndo é capaz de exercer a fungdo
esperada, o que explica o fenotipo da paciente. Pelas caracteristicas da mutagdo pode-se
inferir que esta seja uma mutagio de novo, entretanto isto ndo pdde ser verificado pois

nao foi possivel coletar amostra do pai da paciente.

Com base nesses resultados, a freqiéncia de mutagdo no gene SRY encontrada no
presente trabalho foi de.1/3. A freqiiéncia descrita na literatura € variavel, mas, em geral,
encontra-se entre 5 e 20% (Jager et al., 1990; Jager et al., 1991, Pivnick er al, 1991;
Hawkins et al., 1992; McElreavey et al., 1992b; Affara ef al., 1993; Schimitt-Ney, 1995;
Veitia et al.; 1997, Poulat ef al., 1997). A freqiéncia de 1/3 € relativamente alta quando
comparada a média de varios trabalhos, que fica em torno de 12%. Essa discrepancia
deve-se, provavelmente, ao pequeno numero de casos analisados. Além disso, no calculo
da freqiiéncia neste trabalho, ao contrario de algumas das outras pesquisas citadas, nio
foram incluidas pacientes com disgenesia gonadal parcial. Segundo Hawkins er al. (1992a)
existe uma prevaléncia maior de mutagdes no SRY em mulheres com disgenesia gonadal
pura que em mulheres com disgenesia gonadal parcial, e em alguns trabalhos da literatura

a distingdo entre essas duas anomalias nem sempre € levada em conta.
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Além do gene SRY, as demais seqiiéncias estudadas por PCR tiveram amplifica¢@o
positiva em todas as pacientes, 0 que indicou a auséncia de delegdes nas regides do

cromossomos Y detectadas pelos marcadores utilizados.

A hibridizagio com a sonda 50f2 (figura 10) que detecta fragmentos de diferentes
intervalos do cromossomo Y foi positiva nas trés pacient;es. No caso da pacientei “c’ o
tamanho das bandas obtidas ndo corresponde exatamente aos padrdes, possivelmente
devido a degradagio do DNA da mesma; pdde-se observar, entretanto, que todos os
fragmentos estavam presentes. Esse resultado tera de ser confirmado por outro
“Southern-blot” assim que for possivel coletar novamente material dessa paciente. Na
paciente “a”, contudo, ndo foi observada a hibridizagdo com o fragmento 50f2C de 6,0Kb,
especifico do intervalo 6, sub-intervalo XII de Yq. A principio esse resultado seria

indicativo de uma dele¢io. O fragmento S0f2C, no entanto, € polimérfico e as vezes

encontra-se ausente mesmo em homens normais (Jobling ef al., 1996).

Embora a investigagdo da ocorréncia de um polimorfismo nao tenha sido possivel
pela ndo disponibilidade do material derivado do pai, pode-se inferir que no caso da
paciente “a” a auséncia de 50f2C realmente se deva ao polimorfismo e ndo a uma delegao
no intervalo 6. Isso porque a amplificagdo positiva dos Joci sY143, sY254 e sY255
confirmou a presenca tanto da parte proximal quanto da parte distal do intervalo 6 no
cromossomo Y em questdo. E possivel, ainda, que ocorra uma pequena delegdo que inclui
a regido detectada por 50f2C, regido essa situada entre os /oci sY143 e sY254, os quais
apresentam uma disténcia consideravelmente grande entre si. Assim, a presenga de
seqiiéncias intermediarias tera de ser avaliada com o uso de outras sondas e também
outros STS que ainda ndo estdo disponiveis. Além disso, sera necessario ainda tentar
estudar o cromossomo Y do pai da paciente.

Quanto a auséncia de mutagdo no dominio conservado do SRY das pacientes “a” e

“c”, apesar de apresentarem reversao sexual, varias hipoteses devem ser consideradas.
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Em primeiro lugar, ndo foi realizada a amplificagdo do gene SRY a partir de tecido
obtido em bidpsia gonadal. Dessa forma, ndo se pode excluir totalmente a possibilidade de
ocorréncia de mutagdo pos-zigoética levando a coexisténcia do alelo selvagem e do alelo

mutante nas células gonadais.

Deve-se pensar, também, na possibilidade de exisiirem mutagdes na porge}o nao
conservada do SRY, que ndo foi avaliada no presente trabalho. Apesar de serem pouco
freqiientes (Shimitt-Ney e al., 1995; Kwok ef al.,, 1996), mutagdes desse tipo ja foram
descritas em pacientes com disgenesia gonadal pura. Tajima er al. (1994) relataram uma
mutagdo que gera um codon de terminagio na diregdo 3'do “HMGbox” em duas irmés
com reversio sexual. Veitia er al. (1997) encontraram uma mutagdo de codon de

terminagdo na dire¢do 5° do “HMGbox” em uma mulher 46, XY.

