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INTRODUÇÃO 

O processo de determinação sexual nos mamíferos tem início no momento da 

fertilização com o estabelecimento do sexo cromossômico do zigoto e é determinado pela 

interação de genes, fatores transcricionais, hormônios e receptores hormonais (1). O 

caminho a ser percorrido para que se chegue a um desenvolvimento sexual normal, quer 

masculino ou feminino, é bastante longo e sujeito a erros em vários momentos. Não é 

somente necessário que os estímulos ocorram em determinadas estruturas 

embriológicas, mas também sua cronologia é absolutamente fundamental para que o 

processo se realize de modo normal (2). Nos seres humanos, os processos de 

determinação e diferenciação sexual estão intrinsecamente associados à presença ou à 

ausência do cromossomo Y no gameta (3). O evento primordial na determinação sexual é 

a formação das gônadas. Este processo ocorre em duas etapas: a) determinação do sexo 

cromossômico, estabelecido na fertilização e, b) diferenciação das gônadas em testículos 

ou ovários. As demais diferenças entre os sexos são efeitos secundários exercidos pelos 

hormônios produzidos pelas gônadas. Após a interação entre células germinativas e 

somáticas da crista gonadal e diferenciação da gônada, ocorre a diferenciação dos 

genitais internos e externos masculinos ou femininos, na dependência da presença ou 

ausência de testículos e testosterona ou diidrotestoterona. As diferenciações sexuais 

secundárias, induzidas pelos hormônios esteróides gonadais em diferentes tecidos, 

completam o fenótipo sexual (4). 

Tanto a diferenciação como a manutenção da gônada em ovário são eventos 

dependentes da presença de dois cromossomos X íntegros, caso contrário os folículos 

ovarianos degeneram e a gônada torna-se disgenética (5). As disgenesias gonadais 

compõem um espectro clínico de anomalias com fenótipo variável, de feminino a 

masculino ou ambíguo, observando-se, nestes pacientes, desenvolvimento puberal 
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parcial ou ausente e cariótipo contendo ou não um cromossomo Y ou fragmentos deste. 

Embora certas seqüências Y-específicas nem sempre sejam evidentes quando as 

pacientes são investigadas pela técnica de citogenetica, as gônadas disgenéticas de 

pacientes com estas seqüências, eventualmente não identificadas, apresentam maior 

risco para o desenvolvimento de tumores gonadais. A detecção destas seqüências do 

cromossomo Y por técnicas citogenéticas ou moleculares mais precisas tem sido 

estimulada para nortear a indicação ou não de gonadectomia profilática nestes grupos de 

pacientes (6).  

A mulher normal é homogamética com dois cromossomos X e o homem é 

heterogamético com um cromossomo X e outro Y. Vários genes localizados nos 

cromossomos sexuais e autossomos participam dos processos de determinação sexual. 

Uma complexa cascata gênica é formada por uma série de genes que interagem em 

fases restritas ou em diferentes momentos do desenvolvimento do tecido gonadal 

(Figura.01). Alterações nos mecanismos de ação e nas interações gênicas dão origem a 

diferentes graus de anormalidades no desenvolvimento gonadal, resultando na formação 

de gônadas disgenéticas ou em agenesia gonadal (1). 

Introdução 
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A determinação do desenvolvimento testicular foi inicialmente relacionada à 

existência de um gene no braço curto do cromossomo Y, denominado TDF (Testis 

Determining Factor) .  Posteriormente, o gene denominado SRY (Sex-determining Region 

on the Y chromosome) foi identificado a partir do mapeamento de seqüências Y-

específicas em indivíduos portadores de alterações estruturais desse cromossomo (1,8). 

O gene SRY humano está localizado próximo à região pseudo-autossômica do braço 

curto do cromossomo Y e é constituído por um exon único que codifica uma proteína de 

204 aminoácidos (1). O perfil de expressão do SRY está de acordo com a função do TDF: 

as moléculas de  mRNA do SRY são detectados na gônada fetal no momento preciso da 

diferenciação testicular, quando se observa o aparecimento dos primeiros túbulos de 

células de Sertoli, a partir da sexta semana no ser humano (9). Este gene age como um 

indutor na determinação sexual masculina e sua expressão nas células somáticas da 

crista gonadal precedem os primeiros sinais de desenvolvimento testicular. Fatores de 

transcrição, que regulam a expressão do SRY no início do processo de determinação 

sexual nos humanos, na ausência do cromossomo Y, potencializam o desenvolvimento 

Figura 01. Genes envolvidos na determinação e diferenciação gonadal. Adaptação de Hiort, 2000. Introdução 
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ovariano e também a expressão de uma série de genes promotores da diferenciação 

gonadal. Todos esses genes são expressos durante o desenvolvimento das gônadas e as 

interações de seus produtos formam o complexo genético responsável pela diferenciação 

da gonada em testículo ou ovário (10). Em geral, considera-se que mutações no gene  

SRY humano são responsáveis por cerca de 20% dos indivíduos com disgenesia gonadal 

e cariótipo 46,XY. Um desequilíbrio na constituição dos cromossomos sexuais, como a 

presença do cromossomo Y em mulheres ou a ausência deste em homens, resulta em 

várias anormalidades genéticas (11). 

 

Historicamente, a Síndrome de Turner (ST), também chamada de Síndrome de 

Ullrich-Turner, foi descrita pela primeira vez por Serevskij em 1925 e Otto Ullrich em 1930 

(13). Em 1938, Henry Turner descreveu um grupo de meninas, entre 15 e 23 anos, com 

amenorréia primária, infantilismo sexual e baixa estatura. As pacientes também 

apresentavam cubitus valgus, pescoço alado, um largo espaço intermamilar, baixa 

implantação dos cabelos e linfedema das mãos e dos pés. Quatro anos depois, Varney et 

al e Albright et al , independentemente, demonstraram que pacientes com sinais clínicos 

semelhantes aos daquelas descritas por Turner apresentavam um elevado nível de 

gonadotrofinas urinárias após a idade puberal, estabelecendo que se tratava de uma 

desordem da função gonadal e não uma deficiência hipotalâmica ou hipofisária (15). Uma 

síntese com a prevalência das manifestações clínicas observadas nos principais estudos 

incluindo pacientes com ST é mostrada na tabela 01. 

 

Esta síndrome é uma das mais importantes e freqüentes anormalidades 

cromossômicas na espécie humana, tendo uma incidência estimada em 1 a cada 2.500 

nascimentos do sexo feminino (16), atingindo 1.500.000 mulheres no mundo. Sua 

Introdução 
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prevalência entre as meninas com baixa estatura é de 1: 60 (17). Na verdade, o número 

de recém-nascidas corresponde apenas a uma pequena fração do total de conceptos com 

ST, uma vez que, embora 1% a 2% de todas as concepções humanas tenha a 

constituição cromossômica 45,X, cerca de 99% dos conceptos 45,X são abortados. Além 

disso, esta condição é responsável por cerca de 20% dos abortamentos espontâneos 

cromossomicamente anormais. Em 75% dos casos a falha na gametogênese (não-

disjunção) que causa esta monossomia está no gameta do pai (18). Aproximadamente  em 

20% dos casos a síndrome é diagnosticada ao nascimento devido a características 

clínicas e/ou anomalias somáticas. Este agravo pode ainda ser diagnosticado ou 

suspeitado no pré-natal, através do exame de ultra-sonografia fetal (19). 

Tabela 01 – Proporção das alterações clínicas encontradas em indivíduos com Síndrome 

de Turner.  

ALTERAÇÕES CLÍNICAS PROPORÇÃO (%) 

Deficiência de crescimento > 50 

Disgenesia gonadal > 50 

Linfedema de mãos e pés > 50 

Unhas hiperconvexas e cantos profundos > 50 

Orelhas com forma de rotação incomuns > 50 

Maxilar estreito e dentes sobrepostos > 50 

Micrognatia > 50 

Implantação baixa de cabelos > 50 

Tórax largo  ou hipoplasia dos mamilos > 50 

Cúbito valgo > 50 

Encurtamento do quarto metacarpo > 50 

Exostose da tíbia > 50 

Tendência à obesidade > 50 

Otite média recorrente > 50 

Déficit de audição < 50 

Nevo pigmentado < 50 

Pescoço alado < 50 

Anomalias cardiovasculares < 50 

Hipertenção < 50 

Hipotireoidismo < 50 

Intolerância à glicose < 50 

Hiperlipidemia < 50 

Escoliose <5 

Osteoporose <5 

Gonadoblastoma <5 

Doença inflamatória intestinal <5 

Câncer de cólon <5 

Neuroblastoma <5 

Doença hepática <5 

Introdução 
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  Fonte: Frias e Davenport , 2003 

 

 

Um dos sinais clínicos mais consistentes da ST é a baixa estatura. O déficit de 

crescimento tem início na vida intra-uterina com peso ao nascimento de aproximadamente  

500 gramas abaixo da média da população normal. Apesar da maioria destas pacientes 

apresentarem estatura = 1,40 m com a administração de esteróides sexuais e hormônio 

do crescimento , algumas portadoras podem atingir altura maior (2). O pescoço alado 

também é um sinal evidente . Em menor prevalência pode estar presentes facies incomum 

típica, linha posterior de implantação baixa dos cabelos, tórax largo com mamilos 

amplamente espaçados, palato em ogiva, orelhas de implantação baixa, linfedema, 

hipertrofia de clitóris e hipotiroidismo. Algumas podem apresentar anomalias de células 

germinativas – hipogonadismo primário, esterilidade, disgerminoma e outras lesões 

andrógeno-produtoras não tumorais, além de anomalias cardíacas ou renais e 

hipertensão. Dentre estas pacientes, há um aparente aumento, ainda inexplicado, na 

freqüência de doenças auto-imunes, como hipo ou hipertireoidismo, vitiligo, alopécia, 

obesidade, diabetes mellitus, hiperlipemia e artrite (20). 

 

Como demonstrado na tabela 01, os indivíduos portadores apresentam um fenótipo 

extremamente variável. Apesar das gônadas indiferenciadas, as pacientes ST têm 

genitália externa e interna claramente feminina; no entanto, o útero apresenta tamanho 

pequeno, uma vez que seu pleno desenvolvimento depende de estímulos hormonais. As 

gônadas são, em regra geral, duas fitas fibrosas, nas quais não se detectam células 

germinativas nem formações foliculares, mas somente um tecido que lembra o estroma 

do córtex ovariano (15,21).  

 

Introdução 
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Outra característica, devida ao processo acelerado de atresia dos folículos 

ovarianos, é a infertilidade (13). A falência gonadal é observada na grande maioria das 

mulheres portadoras da ST. As gônadas da maior parte destas pacientes mostram 

ausência das células germinativas e células da teca-granulosa, responsáveis pela 

produção dos esteróides sexuais. Habitualmente, encontra-se apenas estroma ovariano e 

tecido conjuntivo cicatricial, caracterizando, assim, uma gônada disgenética (21). 

Clinicamente, as pacientes com a ST apresentam hipogonadismo, amenorréia primária e 

déficit no desenvolvimento somático. No entanto, cerca de 2% das mulheres com cariótipo 

45,X, e 12% daquelas com mosaicismo, apresentam folículos residuais suficientes para 

permitir alguma menstruação. Frequentemente, estas mulheres apresentam atraso na 

menarca e desenvolvimento de outras características marcantes associadas à puberdade 

como conseqüência da ausência de hormônios importantes para o desenvolvimento 

sexual normal (22). Embora a esterilidade seja a regra na ST, há relato de gravidez 

espontânea em 1% a 2% dos casos pouco afetados.  

 

A expectativa de vida dos indivíduos acometidos é normal (23). Segundo Frias e 

Davenport (2003), diferente do que se pensava o retardo mental não é uma característica 

importante na ST, admitindo-se hoje que somente uma minoria irá apresentá-lo. Algumas 

delas apresentam dificuldade de aprendizado, principalmente com relação à percepção 

espacial, coordenação visual-motora e matemática. As repercussões psicossociais da ST 

mais freqüentes são baixa auto-estima, problemas de interação social com fortes traços 

de introversão, extrema sensibilidade, déficit de atenção, hiperatividade e infantilismo 

Introdução 



17 

emocional com forte dependência parental relacionada a superproteção e mecanismos 

evidentes de negação em relação ao diagnóstico e prognóstico da estatura e provável 

impossibilidade de gravidez  (20).  

 

Citogeneticamente, esta síndrome é caracterizada por monossomia do 

cromossomo sexual (45,X) em indivíduos fenotipicamente femininos. Esse cariótipo pode 

ser verificado em 50-60% dos casos (Figuras 02 e 03). Trata-se de uma aneuploidia 

cromossômica, que costuma ser atestada ao nascimento, ou antes da puberdade, por 

causa das suas especificidades distintas. Esse é geralmente um evento esporádico dentro 

de uma família e seu risco de recorrência na irmandade é muito baixo.  Ainda que na 

maioria dos casos a ST esteja relacionada à monossomia do cromossomo X (45, X), 

muitos indivíduos têm uma variedade de outras anormalidades estruturais, tanto do 

cromossomo X como do Y (23, 24). 

 

 

Introdução 
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Fig. 01 Metáfase em bandeamento G de uma paciente com Síndrome de Turner (ST14), mostrando

a monossomia do cromossomo X (45,X).
Figura 02. Metáfase em bandeamento G de uma das pacientes do estudo (ST14) ilustrando a 
monossomia do cromossomo X (45,X). 
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Os cariótipos em mosaico estão presentes em cerca de 30% de indivíduos com ST, 

sendo que nestes casos, normalmente as pacientes apresentam sinais fenotípicos menos 

graves. Aproximadamente 20% desses mosaicos têm um marcador sexual derivado do X, 

entretanto, 6% destes casos possuem uma segunda linhagem celular com anormalidades 

estruturais derivadas do cromossomo Y. Por outro lado, a detecção de fragmentos ou 

seqüências do cromossomo Y pode ser observada em mais de 35% dos casos de ST com 

mosaico, destes, 30% são devido a alterações estruturais do cromossomo X, como 

isocromossomo do braço longo ou curto [46,X,i (Xq ou Xp)], cromossomos dicêntricos, 

deleção nos braços curto ou longo [46,X,del(Xp) ou del(Xq)] e cromossomo em anel 

[46,X,r(X)] (12)  . Na tabela 02 estão descritos os possíveis cariótipos relacionados com a 

ST. 

 

Fig. 02 Cari ót ipo de uma das pacientes do estudo (ST14) demonstrando a monossomia do  
cromossomo X.

Figura 03. Cariótipo da paciente ST14 demonstrando a monossomia do 
cromossomo X. 

Introdução 
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Tabela 02.  Distribuição dos cariótipos relacionados com a Síndrome de Turner. 

Cariótipo Classificação 

45, X Monossomia 

45,X /46,XX Mosaico 

45,X/46,X,i(Xq)  Mosaico 

45,X/46,X,i(Xq)/47,X,i(Xq),i(Xq) Mosaico 

45,X/46,X,del(X) Mosaico 

45,X/46,XY Mosaico 

45,X/46,XX/47,XXX Mosaico 

45,X/47,XXX Mosaico 

45,X/46,XX/47,XXX/48,XXXX Mosaico 

46,X,(Xq) Alteração estrutural do cromossomo X 

46,X,i(Xq) Alteração estrutural do cromossomo X 

46,X,del(X) Alteração estrutural do cromossomo X 

 

Teoricamente um segundo cromossomo sexual é necessário à sobrevivência do 

feto. Assim, virtualmente, todo nascido vivo 45, X apresentaria mais de uma linhagem 

celular, compondo seu cariótipo (26). Parece que essa condição seria necessária apenas 

a alguns órgãos, durante determinado período da embriogênese (27,28). É possível, 

então, que a freqüência de mosaicismo do cromossomo sexual seja muito superior em 

nascidos vivos com ST em relação à observada em abortos e que aproximadamente 99% 

dos embriões puramente 45,X morrem intra-útero. 
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A comparação da ST com outras anomalias cromossômicas numéricas tais como 

Síndrome de Down ou trissomia do cromossomo 18, mostra que a incidência da ST não 

aumenta conforme a idade materna (29, 30). Tais achados se contrapõem à hipótese da 

não disjunção meiótica como o principal mecanismo de geração de um cariótipo 45,X. 

Clinicamente, ao contrário de outras síndromes cromossômicas, mesmo pacientes com 

cariótipo puramente 45,X podem apresentar fenótipos completamente distintos. Com 

exceção da baixa estatura, que parece ser uma característica geral, as demais alterações 

são achados inconstantes. Uma das possíveis explicações seria o mosaicismo não 

detectado, uma vez que o diagnóstico geralmente é realizado após a análise de 5 a 30 

linfócitos de sangue periférico para determinação do cariótipo (31). Sabe-se que uma 

segunda linhagem celular está presente em 1 a 2% das células do indivíduo. Cerca de 

99% dos conceptos humanos com cariótipo 45,X são abortados ainda no primeiro estágio 

de desenvolvimento embrionário (27, 28). Logo, apenas 1% dos embriões 45,X alcançam 

a viabilidade e apresentam características da ST (14). Tanto na mortalidade embrionária 

como nos nascidos com fenótipo característico da ST, há monossomia de genes em 

comum nos cromossomos X e Y (região pseudo-autossômica) (30). Esses genes são 

expressos tanto no cromossomo X ativo como no inativo nas mulheres, como um meio de 

assegurar a quantidade adequada do produto gênico. Acredita-se que, em dose única, um 

ou mais desses genes estejam relacionados com a síndrome (32). 