Além disso, deve-se aventar a ocorréncia de mutagdes em elementos regulatérios
do gene SRY. McElreavey er al. (1992) descreveram uma mulher 46, XY na qual a
seqiiéncia do SRY estava intacta mas cujo cromossomo Y apresentava uma delegdo que
tinha inicio em 1,7Kb na dire¢io 5° do primeiro codon do quadro de leitura aberta do
SRY e se estendia por mais 25 a 50Kb nessa diregdo. A delegdo remove uma ilha CpG de
700pb e € possivel, apesar de especulativo, que a perda dessa ilha cause reversdo sexual,
uma vez que a presenga de ilhas CpG tem sido relacionada com elementos regulatorios da
transcri¢do génica (Behlke e al., 1993). Poulat ef al. (1997) descreveram uma paciente
cuja seqiiéncia do SRY também era normal mas que apresentava uma transigdo de G para
A localizada 75 bases antes do codon de inicio de transcrigdo. Assim, esses trabalhos
abrem precedentes para se considerar que algumas mulheres XY cuja seqiéncia
codificante do gene SRY seja normal tenham mutagdes pontuais ou microdelecdes nos

elementos que sd3o essencials para a expressao deste gene.

Ha ainda outras alternativas para explicar a ocorréncia de mulheres 46, XY sem
mutagdes no gene SRY. Deve-se considerar a possibilidade de existirem mutagdes nas

sequéncias as quais a proteina codificada pelo gene SRY se liga; mutagdes em outros
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genes participantes da via de determinagdo sexual, e mutagdes que atuam indiretamente
prejudicando o desenvolvimento do embrido e, consequientemente, o tempo de expressao
do gene SRY. Podem ocorrer, ainda, mutagdes pds-transcricionais que tornem a proteina

inativa.

A auséncia de grande especificidade na ligagdo do SRY tem dificultado a
identificagdo dos genes que sdo regulados por esta proteina. Assim, outra abordagem tem
sido empregada na identificagdo dos genes da cascata de determinagdo sexual: a busca de

loci envolvidos com sindromes nas quais ocorre reversao sexual.

Alguns /oci autossdmicos envolvidos em reversao do sexo ja foram identificados,
tais como o gene WT1 (“Wilm’s Tumor”) e o gene SOX 9 | o qual codifica uma proteina
do grupo de alta mobilidade que tem homologia com SRY. Cada um dos produtos destes
genes possui um dominio de ligagdo ao DNA e um suposto dominio de interagdo proteina-
proteina, sugerindo que estas proteinas tenham fungdo de regular a transcrigdo génica.
Mutagbes em WT1 e SOX9 dio origem a doencas que afetam outros sistemas além do
genital, indicando um papel precoce dos mesmos na diferenciagdo embrionaria (Werner er

al., 1996).

O gene WTI1 localiza-se no cromossomo 11. Mutagdes neste gene levam a
sindrome de Denys-Drash, caracterizada por céncer renal infantil (tumor de Wilms),
nefropatia glomerular e graus variados de anormalidades do desenvolvimento gonadal

(Werner et al., 1996).

Nordenskjold er al. (1995) estudaram 27 casos de mulheres XY com SRY normais
e ndo encontraram mutag¢des no gene WT1 destas pacientes. Concluiu-se, entdo, que o
gene WTI, apesar de sua importéncia no inicio do desenvolvimento genital, nio seria a

causa frequente de disgenesia gonadal isolada.
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O gene SOX9 foi localizado no brago longo do cromossomo 17 (17q) e esta
relacionado com Displasia Campomélica (CMPD1), onde os pacientes com cariétipo XY
sdo fenotipicamente femininos e apresentam graves anomalias esqueléticas (Wagner ef al.,

1994),

Apos o estudo do gene SOX9 em 18 mulheres <;om disgenesia gonadal pura e
SRY intacto, Meyer et al (1997) ndo observaram alteragdes, o que indica que mutagdes
em SOX9 ndo sdo freqilentes em pacientes com reversdo sexual que nio apresentem mal
formagdes esqueléticas. Assim, a reversdo sexual devido a mutagdes em SOX9 parece

estar sempre associada a Displasia Campomélica.

O gene SF-1 (fator estereoidogénico 1) também foi relacionado a determinagio
sexual. A auséncia de expressdo deste gene em camundongos leva a ndo formagio das
gldndulas adrenais e das gonadas (Luo ef al., 1994). Isto leva a crer que SF-1 exerca uma
fungdo essencial para a formagdo das gdnadas que provavelmente antecede a agdo do gene
SRY. Tanto os genes WT1, SOX9 e SF-1, quando mutados, causam alteragdes que
geram, além de reversdo sexual, outras anomalias somaticas. Dessa forma € pouco

€« 2 [IPN))

provavel que as pacientes “a” e “‘c”, que n3o apresentam outras anormalidades que ndo a
disgenesia gonadal e a reversio sexual, tenham muta¢des em tais genes. Mesmo assim,

esta hipotese ndo pode ser descartada.

Além desses genes, existem regides de cromossomos autossdmicos envolvidas
com a reversdo sexual. DelegSes em heterozigose nos segmentos distais de 9p e 10q
podem causar reversdo sexual completa ou parcial em mulheres 46, XY (Bennet ef al.,
1993; Wilkie ef al.; 1993). Recentemente foi identificado um gene (DMT]1) localizado em
9p24.3 que tem homologia com genes de determinagio sexual de Drosophila
melanogaster e Caenorhabiditis elegans (Raymond et al., 1998). Mutagdes neste gene em
mulheres XY ainda nio foram publicadas, mas é possivel que DMT1 tenha participagio na

via de determinagdo sexual em mamiferos.
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Concomitantemente aos estudos que revelaram a existéncia de genes autossémicos
relacionados com a diferencia¢do sexual, foi observado que um /ocus no brago curto do
cromossomo X esta associado a reversio sexual. Duplicagdes de Xp2l.3 em alguns
individuos resultam na inibicdo da determinagio testicular (Bardoni ef al., 1993). Os
individuos afetados possuem fenétipo feminino e disgenesia gonadal pura ou parcial. A
por¢do critica de Xp21.3 responsavel pela reversdo do sex;) foi definida como umarregiéo
de 160 Kb imediatamente distal aos loci da glicerol quinase e de distrofia muscular de
Duchenne (Bardoni er al., 1993). Tal locus foi denominado “sexo reverso sensivel a
dosagem” (DSS) e seu papel na determinagdo sexual ndo foi, ainda, totalmente

esclarecido.

Na tentativa de comprovar o efeito do aumento da dosagem desse /ocus na
reversio sexual, Veitia ef al. (1997) procuraram duplicagdes na regido Xp21.3 em 20
pacientes com disgenesia gonadal pura ou parcial. Nenhuma paciente apresentou evidéncia
de duplicagdo. Porém, pequenas duplica¢des poderiam néo ter sido detectadas devido a

metodologia utilizada.

Dando complexidade ainda maior ao processo de diferenciagido sexual, foi
encontrado um gene ligado ao X mapeado no intervalo critico Xp21, denominado DAX-1,
que parece estar envolvido neste processo. Mutagdes neste gene sdo responsaveis pela
hipoplasia adrenal congénita (AHC) ligada a0 X (Muscatelli e al, 1994). Analises de
mutagdes em DAX-1 em pacientes com AHC ligada ao X demonstraram que o distarbio
funcional deste gene resulta numa condigdo conhecida como hipogonadismo
hipogonadotrofico (HHG), caracterizada pela auséncia de maturagio sexual na puberdade.
Tal fato leva a crer que DAX-1 pode ser responsavel pela reversio sexual sensivel a
dosagem associada ao locus DSS em Xp2l. Deve-se considerar, porém, que existem
outros genes a serem estudados nesse intervalo (Muscatelli er al, 1994; Capel, 1995,

Werner e? al., 1996).
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A prova de que DAX-1 tem relagdo direta com a determinagdo sexual surgiu
recentemente com o trabalho de Swain ef al. (1998). Foi demonstrado que camundongos
XY transgénicos portadores de copias extras de gene Dax-1 tém o seu desenvolvimento
testicular atrasado quando o gene se expressa em altos niveis mas ndo sofrem reversao
sexual. Entretanto, quando o gene € testado contra copias alelos “fracos” do gene SRY,
estes camundongos sofrem reversao sexual completa. Tais‘resultados mostram que(DAX—
1 é em grande parte responsavel, ou mesmo o Unico responsavel, pelo sexo reverso

sensivel a dosagem.

DAX-1 codifica um receptor nuclear de horménios semelhante ao fator 1 da
estereoidogénese (SF1). A diferenciagdo sexual masculina requer a produgdo do hormdnio
anti Miilleriano (HAM) pelas células de Sertoli. Provavelmente, nas células de Sertoli
primordiais o fator estereoidogénico SF1 regula o gene HAM, ligando-se a elementos
regulatorios conservados desse gene. A expressdo de SF-1 coincide com a de HAM e com

a regressao dos ductos Miillerianos (Shen et al., 1994; Werner ef al. 1996).

Uma outra explicag@o para os casos de reversdo sexual nos quais nao se encontram
mutagdes no SRY baseia-se na hipotese desenvolvida por McElreavey er al. (1993), que
revisaram casos de individuos XX apresentando caracteristicas masculinas, e observaram a
recorréncia familial desses casos. Para explicar esse fendmeno, foi proposta a existéncia de
um regulador negativo de diferenciagio sexual masculina (que foi denominado “Z”). Este
regulador seria funcional nas fémeas normais. Nos homens o SRY produziria um repressor
de “Z”, o que permitiria a determinagdo sexual masculina. Mutagdes em “Z” levariam a
reversio sexual. O mesmo processo poderia explicar a ocorréncia de mulheres XY com
SRY intacto. Algumas destas mulheres poderiam ter mutagdes em “Z”, 0 que as tornaria
insensiveis 4 agio do SRY. Entretanto, este modelo ¢ apenas hipotético e ndo foi ainda

comprovado.