 

A distribuição de sequências do cromossomoY nas pacientes com ST pode variar 

entre os diferentes tecidos. Estes fragmentos muitas vezes estão presentes na forma de 

pequenos marcadores, o que dificulta a identificação positiva deste em uma rotina normal 

de cariótipo, especialmente se o número de metáfases analisadas for limitado (13). Vários 

estudos têm mostrado que 3 a 61% das pacientes com ST com diferentes cariótipos 

(45,X, mosaicos e pacientes com um marcador cromossômico) têm  material genético 
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derivado do cromossomo Y, dependendo da metodologia aplicada e população estudada 

(15,21,33). A tabela 03 mostra a prevalência de seqüências do cromossomo Y 

encontradas em dezessete estudos, incluindo América, Europa e Ásia.  

 

        Tabela 03. Prevalência de seqüências Y-específicas em pacientes com a Síndrome  

         de Turner, em diferentes populações.    

População estudada Prevalência de seqüências 

Y-específicas (%) 

Referência 

França 2,5 47 

Áustria 3,0 41 

Brasil 3,3 35 

Inglaterra 4,0 59 

Turquia 5,0 46 

Rússia 6,6 38 

Venezuela 7,6 49 

México 8,0 50 

Itália 8,8 51 

Brasil 8,3 02 

México 9,3 52 

Dinamarca 12,2 53 

Japão 13,3 31 

USA 16,0 57 

Suécia 25,0 13 

Brasil 30,0 15 

Inglaterra 100,0 58 
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Linfócitos de sangue periférico são geralmente escolhidos para análise citogenética 

de pacientes com suspeita de ST, pela facilidade de obtenção das células. No diagnóstico 

laboratorial, a análise citogenética clássica é feita em trinta metáfases, o que pode 

detectar 10% de mosaicismo. Se a hipótese de que toda portadora de ST tem mosaicismo 

for verdadeira, então pacientes com mosaico para uma segunda linhagem celular numa 

freqüência menor que 10% nas células do sangue, não seriam identificadas pelo emprego  

de técnicas de citogenética clássica (34). 

 

A presença de material cromossômico do Y em indivíduos com ST pode ser 

investigada tanto citogeneticamente como pelo emprego de técnicas de biologia molecular 

(35). Essas últimas têm a vantagem de não necessitar de culturas de células e requerer 

uma quantidade mínima de material para análise. Dessa forma, a utilização de métodos 

de avaliação molecular na detecção de seqüências cromossomo Y-específicas tornou-se 

uma ferramenta imprescindível na avaliação destas pacientes (36,37,38). A detecção de 

mosaicismo é determinada principalmente pelo  tipo e o número de tecidos analisados, 

número de células estudadas (27), sensibilidade das técnicas aplicadas e possibilidade de 

seleção, com possível perda de linhagens celulares (26). Uma condição clínica com 

pequena freqüência de mosaicismo pode não ser detectada pela técnica de citogenética 

clássica, pois esse tipo de análise requeriria um número muito grande de células. A 

aplicação de técnicas moleculares, como a Hibridação in situ Fluorescente (FISH) e a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), melhora substancialmente a detecção de 

linhagens celulares presentes em baixa frequência e facilita a identificação de possíveis 

alterações estruturais (39). 
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Existe uma associação clínica muito importante entre a presença do cromossomo 

Y, ou fragmentos deste, e o desenvolvimento de gonadoblastoma (Figura 04). Esta 

associação tem sido amplamente estudada nos casos identificados com auxílio de 

técnicas de citogenética. Contudo, vários relatos têm demonstrado a presença destes 

fragmentos em pacientes com exame citogenético prévio negativo para tal cromossomo. 

A patogênese do gonadoblastoma e o seu potencial maligno ainda são amplamente 

discutidos, mas sabe-se que esse risco está diretamente relacionado à idade e eleva-se 

significativamente após a puberdade, devido à ausência de virilização da genitália externa 

e a localização intra-abdominal das gônadas (40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 04. Micrografia  (a) X 100 e (b) X 200. Achados histológicos da morfologia 
gonadal de uma paciente com ST, cariótipo 45,X. Em (a) e (b), gonadoblastoma 
caracterizado por um agregado celular composto de uma mistura de células 
germinativas e pequenas células epiteliais da fita gonadal. Em (c) espaços 
circulare com material eosinofílico, separados por estroma fibroso.  
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O advento da tecnologia do DNA recombinante possibilitou uma análise mais 

sensível de anormalidades dos cromossomos em nível molecular, ajudando tanto na 

identificação da origem parental das anomalias como na compreensão da associação 

entre o genótipo e fenótipo.  A detecção de genes ou seqüências destes pela técnica de 

PCR permite identificar pacientes com risco para desenvolvimento do gonadoblastoma 

com maior eficiência, possibilitando que estas sejam, ou não, submetidas à gonadectomia 

preventiva. Assim, a avaliação de marcadores moleculares do cromossomo Y pode ser 

generalizada à todas as pacientes com ST, cujo cariótipo não revele inicialmente a 

presença do cromossomo Y. Estudos prévios indicam que a PCR é mais sensível que as 

análises citogenéticas na detecção de mosaicismo oculto em pacientes com a ST 

(15,12,43). As seqüências SRY e DYZ3 são as mais frequentemente usadas como 

marcadores moleculares na maioria destes estudos (Tabela 04). Em geral, o gene SRY é 

usado como referência devido a sua localização e sua função na sinalização da cascata 

de eventos da determinação sexual. Este gene esta localizado no braço curto do 

cromossomo Y (Yp11.3). Apesar da maior utilização das seqüências SRY e DYZ3, a 

importância da identificação de novos genes do cromossomo Y justifica a inclusão de 

mais marcadores moleculares como ZFY, DYZ1,DYS1, PABY, dentre outros  (Tabela 04). 
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Tabela 04.  Distribuição de seqüências Y-específicas analisadas e encontradas em 

pacientes com  Síndrome de Turner em diferentes países. 

 

País Ano do  

estudo 

Seqüências Y-específicas 

 analisadas 

Seqüências 

encontradas 

Ref. 

USA 1993 SRY e DYZ3 SRY e DYZ3 57 

Dinamarca 1995 SRY,DYZ3,DYZ1 e ZFY SRY,DYZ3,DYZ1 e ZFY 53 

Alemanha 1995 SRY e DYZ3 SRY e DYZ3 56 

México 1998 SRY e ZFY SRY e ZFY 50 

Rússia 1998 SRY SRY 38 

Brasil 1999 SRY  SRY 2 

Inglaterra 1999 SRY,DYZ3,DYZ1,PABY e AMXY SRY,DYZ3, PABY 59 

Áustria 1999 SRY,DYZ3,DYZ1,ZFY,PABY SRY,DYZ3, ZFY,PABY 41 

Dinamarca 2000 SRY,DYZ3,DYZ1,DYS1,ZFY,YRRM SRY,DYZ3,DYZ1,ZFY 53 

México 2000 SRY,ZFY e PABY SRY,ZFY e PABY 52 

Japão 2001 SRY e DYZ3 SRY e DYZ3 31 

Brasil 2002 SRY e TSPY SRY e TSPY 35 

Índia 2002 SRY, DYZ3, DYS1 e PABY SRY, DYZ3 60 

Suécia 2002 SRY, DYZ3 e DYZ1 SRY, DYZ3 e DYZ1 13 

Venezuela 2003 SRY,DYZ3,ZFY,PABY,DYS1,DYZ1,T

SPY 

SRY,DYZ3,ZFY,PABY, 

DYS1 

49 

Índia 2003 SRY,DYZ3, PABY,DYS1 SRY,DYZ3, PABY,DYS1 11 

Itália 2005 DYZ3 DYZ3 51 

Brasil 2006 SRY e DYZ3 SRY e DYZ3 15 

 

Turquia 

 

2007 

SRY,DYZ3,PABY,DYS1,DYS14,DYS

209,DYS213,DYS218,DYS224,DYS2

31,DYS27DYS280,DYZ1,AMGY. 

SRY,DYZ3,PABY,DYS1 

DYS14,DYS209,DYS213 

 

46 

 

Como a presença de um cromossomo Y, ou parte dele, está  associada ao risco de 

desenvolvimento de gonadoblastoma em até 30% das pacientes, há necessidade de se 

identificar pacientes sob risco. O objetivo deste estudo é rastrear a presença das 

sequências Y-específicas SRY, DYS1, DYZ1, PABY, ZFY e DYZ3 em pacientes com ST 

dando suporte a proposta de que esta investigação pode ser útil na prevenção do 

gonadoblastoma. 
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OBJETIVO GERAL 

 

Rastrear a presença de seqüências Y-específicas em pacientes com a Síndrome de 

Turner. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

§ Identificar as variantes citogenéticas em pacientes com a Síndrome de Turner. 

§ Investigar a presença das seqüências SRY, DYS1, DYZ1, PABY, ZFY e DYZ3, 

específicas do cromossomo Y em pacientes com a Síndrome de Turner não 

identificadas no cariótipo. 

§ Rastrear entre os indivíduos com a Síndrome de Turner aquelas com maior risco 

de desenvolvimento de gonadoblastoma. 
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Tipo de Estudo 

 Estudo de corte transversal, descritivo de pacientes com ST em Mato Grosso. 

 

Tamanho da amostra 

 Na determinação do tamanho da amostra, considerou-se o desenho do estudo, 

assumiu-se prevalência de fragmentos do cromossomo Y em 3% nos indivíduos com ST 

(41), intervalo de confiança de 95% e imprecisão de 6%, segundo a fórmula: 

N= (1,62) 2 X p (1-p) /? 2  onde, p=proporção de 0,03 e ? 2 = Imprecisão de 0,06 ? 2 

 

Pacientes 

 O estudo incluiu 42 pacientes, com idade entre 1 mês e 40 anos, atendidas no 

Ambulatório de Genética da Unidade de Genética Médica e Biologia Molecular do 

HGU/UNIC e/ou encaminhadas do Ambulatório de Desvio de Crescimento e 

Desenvolvimento do Hospital Universitário Júlio Muller (HUJM) ou de outras Unidades de 

assistência médica no município de Cuiabá. Todas as pacientes que participaram do 

estudo foram acompanhadas por um especialista em genética médica, para a verificação 

das características clínicas e aconselhamento genético. As principais alterações clínicas 

encontradas na ST estão listadas na Tabela 04, modificada de Frias e Davenport, 2003. 

Os critérios de inclusão no estudo foram fenótipos femininos com marcadores clínicos e 

cariótipo compatível com a ST e concordância da paciente, ou responsáveis, em assinar o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram excluídas do estudo as 

pacientes com ST que apresentaram na constituição cromossômica o cromossomo Y.  
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Considerações éticas 

 

 Todas as pacientes participantes do estudo, ou os responsáveis pelas mesmas, 

assinaram o TCLE aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de 

Cuiabá (UNIC) em 24 de fevereiro de 2006. 

 

Coleta das amostras  

 

Foram coletados cerca de 5mL de sangue venoso de cada paciente incluída no 

estudo utilizando seringa estéril contendo heparina (Liquemine, Roche, Suíça). Esta 

amostra foi mantida em geladeira com temperatura entre 2ºC e 8ºC até o momento da 

cultura de linfócitos, todas realizadas no mesmo dia da coleta. Para as análises 

moleculares coletaram-se outros 5mL de sangue venoso também em seringa estéril. Esta 

amostra foi transferida para um tubo vacutainer e armazenada em geladeira até o 

momento da extração do DNA. 

 

Análise Citogenética 

 

Cultura de linfócitos 
 

As culturas de linfócitos periféricos foram realizadas à partir da técnica de 

Moorhead et al (1960) com modificações. Em cada frasco de cultura falcon 15mL (Gibco 

EUA) foram adicionados 5,0mL de meio RPMI 1640 (Difco  EUA) enriquecido com 20% 

de soro fetal bovino (Gibco EUA), 0,2mL de fito-hemaglutinina (Gibco  EUA) e cerca de 

0,4mL de sangue total, previamente homogeneizado. Os frascos foram então incubados 

em estufa à 37ºC por 72 horas. Toda a semeadura foi realizada em capela de fluxo 

laminar. Aproximadamente 40 minutos antes do início da preparação citológica, foi 

adicionado em cada frasco 0,1mL de colchicina (Sigma , Brasil) na concentração final de 
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0,08 µg/mL para promover a parada da divisão celular na metáfase, uma vez que a 

colchicina é um agente anti-mitótico. 

 
Preparação Citológica 

 

Após 40 minutos do tratamento com colchicina, o material foi submetido à 

centrifugação a 12879xg durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento ressuspendido em 4mL de solução hipotônica de KCl 0,075 M. Os frascos de 

cultura foram então incubados em estufa à 37ºC por 10 minutos. Após a incubação, 

repetiu-se a centrifugação e o sobrenadante foi novamente desprezado. A fixação do 

material foi feita com a adição de 4 mL de uma solução fixadora, recém-preparada 

constituída de metanol e ácido acético glacial, na proporção de 3:1. Este processo de 

fixação foi repetido por 3 vezes. Após, o material foi mantido em geladeira a 4ºC por pelo 

menos uma hora antes da preparação das lâminas. As lâminas previamente mantidas em 

água deionizada gelada foram montadas, gotejando-se 2 a 3 gotas do material citológico 

homogeneizado e, após este procedimento, foram secas à temperatura ambiente.  

 

Métodos de coloração  

 

Coloração Convencional 

 

 As lâminas de todos os casos foram analisadas primeiramente em coloração 

convencional. Colocou-se um filme de corante contendo 1mL de corante Giemsa (Merck   

Brasil) para 9mL de tampão Sorensen pH 6,8 sob cada lâmina por 6 minutos. Após, estas 

foram então lavadas em água corrente, e secas em temperatura ambiente. 

 

 

Bandeamento G 
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As lâminas usadas para bandeamento foram preparadas pelo menos 5 dias antes 

da data da coloração. O bandeamento G foi realizado segundo técnica de Sanchez et al, 

(1973). Em síntese, as lâminas foram incubadas em tampão fosfato 0,06 M, pH 6,8, 

durante 1 minuto à 37º C, lavadas em água deionizada, secas e mantidas em temperatura 

ambiente. Foi colocada então, uma camada de solução corante, previamente preparada 

com corante Wright (Merck , Brasil) e tampão fosfato 0,06 M, numa proporção de 3:1, 

aguardando-se 3 a 4 minutos. Após este procedimento as lâminas foram mantidas em 

temperatura ambiente até a leitura. Foram analisadas 30 células de cada paciente, 

utilizando objetiva de imersão com 100 x de aumento em microscópio Nikon Eclipse 2000 

Hexasystems (Biometrix, Brasil). Nos casos onde o mosaicismo foi identificado, analisou-

se 50 células de cada indivíduo. 

 

Análise Molecular 

 

 Foram realizadas amplificações de DNA das pacientes, através da técnica de PCR, 

para a identificação dos marcadores de DNA do cromossomo Y, SRY, DYS1, DYZ1, 

PABY, ZFY e DYZ3. 

 

Extração do DNA 
 
 

O método de extração do DNA foi realizado, com modificações, a partir do método 

descrito por Lahiri & Nurnberg (1991). Aproximadamente 5mL de sangue periférico total 

de cada paciente foram coletados e transferidos para tubos falcon de 15 mL (Gibco  , 

EUA), identificados, e centrifugados durante 8 minutos a 2236xg. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi retirado, e a membrana celular foi submetida à primeira etapa de lise. 

Para tal, foram utilizados 9 mL da solução 1X TM1, constituída em 10X TM1 (100 mM 
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Tris-HCl, 100 mM KCl, 100 mM MgCl2, 20 mM EDTA) diluída em Triton X-100 2,75% na 

proporção de 3:1. Este material foi novamente centrifugado nas condições acima. 

Retirado o sobrenadante, o sedimento foi novamente lavado em 8,5 mL de 1X TM1. Este 

procedimento (centrifugação, retirada do sobrenadante, lavagem e ressuspensão) foi 

repetido até que o precipitado de células estivesse isento de hemoglobina. Após 

centrifugação com 1X TM1, o sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido em 1,6 

mL de 1X TM2 (10 mM Tris-HCl, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 0,4 N NaCl), 

consistindo esta a segunda etapa de lise. Foram adicionados a este tubo, 160 µl de 

dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% e colocados em banho-maria à 56°C por 15 minutos. 

Após este tempo, 480 µl de 5M NaCl foram adicionados e o material centrifugado a 

12879xg por 5 minutos. O sobrenadante foi então transferido para um tubo falcon 15mL 

(Gibco EUA)  contendo 10 mL de etanol absoluto gelado. O tubo foi tampado com 

vitafilm ( Royal Pack, Brasil)  e invertido por 5 vezes, causando precipitação do DNA. 

Após a etapa de precipitação, o DNA foi retirado do tubo falcon com uma pipeta tipo 

Pasteur e transferido para microtubo de 0,5 mL. Este tubo foi mantido com a tampa aberta 

em temperatura ambiente por 30 minutos. Após este tempo o DNA foi ressuspendido em 

200 µl de TE e armazenado em um freezer -20 º C. 