Apesar de novos genes pertencentes as vias da determinagdo e diferencia¢do

sexuais terem sido descobertos e estarem sendo exaustivamente estudados, deve-se
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ressaltar que nem todas as mutagdes que causam sexo-reverso afetam genes envolvidos
nestas vias. Segundo Burgoyne & Palmer (1991), algumas dessas mutagdes podem ter
uma agdo indireta que causa atraso no desenvolvimento embrionario e prejudica o tempo
de expressio do SRY em relagio & determinagdo ovariana. Isto seria aplicado
especialmente aos casos em que a presenga de outras malformagdes indicassem que houve
uma perturbagdo severa no desenvolvimento da criangé, 0 que nao ocorre com as

[ Peal

pacientes “a” e “c”.

Mediante a complexidade do processo, ao nimero de genes envolvidos na
determinagio sexual e ao pouco conhecimento a respeito da interagdo destes genes entre
si, torna-se dificil determinar quais /oci devem ser estudados em mulheres 46,XY nas
quais ndo se encontrou mutagdes no gene SRY. Pode-se inferir que, ja que estas pacientes
apresentam reversdo mas ndo possuem disfungdes somaticas severas, a via de formagéo
testicular deve ter sido bloqueada numa etapa bem proxima a ag¢do do SRY ou
diretamente ligada a este gene. A primeira providéncia a ser tomada deve ser o estudo das
gbnadas destas pacientes para se certificar de que ndo ha mosaicismo com um alelo
mutado de SRY neste tecido. Caso tais mutagdes n2o sejam encontradas, torna-se
necessario o estudo de mutagdes em outros genes, como por exemplo o DAX-1, cuja
funcio foi recentemente descoberta e estd diretamente relacionada ao gene SRY. Além
disso, seria interessante estudar a expressio dos alelos SRY dessas pacientes e verificar a

funcdo de ligagdo ao DNA das proteinas produzidas.

O avango na pesquisa nessa area tem gerado novos conhecimentos a cada dia, em
breve outros genes serdo relacionados ao processo de determinag@o sexual. O estudo de
DAX-1 e de outros genes pode vir a resolver questdes importantes sobre o fendmeno da
determinagio sexual, além de fornecer um modelo para o controle do desenvolvimento em

mamiferos.



Parte Il : sindrome de Turner

Para avaliagdo de sequéncias do cromossomo Y em pacientes com sindrome de
Turner no presente trabalho foram utilizadas as técnicas de “Southern blotting”, PCR e
“nested-PCR”. Foram investigados através das técnica; citadas todos os intcrervalos
relevantes. Como citado anteriormente, as porg¢des criticas - centromero (DYZ3) e parte
proximal do brago curto do cromossomo Y (TSPY) foram estudadas por um método
extremamente sensivel - o “nested-PCR”. A por¢do centromérica foi considerada critica
pois o mapeamento de cromossomos Y com dele¢cdes mostrou que s3o raros os casos em
que o centrdmero nd3o esta presente (Page, 1994). Em cromossomos marcadores
derivados de Y, sequiéncias localizadas na parte distal de Yp ou Yq podem ser perdidas,
mas a regido centromérica é normalmente mantida (Held, 1993). O estudo de TSPY
também ¢é de extrema relevancia, uma vez que sua localiza¢do coincide com a regido

critica do /ocus do gonadoblastoma no Y (Tsuchyia et al., 1995).

Para a amplificagdo por “nested-PCR” dos locus DYZ3 e TSPY foi utilizado o
método descrito por Binder ef al. (1995), que haviam demonstrado a alta sensibilidade do
mesmo. Nesse trabalho as sequéncias do cromossomo Y puderam ser detectadas numa
mistura de DNA masculino com DNA feminino na dilui¢do de 1:1.000.000. Esses autores
observaram, também, que havia um limite de ciclos de amplificagdo do “nested-PCR” para
essas sequéncias. Quando mais de 18 ciclos de amplificagdo eram usados, apareciam

bandas fracas do tamanho esperado nas mulheres normais.

Para evitar resultados falso-positivos foram tomadas todas as precaugdes
possiveis: as reagdes (incluindo a extragdo de DNA) foram realizadas por mulheres; na
segunda etapa do PCR foram utilizados apenas quinze ciclos de amplificagdo; o local de
realizagdo do PCR e o de manipulagdo dos produtos obtidos eram separados. Além disso,
nas reagdes de “nested” foi utilizado ni3o s6 o controle feminino normal mas também um

tubo sem DNA para garantir a auséncia de contaminagao.
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Este estudo envolveu vinte e trés pacientes com sindrome de Turner e com
caracteristicas cariotipicas diferentes (Tabela 2). Observou-se que apenas a paciente com
cariotipo 45,X/46,X,idic(Y) apresentou resultado positivo para a analise molecular de
cromossomo Y. Assim, a freqiéncia de mosaicismo de Y encontrada, considerando-se o
grupo como um todo, foi de 4,3%. Entretanto, considerando-se apenas as pacientes
portadoras de cromossomos em anel ou marcadores a freqiiéncia sobe para 10%. Se; forem
avaliadas somente aquelas pacientes com evidéncias citogenéticas da presenga de mais de

uma linhagem celular, a freqiiéncia de mosaicismo de Y passa para 12,5%.

Os dados da literatura indicam que a freqiiéncia de mosaicismo de Y em mulheres
com sindrome de Turner € extremamente variavel e depende da amostragem e das técnicas
utilizadas para a detecgdo deste (Held ez al., 1992; Medlej ef al., 1992, Nagafuchi ef al.,
1992; Kocova et al., 1993; Witt et al., 1993; Kutnetzova et al., 1995; Binder et al., 1995;
Chu et al., 1995; Larsen et al., 1995, Fernandez ef al., 1996; Patsalis et al., 1997, Yorifuji
etal., 1997).

Um ponto que deve ser discutido € que existe a possibilidade, ainda que remota, de
ter-se obtido resultado falso-negativo nessa analise. Seria interessante utilizar um par de
“primers” que amplificasse um gene autossdmico ou ligado ao X como um controle
interno para verificar a qualidade do DNA a ser amplificado e garantir o funcionamento da
rea¢do. Mesmo a utilizagdo de controles internos ndo excluiria completamente a chance de
ocorrer um resultado falso-negativo devido a diferenga na cinética de reagdo dos
diferentes “primers”. Contudo todas as pacientes tiveram amplificagdo positiva para o
gene do receptor de androgenos humano localizado no cromossomo X em reagdes a parte

(resultado ndo apresentado). Assim, a boa qualidade do DNA foi comprovada.

Porém, ainda que se considere que alguma reagdo ndo tenha ocorrido

adequadamente, a probabilidade de ocorréncia de um resultado falso-negativo € minima,
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tendo em vista que sete /oci foram estudados por PCR (sendo dois por “nested-PCR”), e
que foram realizadas hibridizagSes com a sonda 50f2, que detecta fragmentos de varios

intervalos de Y, além de um fragmento controle que ndo ¢ Y-especifico.

Dentre todas as mulheres avaliadas, apenas a paciente 9 teve resultado positivo
para os loci estudados por PCR e por “Southern blotting;’. O estudo citogenético desta
paciente havia revelado inicialmente a presenga de mosaicismo constituido porr uma
linhagem 45,X e outra 46,X,+mar. Analises de hibridiza¢do in situ (FISH) mostraram que
este marcador era derivado de Y e apresentava dois centromeros (Hackel, C.,
comunicag¢io pessoal). Com a utilizagdo da sonda 50f2 foi observada a auséncia de

hibridizagdo com o fragmento 50f2C de 6,0Kb pertencente ao intervalo 6, sub-intervalo

XII do cromossomo Y.

A auséncia de hibridiza¢do com esse fragmento poderia levantar duas hipoteses: a
dele¢io da porgdo distal do brago longo do cromossomo Y da paciente ou ocorréncia de
um polimorfismo, tendo em vista que o fragmento 5S0f2C € polimérfico e encontra-se

ausente em cerca de 6% da populagdo de homens normais (Jobling e al., 1996).

A possibilidade de ser um polimorfismo ndo pode ser comprovada ja que o
material proveniente do pai da paciente nao se encontrava disponivel. Para confirmar a
hipétese de delegdo foi realizada a amplificagdo por PCR de um STS localizado na porgéo
distal do intervalo 5 (sY117) e trés STS do intervalo 6 (sY143, sY254, sY255). As
reagcdes de PCR foram positivas para os loci sY117 e sY143 e negativas para os /oci
sY254 e sY255, indicando que realmente ha uma delegédo da porgdo distal do brago longo

desse cromossomo.

Para mapear a delegdo foram utilizadas sondas especificas para o intervalo 6. A
hibridiza¢do foi positiva para o fragmento de 6,0Kb revelado pela sonda Y6BaH34.
Contudo um fragmento de cerca de 4,8Kb também revelado por esta sonda, cuja posigao

no cromossomo Y ndo € conhecida, teve hibridizagdo negativa. A julgar pela alta
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intensidade deste fragmento, comparada a intensidade do outro fragmento observado, €
possivel que ele pertenga a regido heterocromatica (intervalo 7) ou ainda a porgéo distal

do intervalo 6, e que por isso o resultado tenha sido negativo (figura 16, pagina 72).

A hibridizagio foi positiva para o fragmento C da sonda Y6BS65. Nado ocorreu
hibridizagdo com a sonda 49f e os fragmentos A, B, C e E da sonda Y6BS65. O
fragmento A de 17,0Kb € polimérfico, ndo tendo sido observado nem mesmo no controle

masculino normal (figura 17, pagina 72).

Reunindo-se esses resultados para analise (tabela 12, pagina 73), observa-se que 0
cromossomo em questdo possui uma delegdo da parte distal do brago longo cujo ponto de
quebra esta localizado entre os loci sY143 e a regido definida pelo fragmento D da sonda
Y6BS65-D. E inesperado o resultado negativo obtido com o fragmento B da sonda
Y6BS65. E possivel que a banda correspondente ndo tenha sido identificada no
“Southern-blot” devido & qualidade da hibridizagdo ou, ainda, devido a delegdo dessa

regido durante o rearranjo sofrido por esse marcador.