 

Quantificação do DNA 

 

 Para a quantificação das amostras de DNA extraídas adicionou-se 5µl do material 

obtido a 1µl de tampão azul de bromofenol. Esta amostra foi submetida a eletroforese em 

gel de agarose 1% diluída em TAE 1x (Tris 0,089 M, Acetato 0,089 M, EDTA 0,01 M pH 

7,5). Para esta técnica utilizou-se um campo elétrico de 148 Volts por aproximadamente 1 

hora. Em seguida, o gel foi corado em solução de brometo de etídeo 0,5 µg/mL por cerca 

de 10 minutos e visualizado sob luz ultravioleta. A dosagem do DNA foi feita por 

comparação com o padrão de peso molecular ? Hind III (Invitrogen , Brasil). 
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Amplificação Gênica 
 

Seis diferentes pares de oligonucleotídeos iniciadores sintetizados a partir de 

regiões ao redor do centrômero e nos braços curto e longo do cromossomo Y foram 

usados na PCR, para a amplificação do DNA e investigação dos  seguintes marcadores: 

(1) SRY, gene localizado na região centromérica, com 242pb; (2) ZFY, gene localizado no 

braço curto (Yp) com 735pb; (3) DYZ1, uma sequência repetitiva, localizada na parte 

distal do braço longo (Yq), com 290pb, compreendento cerca de 40% do total do 

cromossomo Y; (4) PABY, região do braço curto do cromossomo Y (Yp), com 970 pb; (5) 

DYS1, sequência localizada no braço longo (Yq) e (6) DYZ3, localizada na região 

centromérica com 170pb (Figura. 05 e Tabela 05).  

 

       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 Figura 05.  Ideograma demonstrando as localizações das seis regiões do cromossomo Y    
analisadas no presente estudo. 
 
 
 

 
 

SRYSRY
ZFYZFY

PABYPABY

DYZ3DYZ3

DYS1DYS1

DYZ1DYZ1

YpYp 11.3111.31

YpYp 11.111.1

YpYp 11.211.2

YpYp 11.3211.32

YqYq 11.111.1
YqYq 11.2111.21

YqYq 11.22111.221
YqYq 11.22211.222
YqYq 11.22311.223

YqYq 11.2311.23

YqYq 1212
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Tabela 05. Sequências de oligonucleotídeos iniciadores (primers) usadas na Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR), para identificação de fragmentos Y-específicos. 
 
 

 
Loci 

 
            Sequências de primers 

 
Tamanho do 

Amplicom (bp) 

 
Referência 

 

SRY 

 

A   5’- CTAGACCGCAGAGGCGCCAT-3’ 

B   5’- TAGTACCCACGCCTGCTCCGG-3’ 

 

242 

   

12 

 

ZFY 

 

A   5’- CGAATTCATACCGGCGAGAAGCCATACC-3’ 

B   5’-  AAAGCTTGTAGACACATCGTTAGGG-3’ 

 

735 

 

12 

 

PABY 

 

A    5’-  ?GTACTACCTTTAGAAAACTAGTATTTTCCC-3’  

B    5’- GAATTCTTAACAGGACCCATTTAGGATTAA-3’ 

 

970 

 

11 

 

DYZ1 

 

A     5’- TTTCCTTTCGCTTGCATTCCAT- 3’ 

B     5’ – TGAAATGGACTGGAAAGGAATG-3’ 

 

290 

 

11 

 

DYS1 

 

 

A     5-  AATAGAGCCTTATCAGCAGA- 3 ‘ 

B     5-  ?AGTCAGTCTGGATGTTTCAG -3’ 

 

710 

 

11 

 

DYZ3 

 

A    5’- TGAAAACTACACAGAAGCTG -3’;  

B    5’-  ACACATCACAAAGAACTATG-3’ 

 

1000 

 

15 

 

R 

 

A  5’ GACTCAAGCCTCTTGCCTTC- 3’ 

B  5’ CACAGAGTCCTAGGCAGGTC- 3’ 

 

133 

 

12 

 

* A = Seqüência sense 

* B= Anti-sense 
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Para otimizar a ação dos iniciadores sense e anti-sense, melhorar a amplificação 

das seqüências de interesse e evitar reações inespecíficas, fez-se uma busca entre os 

programas de PCR para a escolha das temperaturas mais adequadas para a ação da 

polimerase e anelamento e definição do número de ciclos ideais para a extensão das 

fitas. A PCR foi realizada com volume final de 50 µl, consistiu-se de: 50 µl de PCR 

Supermix com Taq Platinun (Invitrogen , Brasil), 0,40 µl de cada seqüência iniciadora 

(concentração final de 0,2 µM) e 1 µl de DNA. Os ciclos de desnaturação, anelamento e 

extensão da PCR foram realizados em aparelho termociclador (Gene Amp PCR System 

9600 – Perkin Elmer). O processo de amplificação foi constituído de 30 ciclos com 

diferentes programas para cada par de primers (Tabela 6). Para cada processo de 

amplificação utilizou-se, além das amostras de DNA das pacientes, amostras de DNA 

controles: indivíduo normal do sexo masculino (controle positivo), indivíduo normal do 

sexo feminino (controle negativo), além do exon 5 do gene da rodopsina (PRODIMOL®, 

Brasil) como controle da qualidade do DNA de  todas as reações de amplificação. 

 

 Tabela 06. Descrição dos parâmetros usados nos ciclos de amplificação  gênica da 
técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
       

 
Primers 

 

 
Temperatura/Tempo 

de desnaturação 

 
Temperatura/Tempo 

de anelamento 

 
Temperatura/Tempo 

de extensão 
 

SRY 
 

94ºC – 1 minuto 
 

64 ºC - 1 minuto 
 

72ºC – 2:30 minutos 
 

ZFY 
 

94ºC – 1 minuto 
 

61 ºC – 1:30 minutos 
 

72ºC – 2:30 minutos 
 

PABY 
 

94ºC – 1 minuto 
 

58 ºC - 2:30 minutos 
 

72ºC – 2:30 minutos 
 

DYZ1 
 

94ºC – 1 minuto 
 

58 ºC - 2:30 minutos 
 

72ºC – 2:30 minutos 
 

DYS1 
 

94ºC – 1 minuto 
 

50 ºC - 1 minuto 
 

72ºC – 2:30 minutos 
 

DYZ3 
 

94ºC – 1 minuto 
 

50 ºC - 1 minuto 
 

72ºC – 2:30 minutos 
 

Material e Métodos 



36 

Detecção do DNA amplificado 

 

Para uma melhor visualização das bandas, foram analisadas 10 amostras por 

detecção. A verificação da amplificação do DNA foi feita através de eletroforese em gel de 

agarose a 1,0% corado com brometo de etídio. Esta técnica foi realizada em Cuba 

Horizontal 20.25 Life Technolies (Gibco  Brasil). O gel foi preparado a partir de 3g de 

agarose dissolvida em 300 ml de Tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X (Tris 0,089 M, 

Borato 0,089 M, EDTA 0,01 M pH 7,5). A mistura foi aquecida em um forno microondas 

(Cônsul , Brasil) por aproximadamente 3 minutos ou até que a agarose fosse totalmente 

dissolvida. A solução, quando homogênea e morna, foi então despejada em uma cuba de 

eletroforese, contendo pentes com canaletas adequada e deixada em repouso por cerca 

de 20 minutos para que ocorresse a polimerização. Preparou-se um tampão de migração 

usando-se 1000 mL de Tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X e colocado na cuba de 

eletroforese, cobrindo totalmente o gel de agarose para a homogeneização da 

temperatura. Com uma micropipeta de 10-20µl, adicionou-se em cada poço uma mistura 

de 19µl do amplicon e 1µl de tampão de corrida (azul de brofenol 0,1%). Foi utilizado 

marcador de corrida, DNA Ladder 100 bp (Invitrogen, Brasil) como padrão para a análise 

das bandas. Ao padrão, também foi adicionado o tampão de corrida. A migração ocorreu 

a uma voltagem de 138 V por aproximadamente 50 minutos, com pequenas modificações 

no tempo de corrida, de acordo com o peso molecular de cada primer estudado. Após 

este período o gel foi transferido para uma cuba contendo uma solução corante composta 

de brometo de etídio dissolvido em água na concentração de 10mg/ml, e estocada em 

ambiente escuro durante cerca de 10 minutos ou até o aparecimento das bandas. Após a 

revelação, o gel foi transferido para um transiluminador (Bio Rad, USA), analisado e 

fotodocumentado através de câmara digital (Sony T10 7.0, Japão), sob luz ultravioleta. 
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Estudos Citogenéticos 

 

A análise de 30 metáfases de cada paciente, por bandamento G e resolução de 

400-500 bandas, identificou 27 pacientes (64,2%) com monossomia do cromossomo X 

(45,X) e 15 com mosaicismo. Nos casos de mosaicismo, a reanálise de 50 metáfases 

detectou 11 (26,8%) pacientes com mosaicismo 45,X/46,XX; 3 (7,36 %) 45,X/46,X,i(Xq)  e 

1 (2,43%) com   45,X/46,X,del(Xq).  Estes dados estão apresentados na tabela 7. 

 

Tabela 07. Distribuição dos cariótipos compatíveis com a Síndrome de Turner 
entre as 42 pacientes incluídas no estudo. 
 
Cariótipo                                                        n                                     (%) 

 
45, X 

 
                     27                                   64,28                 

 
45,X/46,XX 

 
                     11                                   26,20 

 
 45,X/46,Xi(Xq) 

 
                       3                                    7,14 

 
45,X/46,X,del(Xq) 

 
                      1                                     2,38 

 
Total 

 
                         42                                     100 

 
 

 
 
 

Análise das Sequências Específicas 

 

 A síntese dos resultados das análises moleculares deste estudo é mostrada na 

Tabela 8. 
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Tabela 08. Resultados das análises moleculares das seqüências Y-específicas em 42 pacientes 

com ST. 

 
Seqüências Y-específicas analisadas  

Pacientes 

 

Idade 

 

Cariótipo SRY ZFY DYZ1 PABY DYS1 DYZ3 

1 17 45,X/46,XX - - - - - - 
2 22 45,X - - - - - - 
3 3 45,X - - - - - - 
4 8 45,X/46,X,i(Xq) - - - - - - 
5 12 45,X/46,XX - - - - - - 
6 12 45,X - - - - - - 
7 21 45,X/46,X,i(Xq) - - - - - - 
8 13 45,X/46,XX - - - - - - 
9 18 45,X - - - - - - 
10 4 45,X - - - - - - 
11 17 45,X - - - - - + 
12 12 45,X - - - - - - 
13 15 45,X/46,i,(Xq) - - - - - - 
14 3 45,X - - - - - - 
15 15 45,X - - - - - - 
16 16 45,X - - - - - - 
17 2 45,X - - - - - - 
18 14 45,X/46,XX - - - - - - 
19 13 45,X - - - - - - 
20 25 45,X - - - - - - 
21 20 45,X - - - - - - 
22 18 45,X/46,XX - - - - - - 
23 7 45,X - - - - - - 
24 4 45,X - - - - - - 
25 10 45,X - - - - - - 
26 17 45,X/46,XX - - - - - - 
27 26 45,X/46,XX,del - - - - - - 
28 17 45,X/46,XX - - - - - - 
29 18 45,X - - - - - - 
30 16 45,X - - - - - - 
31 12 45,X - - - - - - 
32 16 45,X - - - - - - 
33 11 45,X - - - - - - 
34 12 45,X/46,XX - - - - - - 
35 24 45,X/46,XX - - - - - - 
36 33 45,X - - - - - - 
37 40 45,X - - - - - - 
38 18 45,X - - - - - - 
39 8 45,X - + - - - - 
40 22 45,X/46,XX - - - - - - 
41 18 45,X/46,XX - - - - - - 
42 1 mês 45,X  - - -   

 

(+) Pacientes com  resultado positivo para a seqüência analisada 

(- ) Paciente com resultado negativo para a seqüência analisada 
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Através das análises moleculares foi possível detectar de 2 pacientes (2/42), 

(4,87%) com as seqüências Y-específicas em suas células, ambas com cariótipo 45, X. A 

amplificação do gene  ZFY foi observada em uma destas pacientes, ST39 (Figura 04). 

Clinicamente, esta paciente apresenta mandíbula pequena, palato em ogiva, dentes 

sobrepostos, espina bífida, otite aguda, cardiopatias, timidez excessiva, dificuldade no 

desempenho escolar. 

 

 

 

735pb

133pb

2072pb
1500pb

600pb

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR das 
pacientes ST31 a ST40 do fragmento ZFY demonstrando positividade na 
amostra da paciente ST39. A canaleta 1 apresenta o padrão de pesos 
moleculares e as canaletas 2 e 3 os controles positivo (C+) e negativo (C-) 
da reação. O primer do gene da rodopsina (133pb), mostrado em todas as 
canaletas foi usado como controle da qualidade do DNA em todas as 
reações. 
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A amplificação da seqüência DYZ3 foi observada em uma das pacientes (ST11), 

também com cariótipo 45,X (Figura 05). Esta paciente apresenta tendência a quelóides, 

maxilar estreito e dentes sobrepostos, espina bífida, deformidade dos pés, otite aguda, 

rim em ferradura e grande dificuldade no desempenho escolar. 
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Figura 07. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR das 
pacientes ST01 a ST15 para a análise do fragmento DYZ3 
demonstrando positividade na amostra da paciente ST11 para este 
fragmento. A canaleta 1 apresenta o padrão de pesos moleculares e as 
canaletas 2 e 3 os controles positivo (C+) e negativo (C-) da reação. O 
primer do gene da rodopsina (133pb), mostrado em todas as canaletas 
foi usado como controle da qualidade do DNA em todas as reações. 
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 Análises moleculares têm sido cada vez mais utilizadas como uma ferramenta 

fundamental na avaliação clínica de diversas doenças, incluindo a ST. Nesta, o aumento 

do risco de desenvolvimento de tumores gonadais, especialmente gonadoblastoma, tem 

sido relacionado à presença de fragmentos do cromossomo Y. Estima-se que cerca de 

90% dos pacientes com gonadoblastoma possuem material de cromossomo Y na sua 

constituição genética. A maioria destes indivíduos apresenta fenótipo feminino com algum 

grau de virilização. Logo, a detecção de seqüências específicas deste cromossomo, 

nestas pacientes, é relevante na identificação daquelas com risco de gonadoblastona e 

prevenção do desenvolvimento deste tumor. A pesquisa destes marcadores deve ser 

realizada tão logo o diagnóstico citogenético da ST seja estabelecido, desde que não 

tenha sido identificada a presença do cromossomo Y íntegro ou algum de seus 

marcadores. Na verdade, estes marcadores ou sequências Y-específicas nem sempre 

são detectadas com técnicas de citogenética clássicas e dependem, portanto, de uma 

refinada avaliação molecular, ainda não disponível em todos os serviços de assistência à 

saúde.  

 Em Mato Grosso, Junqueira et al (2005) estudou 17 pacientes com a ST e 

verificoram que 41,1% destas apresentavam cariótipo 45,X. Dentre estas pacientes, todas 

incluídas no presente estudo, em apenas seis havia sido realizado pesquisa para 

identificar possível existência de fragmentos do cromossomo Y. Além disso, nesta busca, 

foram utilizadas apenas três seqüências Y-específicas (SRY, DYS1 e TSPY) e nenhum 

resultado  positivo foi encontrado. No presente estudo, uma destas pacientes com 

resultado anteriormente negativo para as seqüências SRY, DYS1 e TSPY, apresentou 

positividade para a seqüência DYZ3. Este fato reforça a importância da investigação de 

um maior número de seqüências Y-específicas na ST. 
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As análises moleculares de seis diferentes fragmentos do cromossomo Y em 42 

pacientes, com idade entre 1 mês e 40 anos, sem nenhum sinal de virilização, revelaram 

a presença das seqüências ZFY e DYZ3 em 02 destas (4,8%) no presente estudo, ambas 

com cariótipo 45,X. Este resultado é concordante com a maioria dos estudos realizados 

com este objetivo, dimensionando a ocorrência de material do cromossomo Y entre 2 e 

8% dos casos investigados. O emprego da técnica PCR para investigar 14 regiões do 

cromossomo Y em 40 pacientes com ST e cariótipo 45,X, de distintos centros médicos na 

Turquia, com idade entre 1 e 25 anos, permitiu a identificação de 02 (5%) com fragmentos 

Y na sua constituição genética (46). Em estudo mais antigo, incluindo 40 pacientes 

francesas com ST, cariótipo 45,X e mosaicismo, uma prevalência de 2,5% da seqüência 

SRY foi relatada (47).  Em estudo maior, realizado na Áustria, incluindo 208 portadoras da 

ST com idade entre 2 e 39 anos, investigando  oito diferentes fragmentos do cromossomo 

Y por PCR, foram identificadas 06 pacientes (3%) com presença de material do 

cromossomo Y (41). 