Com a utiliza¢do de STS e sondas Y-especificas foi possivel definir a extensdo da
delegdo. Ficou demonstrado que sequéncias do brago curto, centrdmero e por¢ao
proximal do brago longo estavam presentes no marcador. A presenga da regido
centromérica e pericentromeérica do cromossomo Y implica no risco de desenvolvimento

de gonadoblastoma, o que justificou a gonadectomia preventiva sofrida pela paciente.

O estudo citogenético convencional associado as técnicas de FISH e PCR mostrou
que o marcador ¢ um Y nd@o fluorescente isoidicéntrico [idic(Yp)]. Cromossomos Yp
isoidicéntricos sao aqueles nos quais estdao presentes dois centrdomeros, dois bragos curtos
completos e duas partes simétricas e incompletas do brago longo. A maior parte dos casos
relatados tém ponto de quebra em Yqll, proximos a regido fluorescente heterocromatica

(Hsu, 1994). Tal descrig@o corresponde a encontrada no caso da paciente 9.
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Nesses casos, geralmente um dos centrOmeros € inativado, o que permite a
segregacdo normal destes marcadores. Eles ocorrem na grande maioria dos casos em
mosaicismo com uma linhagem 45, X. O mosaicismo frequente se deve a natureza instavel

do cromossomo idicéntrico (Fernandez ef al., 1996).

Em casos de mosaicismo de Y poder-se-ia prever a ocorréncia de virilizagdo, mas
esta ndo € a regra para pacientes com sindrome de Turner. Candtipos 45,X/46,XY 'podem
estar associados a uma gama de diferentes fendtipos, desde homens normais a mulheres
com sindrome de Turner. Existe a hipotese de que os varios fendtipos seriam causados
por diferentes distribuigdes e quantidades de células Y-positivas na ocasido da

diferenciagio gonadal '(Grumbach, 1969).

O fato € que, na presenga de uma linhagem 45X, independentemente da outra
linhagem conter Yp, Yq ou ambos, hd uma grande chance de o individuo ser uma mulher

com caracteristicas da sindrome de Turner ou com genitalia externa ambigua (Hsu, 1994).

Varios relatos indicam que ndo existe correlagdo entre a porcentagem de células
45X e 46,XY em linfocitos e o grau de masculinizagio encontrado (Knudtzon &
Aarskog, 1987). A paciente 9 tem estigmas turnerianos, 0 que sugere uma expressio
somatica da linhagem 45X. Esta linhagem teria, supostamente, determinado o
desenvolvimento gonadal. Apesar da presenca da linhagem 46, X idic(Y) e do gene SRY
estar normal e provavelmente duplicado, as gonadas da paciente sdo fibrosas e ndo ha

indicios de tecido testicular.

Dentre as dez pacientes portadoras de cromossomos marcadores, em apenas um
caso esse marcador era derivado de Y. Nos demais casos os marcadores deveriam ser,
supostamente, derivados de X. Conforme j& mencionado, para confirmar esta suposigio e,
para tentar identificar mosaicismo de X oculto nas pacientes com cariotipo 45,X, foi

utilizada a técnica HUMARA.

' Grumbach, 1969 apud Binder er al., 1995
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Essa técnica foi empregada por varios motivos. Em primeiro lugar foi
demonstrado que em pacientes com sindrome de Turner o cromossomo X com aberragao
estrutural ¢ preferencialmente inativado (Muldal er al., 1963) e seré, portanto, amplificado
seletivamente. Além disso em pacientes com cariotipo 45,X/46,XX, o alelo do segundo X
podera ser amplificado de forma eficiente, ja que os cromossomos das células 46,XX sdo

r
inativados ao acaso e assim ambos os alelos serdo igualmente amplificados, mesmo na
presenga de um grande excesso de células 45,X. Em segundo lugar, uma vez que o locus ¢
altamente polimorfico, a chance de que o segundo X tenha um alelo de tamanho diferente
¢ alta. Em terceiro, o gene HUMARA localiza-se em Xql2, entre o centrdmero € o centro
de inatativagio em Xq13; assim sendo é provavel que mesmo um X anormal deve conter

este locus.

Dentre as oito pacientes portadoras de marcadores que foram testadas, duas
apresentam mosaicismo de X. Ambas as pacientes possuiam cariotipo 45,X/46,X,1(?7). Em
um dos casos (pacientes 3) o mosaicismo ficou evidente quando foi realizada amplificagdo
do DNA digerido apenas com Rsal e verificou-se a presenca de duas bandas no gel. Neste
caso, interessantemente, apos a digestdo com Hpall somente uma banda foi observada, o

que inidica que ocorreu inativagdo prefencial, provavelmente do cromossomo em anel.

A paciente numero 4 teve o mosaicismo detectado somente ap6s a digestdo com
Hpall. Inicialmente, a amplificagdo do DNA digerido com Rsal gerou apenas uma banda,
e apos a digestdo com Hpall observou-se, também, uma banda unica mas de tamanho
diferente da obtida na primeira reagdo. Isso indica que a paciente possui dois alelos
HUMARA e um deles, provavelmente o que esta localizado no cromossomo em anel, €

inativado preferencialmente.