 Um estudo brasileiro, realizado na Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo, também investigando oito seqüências Y-específicas em 122 pacientes com ST, 

com uma idade média 12,2 anos, sem nenhum sinal de virilização, cariótipo 45,X, 

mosaicos ou outras anomalias estruturais do cromossomo X, detectou 4 pacientes (3,3%) 

com pelo menos uma seqüência Y-específica (35). Duas destas pacientes (3,6%) 

apresentaram os fragmentos SRY, TSPY e DYZ3 do cromossomo Y. Em um estudo 

chileno incluindo 58 meninas com ST, com cariótipos 45,X e mosaico, foram analisadas 

as seqüências SRY, TSPY e DZ3, do sangue periférico através da técnica de PCR e 

foram detectadas todas as seqüências estudadas em 04 (6,8%) destas pacientes (48).   
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Duas pacientes (4%) apresentaram seis das oito sequências do cromossomo Y, 

investigadas por PCR e FISH em um estudo com 50 pacientes com cariótipo 45,X, em 

Londres, Inglaterra (34). A investigação de duas seqüências Y-específicas, SRY e TSPY, 

por PCR multiplex, em 30 pacientes russas, com idade entre 12 e 25 anos, detectou 

positividade em 05 delas (16,6%) (37). Uma prevalência de 7,6% dos fragmentos do 

cromossomo Y foi encontrada na Venezuela em um estudo incluindo 52 pacientes com 

ST, de origem étnica mestiça e cariótipo 45,X. Neste estudo foram analisadas cinco 

seqüências Y-específicas e quatro destas, ZFY, DYZ3, DYS19 e TSPY foram encontradas 

em pelo menos uma das quatro pacientes com resultado positivo (49). 

A pesquisa das seqüências ZFY e SRY pela técnica de PCR em 50 pacientes 

mexicanas, com cariótipo 45,X e idade entre 3 e 24 anos, detectou 04 pacientes (8%) com 

estas seqüências (50). Esta mesma prevalência (8%) da seqüência DYZ3, pesquisada por 

meio da PCR foi encontrada em outro estudo, realizado na Itália, incluindo 171 pacientes 

com idade entre 1 e 34 anos e cariótipo em mosaico (51). A investigação dos fragmentos 

SRY, ZFY e DYZ3 em 36 pacientes brasileiras, sem nenhum sinal de virilização e idade 

média de 18 anos, identificou 02 pacientes (8,3%) com a presença das três seqüências 

analisadas (12). Na cidade do México, em estudo incluindo 107 portadoras da ST, 

cariótipo 45, X, de origem étnica mestiça e idade entre um mês e 34 anos, fragmentos 

SRY, ZFY e PABY foram identificados em 10 pacientes (9,3%)  (33). Destas pacientes 

com resultado positivo, duas foram diagnosticadas com tumor gonadal, indicando um 

risco de 33% de pacientes com ST e seqüências Y-específicas positiva desenvolverem 

gonadoblastoma (52).  
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A análise de cinco seqüências Y-específicas em 114 pacientes dinamarquesas com 

ST, cariótipo 45, X ou mosaico, idade entre 1 e 66 anos, sem sinal de virilização mostrou 

a presença de pelo menos uma das sequências em 14 (12,2%). Estas pacientes com 

resultados positivos foram ainda investigadas através de outros quatro marcadores 

específicos de outras seqüências do cromossomo Y, e, em dez delas, estes fragmentos 

foram identificados (53). Larsen et al (1995) estudando quatro fragmentos do cromossomo 

Y pela técnica de PCR em  40 pacientes também dinamarquesas, com ST e monossomia 

do cromossomo X, observaram mosaicismo oculto em 06 destas (15%) (54). Estes 

resultados permitem especular uma maior  prevalência de seqüências Y- específicas nas 

pacientes com  ST daquela região. 

Embora a prevalência de seqüências do cromossomo Y tenha sido estimada entre 

2,3% a 15% das pacientes com ST, percebe-se que a real freqüência depende muito dos 

métodos utilizados e do tecido analisado (1,15,21,48,51,53). Alguns grupos têm 

encontrado uma porcentagem de pacientes com ST e seqüências Y-específicas positivas 

ainda maior (12,34,46,47,56,57). No conjunto destes estudos, a freqüência de seqüências 

Y-específicas encontrada em pacientes com esta síndrome varia na amplitude de 0 a 60% 

(15,21,34,48,56,58,59). Fatores como seleção de pacientes, raça, número de metáfases 

analisadas na avaliação citogenética, tamanho da amostra, metodologia aplicada e 

diferentes marcadores moleculares usados parecem contribuir para esta diferença tão 

ampla (15, 26,41,48,51,56). Vale ainda ressaltar que o mosaicismo oculto pode não ser 

detectado no sangue periférico, mas pode estar presente em amostras de outros tecidos 

de diferentes origens embrionárias (31,60). Logo, a prevalência pode ainda depender do 

tecido ou tecidos analisados. Neste contexto, a análise adicional de células de tecidos de 

diferentes origens embrionárias como linfócitos da mesoderme e células do epitélio bucal 
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da ectoderme, através da PCR ou outras técnicas de biologia molecular, pode permitir 

uma definição mais precisa do diagnóstico (56).  

 

Na prática clínica, fatores importantes a serem considerados na investigação de 

fragmentos do cromossomo Y nos indivíduos com ST são o tipo e o número de tecidos 

analisados. Embora os linfócitos do sangue periférico seja geralmente o tecido escolhido 

para estas análises, outros podem também ser investigados. Kocova et al (1993) 

estudaram, na Pensilvânia (USA), as seqüências SRY e DYZ3, por PCR, nas células do 

sangue periférico de 18 pacientes com ST e encontraram positividade apenas para a 

seqüência SRY em 03 pacientes (16%), duas com cariótipo 45,X e uma 45,X/46,XX (58). 

Estas mesmas seqüências foram estudadas, também no sangue periférico de outras 90 

pacientes no Japão. As pacientes incluídas também tinham cariótipo 45,X ou mosaico e a 

presença da sequência SRY foi detectada em 11 (12,2%) e a DYZ3 em 12 destas (13,3%) 

(31). Uma prevalência de 3,1% das seqüências SRY e DYZ3 foi encontrada na Alemanha 

em um estudo incluindo 53 pacientes com ST, idade entre 2 e 32 anos e cariótipo 45,X  

ou mosaico. Neste estudo, o tecido analisado foi também o sangue periférico, e duas 

pacientes, com cariótipos 45,X e 46,Xi(Xq), apresentaram positividade (3,7%) (57). 

 

 A investigação por PCR dos fragmentos SRY, ZFY e DYZ3 do sangue periférico de 36 

pacientes brasileiras, identificou 02 pacientes (8,3%) com a presença das três seqüências 

analisadas (12). Em um outro estudo brasileiro, na cidade de São Paulo, incluindo 20 

pacientes com ST e cariótipo 45,X, a seqüência SRY  foi encontrada nas células do 

sangue periférico em 04  casos (25%), uma freqüência maior que as dos estudos 

anteriormente citados. Neste mesmo estudo o fragmento DYZ3 foi também detectado em  

20% das amostras analisadas. As seqüências SRY, DYZ1, DYZ3 e PABY foram 

investigadas nos linfócitos de 14 pacientes inglesas, detectando a seqüência DYZ3 em 14 
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destas (100%), a seqüência SRY  em 13 (93%) e a PABY em apenas 02 (14%). Nenhuma 

paciente do estudo apresentou a seqüência DYZ1 (59). Este último dado demonstra uma 

prevalência de seqüências Y-específicas maior que nos estudos anteriores, apesar da 

análise ter sido feita em um único tecido. 

 

Outro aspecto a ser considerado é a possibilidade de resultados diferentes quando se 

analisa diferentes tecidos. Mosaicismo pode não ser detectado nos linfócitos, mas estar 

presentes em amostras de tecidos de outras origens embrionárias, como a mucosa bucal, 

pele ou raiz do cabelo (13,34). As seqüências SRY e DYZ3 foram investigadas em biópsia 

de pele, além do sangue periférico, de 18 pacientes com ST, encontrando-se a seqüência 

SRY em 03 pacientes (16%), duas com cariótipo 45,X e uma, 45,X/46,XX (58).  Em um  

estudo brasileiro, incluindo 20 pacientes com ST e cariótipo 45,X, as seqüências SRY e 

DYZ3 foram investigadas nas amostras da mucosa oral e raiz do cabelo. Sete destas 

pacientes apresentaram seqüências Y-específicas em pelo menos um dos tecidos 

estudados. A seqüência SRY foi encontrada nas células da raiz do cabelo em 06 destas 

(30%) dos casos e nas células da mucosa oral em 04 (20%), freqüência maior que as dos 

estudos anteriomente citados. O fragmento DYZ3 foi detectado também em 04 pacientes 

(20%) das amostras destes tecidos. Com estes resultados os autores sugeriram que a 

análise de fragmentos do cromossomo Y seja feita em diferentes tecidos, uma vez que o 

mosaicismo oculto pode não ser detectado quando se analisa apenas o sangue periférico 

(15).  