A porcentagem de mosaicismo de X comprovada dentre as portadoras de
marcadores e cromossomos em anel foi de 20%. Entretanto, é bastante provavel que os

demais marcadores da amostra sejam derivados de X. Em primeiro lugar a
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heterozigosidade do /locus foi calculada em 87% (Yorifuji ef al., 1997). Assim existe a
possibilidade de que 13% da amostragem tenha dois alelos idénticos. Em segundo lugar, o
cromossomo X alterado nao pode ser amplificado em individuos que n3o possuem o gene
HUMARA, mas este fenomeno € raro. Em terceiro, se o segundo cromossomo X foi
originado por dissomia uniparental ambos os X teriam o mesmo alelo. Deve-se considerar,
ainda, a possibilidade de alelos de tamanhos muito préximoé ndo serem distinguidosrno gel

utilizado, o que prejudicaria a detecg@o do mosaicismo.

E interessante notar que mesmo o DNA do controle masculino de pacientes 45,X
geraram bandas ap0s a digestdo com Hpall. Era de se esperar que nao fossem observadas
tais bandas, uma vez que estes individuos s6 possuem um alelo HUMARA que ¢ ativo e
portanto passivel de ser cortado por Hpall. Possivelmente essas bandas sdo geradas por
digestdo incompleta do DNA. O mesmo tipo de resultado foi obtido por Yorifuji et al.
(1997).

A principio, todas as pacientes seriam submetidas a essa técnica, inclusive aquelas
com cariotipo 45X, para que fosse possivel identificar mosaicismo oculto de X.
Entretanto a técnica se mostrou laboriosa e pouco informativa para justificar tal
empreendimento. Além disso, os “primers” utilizados na amplificagdo do gene HUMARA
possuiam temperaturas de fusdo bastante diferentes, o que prejudicou a eficiéncia das
reagOes de PCR. A detec¢do do mosaicismo de X através desta técnica € excessivamente
trabalhosa para ser adotada na rotina, mas pode ser empregada em casos especificos onde

se quetra estudar o padrao de inativagio do X, por exemplo.

No presente trabalho ndo foram detectados casos de mosaicismo de Y oculto ou
de baixa freqiiéncia. Aparentemente, a prevaléncia deste tipo de mosaicismo € baixa. O
unico caso de mosaicismo de Y encontrado foi revelado por todas as técnicas utilizadas ja
que a porcentagem de marcadores era relativamente alta. A presenca desses marcadores ja
havia sido demonstrada no exame citogenético. Os dados obtidos sugerem que o

mosaicismo de Y seja pouco freqiiente em pacientes cujo caridtipo € 45, X.
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Uma vez que no presente trabalho foram analisados exclusivamente linfocitos de
sangue periférico, ndao se pode excluir a possibilidade de que as pacientes tenham
mosaicismo em outros 6rgdos. A probabilidade de detec¢io do mosaicismo aumenta
bastante quando mais de um tecido é estudado. Held er al. (1992) analisaram células
obtidas de culturas de linfocitos e de fibroblastos em 87 pacientes com sindrome de

r
Turner. O mosaicismo foi demonstrado em 58 (66,7%) destas mulheres. Dentre essas, 16
(18,4% do total) apresentavam uma segunda linhagem celular contendo pequenos
cromossomos marcadores. Observou-se que em culturas de longa duragio a porcentagem
de células contendo cromossomos marcadores era reduzida continuamente, indicando uma
selecdo contra cromossomos sexuais com aberragdes estruturais. No presente estudo, a
paciente numero 8 foi inicialmente diagnosticada como sendo 45,X com base no cariotipo

obtido a partir de linfécitos. Quando foram estudadas células de fibroblastos, observou-se

a presenca de uma segunda linhagem 46, XX.

A detecgao do mosaicismo depende de varios fatores, incluindo o nimero de
células examinadas, o nimero e os tipos de tecidos estudados, as técnicas empregadas e a
ocorréncia ou n3o de selegdo in vitro ou in vivo (Held et al., 1992; Kelly ef al., 1992).
Assim a observagdo de individuos com sindrome de Turner e cariotipo 45,X pode nao ser
contraditoria a hipotese de que a presenga de uma linhagem celular com 46 cromossomos
é necessaria para a sobrevivéncia no inicio da gestagdo. Portanto, pode ser que as
pacientes 45,X da amostra do presente trabalho tenham mosaicismo oculto de X ou de Y

que ndo foi diagnosticado por ndo terem sido estudados outros tecidos.

A comparag@o de dados da literatura inidicou que nos trabalhos em que foi
utilizada a técnica de PCR numa amostra heterogénea de pacientes (que inclui caridtipo
45 X, mosaicos, e 46 cromossomos portadores de aberragdes estruturais) a freqiiéncia de
mosaicismo de Y foi de 2,5 a 9,2% (Held ef al., 1992; Medlej et al., 1992; Binder et al;
1995), sendo que o limite superior foi definido por Held et al. (1992), que investigaram

mais de um tecido.
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Quando apenas pacientes portadoras de cromossomos de origem ndo identificada
foram consideradas, a freqiiéncia de mosaicismo de Y encontrada € mais alta e vai de 13,8
a 56% (Held et al., 1992; Nagafuchi et al, 1997). Nas situagdes em que foram estudadas
por PCR apenas as pacientes com caridtipo 45,X, ndo foi detectado mosaicismo de Y

(Witt et al., 1993, Larsen et al., 1995, Yorifuji ef al., 1997):.