 

Hanson et al (2002) analisaram as seqüências SRY, DYZ3 e DYZ1 de 12 pacientes 

suecas com ST nos linfócitos e células da mucosa oral. Em 5 delas (42%) não se verificou 

diferença na freqüência de células Y-positivas nestes tecidos, uma vez que todas elas 

apresentaram as seqüências analisadas em ambos os tecidos. Analisou-se então o tecido 
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ovariano destas 5 mulheres e observou-se células Y-positivas neste tecido em todas as 

pacientes, indicando que apesar de a abordagem de múltiplos tecidos aumentar as 

chances de identificação de mosaicismo oculto, os linfócitos  podem ser usados 

isoladamente como bons preditores da presença do material do cromossomo Y nos 

tecidos ovarianos (13). 

 

A pesquisa de material do cromossomo Y tem sido recomendada por vários autores 

para pacientes com ou sem evidência de virilização ou quando for encontrado um 

marcador cromossômico de origem indeterminada. A presença de material do 

cromossomo Y em pacientes com a ST pode ser investigada citogeneticamente, contudo, 

abordagens moleculares, como PCR e FISH, especialmente a combinação destas duas 

técnicas, tornaram-se imprescindíveis. A sensibilidade da técnica aplicada na identificação 

de mosaicismo oculto em pacientes com a ST é fator extremamente importante (15,58).  

Apesar da técnica de PCR ser a mais utilizada, a investigação por FISH com sonda para o 

cromossomo Y permite análises mais acuradas, evidenciando a possibilidade de 

alterações cromossômicas ou a presença de um segundo cromossomo sexuais, ou parte 

deste, nas células destas pacientes.  

 

Em estudo, incluindo 18 pacientes, utilizando PCR e detecção por gel de agarose e 

Southern blot, duas seqüências Y-específicas (SRY e DYZ3) foram encontradas. Duas 

pacientes (11,1%)  tinham a seqüência SRY nas análises por gel de agarose e 06 (33,3%)  

quando a detecção dos produtos de PCR foi feita pela técnica de Southern blot. Todas as 

pacientes tiveram resultados negativos para a seqüência DYZ3 (58). Outro estudo, 

avaliando fragmentos do cromossomo Y em 40 pacientes, detectou mosaicismo oculto em 

06  pacientes (15%) pela técnica de PCR e gel de agarose e em apenas uma paciente 

quando as amostras foram analisadas por Southern blot (54). As seqüências Y-
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específicas, SRY, DYZ1, DYZ3 e PABY foram investigadas por FISH, em 14 pacientes 

inglesas, detectando-se a presença da seqüência DYZ3 em 100% destas. A seqüência 

SRY foi detectada em 13 (93%) e a PABY em apenas 02 (14%). Nenhuma das pacientes 

apresentou a seqüência DYZ1 (59). Hanson et al (2002) analisaram, também pela técnica 

de FISH, as seqüências SRY, DYZ3 e DYZ1 em linfócitos e mucosa oral de 20 pacientes 

suecas com ST e em 5 delas (25%) foram detectadas as três seqüências analisadas, 06 

(50%) foram positivas para as seqüências SRY e DYZ3, mas tiveram resultado negativo 

para DYZ1, 11 (92%) foram positivas apenas para SRY e uma paciente apresentou 

resultado positivo apenas para a seqüência DYZ3, em ambos os tecidos analisados  (13).  

 

Em estudo incluindo 107 portadoras da ST mexicanas, os fragmentos SRY, ZFY e 

PABY foram investigados pela combinação das técnicas PCR e FISH. Foram identificadas 

10 pacientes (9,3%) com resultados positivo pelo menos uma destas seqüências (33). Um 

estudo incluindo 50 pacientes inglesas, utilizando também a combinação das técnicas  

PCR e FISH para investigar oito seqüências Y-específicas, e detectaram seis das oito 

seqüências investigadas em duas pacientes (34). A técnica de FISH, neste caso, foi 

usada para confirmar os casos positivos detectados por PCR. Robinson et al, (1999), 

avaliaram 14 pacientes com ST, também através da combinação das técnicas de PCR e 

FISH. O uso de 12 sondas específicas para análise estrutural de anormalidades no 

cromossomo Y nestas pacientes, através da técnica de FISH, mostrou positividade para 

pelo menos uma das sondas. Logo pode-se inferir que tanto a PCR como FISH possuem 

uma boa sensibilidade na detecção de fragmentos Y-específicos na ST.  
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A investigação de sequências Y-específicas em pacientes com a Síndrome de Turner 

tem hoje um papel fundamental na abordagem terapêutica mais adequada para uma 

melhor compreensão da relação entre os genes do cromossomo Y e o desenvolvimento 

de tumores gonadais. Testes moleculares possuem um alto nível de aplicabilidade e 

benefícios no prognóstico, prevenção e intervenções precoces no tratamento. 

Investigação de seqüências do cromossomo Y por meio da técnica de PCR tem sido 

recomendada para todas as pacientes com ST. A detecção do cromossomo Y íntegro, ou 

parte deste, por meio de técnicas de biologia molecular tem sido indicada para nortear o 

prognóstico do gonadoblastoma e a indicação de gonadectomia profilática. Até o 

momento, nenhum trabalho usando PCR para investigar a presença de fragmentos deste 

cromossomo em pacientes de Mato Grosso com a ST havia sido realizado. O presente 

estudo reforça a assertiva de que a investigação de material do cromossomo Y é 

importante para as pacientes com a ST. Todavia, ainda há grande diferença na freqüência 

de seqüências cromossomo Y-específicas nos mais variados estudos, de acordo com o 

número de paciente, diferentes populações, técnicas utilizadas e tecidos analisados. O 

baixo número de indivíduos com diagnóstico de ST, e quase que ausência de 

investigação de seqüências do cromossomo Y no estado de Mato Grosso, indica a 

necessidade de implantação de um serviço de referência multidisciplinar para o 

atendimento destas pacientes. Este trabalho abre caminho e estimula a introdução da 

biologia molecular na caracterização das seqüências Y-específicas em pacientes com ST. 
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 Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusões: 

 

 

§ A maior freqüência cariotípica encontrada neste estudo foi a monossomia do 

cromossomo X (45,X), seguida de cariótipos em mosaico. 

 

§  A técnica de citogenética clássica, cariótipo com bandas, não identificou nenhuma 

sequência Y-específicas nas pacientes avaliadas no presente estudo. 

 

§ Dos seis marcadores cromossomo Y-específicos investigados, as seqüências 

DYZ3 e ZFY foram detectadas nas pacientes ST11 e ST39, respectivamente.  

 

§ Reação em Cadeia da Polimerase é mais eficaz na detecção de fragmentos em 

pacientes com ST do que a técnica de citogenética clássica. 
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IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE SEQÜÊNCIAS DO 

CROMOSSOMO Y EM PACIENTES BRASILEIRAS COM SÍNDROME DE TURNER  

 
 
 
 
Data: ______/_____/______    Ficha nº______________ 

 

IDENTIFICAÇÃO 

 
Nome:_________________________________________________________________________ 

Data de nascimento:________________Idade:____________Sexo:________________________ 

Natural de:___________________________Profissão:__________________________________ 

Mãe:______________________________________________________________Idade:_______ 

Pai:_______________________________________________________________Idade:_______ 

Endereço:______________________________________________________________________ 

Cidade:____________________________Estado:_________CEP:_________________________ 

Telefones:______________________________________________________________________ 

Encaminhado por:__________________________________________Telefone:______________ 

 

Queixa principal e duração:________________________________________________________ 

História da Moléstia atual: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

Interrogatório sobre outros aparelhos: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 
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Antecedentes Patológicos: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

 

Dados sobre a Gestação e Parto: 

_________G; __________P;_________A. 
 

 
 

Gestação 1 2 3 4 5 6 7 8 

Condição         

Parto         

Sexo         

Peso         

Estatura         

Idade         

 

Pré-Natal (consultas; exames; medicamentos): 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

Parto:______________Apresentação:_________________Idade Gestacional:________________ 

PN:________________Est.:___________PC:____________Apgar:________/________________ 

Intercorrências Neonatais: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

                Alta com:____________dias 

Desenvolvimento Neuro-Psico-Motor: 

Riso social:____________Sustentou cabeça:______________Sentou com apoio:_____________ 

Sentou sem apoio:____________Engatinhou:_________________Andou:___________________ 

1as palavras:___________________Fala fluente:_______________________________________ 

DPM atual e escolaridade__________________________________________________________ 
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______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

História familiar 

Antecedentes Patológicos: 

________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
__________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________________ 

Consangüinidade:   (      )Sim   (      )Não 

 

Heredograma: 

 

 

 

Exames complementares já realizados: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

EXAME FÍSICO 

Exame Físico Geral: 

 

FC:________________FR:_______________T:_______________PA:______________________ 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

Exame Físico Morfológico: 

 Medida %  Medida % 

Peso   Estatura   

PC   SS   

SI   SS/SI   
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Descrição do Fenótipo: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

Hipótese Diagnóstica: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

Conduta: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

Retornar em:____________________________________________________________________ 
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66 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