Em dois casos da literatura em que foi detectada a presenca do gene SRY em
pacientes com mosaicismo de Y em baixa freqii€ncia notou-se que a presenga desse gene
estava associada a virilizagio e elevados niveis de testosterona (Witt ez al., 1993; Kocova

etal. 1993).

Baseando-se nos dados da literatura e também no presente trabalho pode-se
sugerir que apenas as pacientes portadoras de cromossomos marcadores ou em anel e
aquelas que apresentam sinais de virilizagdo devam ser submetidas a avaliagdo molecular

para estudo de mosaicismo de Y.

De acordo com Binder er al (1995), o “nested-PCR” seria uma técnica
excessivamente sensivel, passivel de resultados falso-positivos, e portanto néo
recomendada para ser usada na rotina laboratorial. No caso de pacientes portadoras de
fragmentos cromossdmicos observados pelo exame citogenético, a detecgdo de seqiiéncias
de Y poderia ser feita através de uma unica etapa de amplificagio por PCR em dois
diferentes Joci Y-especificos, localizados proximo ao centrémero. O “nested-PCR”
poderia ser utilizado em casos onde ocorra virilizagdo sem evidéncias citogenéticas de

mosaicismo ou, ainda, no estudo de outros tecidos - como as gdnadas.

O uso do “Southern Blotting” tem limites na detecgao do mosaicismo. Dados de
um trabalho em que tal técnica foi utilizada para detecgio de mosaicismo de Y em
pacientes com sindrome de Turner mostram que mesmo a sonda mais sensivel empregada

ndo detecta mosaicos com menos de 5% de cromossomos marcadores (Cerutti, 1991, tese
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de mestrado). Assim, o uso do “Southern blotting” é eficaz para a investigagdo de
mosaicismo nos casos em que a linhagem portadora do cromossomo derivado de Y €
relativamente freqliente e para o mapeamento de marcadores de Y, porém, esta

metodologia ndo ¢ eficiente na busca de mosaicismo de baixo grau.



CONCLUSOES
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O estudo do gene SRY nas trés mulheres com disgenesia gonadal pura 46,XY mostrou
que:

(1) nenhuma paciente apresenta dele¢do do gene;

(2) uma paciente apresenta uma mutagdo de ponto (G—A) na posi¢do 619 do
dominio conservado do SRY, a qual gera um cédon de terminag@o precoce
(W70X). Tal mutagdo é, provavelmente, responsavel pela reversao sexual;

(3) duas pacientes ndo apresentam alteragdo alguma no dominio conservado do
gene SRY e, nesses casos, o fenétipo feminino pode dever-se a diversos fatores
tais como: mutagdes na por¢do ndo conservada do SRY, mutacOes em suas
regides regulatérias, mutagdes nas seqiiéncias as quais a proteina codificada por
esse gene se liga, existéncia de mosaicismo ndo detectado no tecido gonadal;
mutacdes em outros genes que participam dos processos de determinagdo e
diferenciac@o sexuais.

A andlise de seqiiéncias localizadas ao longo do cromossomo Y das mulheres com
disgenesia gonadal pura 46,XY mostrou que ndo ocorre delecao das regides estudadas.
A auséncia de hibridizacdo com um fragmento da sonda 50f2, especifico do intervalo 6
(Yq), em uma paciente, deve-se, provavelmente, a ocorréncia de um polimorfismo.

Dentre as vinte e trés pacientes com sindrome de Turner avaliadas, em apenas
uma(4,3%) foi verificada a presenca de um cromossomo derivado de Y. O exame
citogenético dessa paciente havia indicado a presenga de mosaicismo. Considerando-se
somente as pacientes portadoras de cromossomos marcadores ou em anel, a freqii€ncia
de mosaicismo de Y encontrada no presente trabalho sobe para 10%. Isso indica que
esse tipo de mosaicismo € pouco freqiiente nas pacientes com sindrome de Turner mas
sua prevaléncia € maior nas portadoras de fragmentos cromossdmicos de origem nao
identificada.

Mulheres com sindrome de Turner devem ser indicadas para pesquisa de cromossomo
Y, sendo que uma atencdo especial deve ser dada a portadoras de fragmentos
cromossdmicos de origem ndo identificada ou pacientes que apresentem algum sinal de
virilizagdo. Tais pacientes devem ter mais de um locus analisado por PCR, dando-se
prioridade ao estudo dos intervalos onde pode estar localizado o suposto GBY (regido
centromérica e porcao distal de Yq). Pacientes que possuem caridtipo 45,X podem ser
avaliadas através da amplificacdo de apenas um locus situado na regido centromérica.

estudo de seqiiéncias Y-especificas em uma paciente portadora de mosaicismo desse
cromossomo indicou uma delecao da porcao distal de Yq.
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