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1. INTRODUCAO

A sindrome de Turner (ST) é uma das anormalidades cromossdmicas mais
comuns, presente em 3% das concepgodes. Cerca de 99% dos fetos acometidos séo
abortados espontaneamente, principalmente nos trés primeiros meses de gestagao.
Com uma incidéncia de 1:2500 a 1:5000 meninas nascidas, a ST é caracterizada
citogeneticamente pela presenca de um cromossomo X integro e perda total ou
parcial do segundo cromossomo sexual, o que a difere em relagéo ao esperado para
0 genotipo feminino (46, XX) ou gendtipo masculino (46, XY) (Lippe, 1991; Gravholt
et al, 1996; Stratakis & Rennert, 2005). Tal caracteristica permite a deteccéo
molecular da ST, em virtude da auséncia do segundo cromossomo sexual.

Com o advento da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real, tornou-se possivel o desenvolvimento de experimentos capazes de
quantificar &cidos nucléicos com especificidade e eficiéncia (Higuchi, 1993;
Ginzinger, 2002). Estas caracteristicas permitem a utilizacdo de pequenas
quantidades de DNA, como as obtidas em amostras de sangue periférico,
armazenadas em papéis-filtro, tradicionalmente utilizados nos programas de triagem
neonatal (Halsall et al, 2008).

O diagnostico precoce das doencas é uma importante ferramenta envolvida
na eficiéncia terapéutica, oferecendo ainda a possibilidade de direcionar a
investigacdo para outras anormalidades associadas, mesmo quando nenhum
sintoma especifico esteja manifesto.

A ST tem alta frequéncia na populacdo e apresenta como uma das principais

alteragOes fenotipicas, a baixa estatura (Ranke et al, 2007). O diagnéstico clinico é



frequentemente tardio, o que impede medidas preventivas e de tratamento precoce
(Savendhl & Davenport, 2000; Conway, 2004).

Estas caracteristicas fazem com que um exame de triagem neonatal seja de
grande utilidade possibilitando o tratamento adequado da baixa estatura, no inicio da
desaceleragdo do crescimento, o que secundariamente permite a indugéo puberal
na idade adequada. Com a identificacdo precoce da sindrome, € possivel ainda
investigar anormalidades associadas a esta, bem como fornecer as pacientes um

acompanhamento multidisciplinar capaz de proporcionar melhor qualidade de vida.



1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 A Sindrome de Turner

A ST foi descrita pela primeira vez em 1768, pelo anatomista Giovanni
Morgagni, que relatou os achados postmortem de uma mulher com baixa estatura, a
qual apresentava ainda malformacéo renal e disgenesia gonadal (citado por Elsheik,
2002). O nome da sindrome foi atribuido em homenagem ao endocrinologista
americano Henry Hubert Turner, de Oklahoma, que em 1938 publicou artigo na
revista Endocrinology, entitulado: A syndrome of infantilism, congenital webbed neck,
and cubitus valgus, no qual relatou os casos de sete pacientes, sendo seis
adolescentes e um adulto, com caracteristicas clinicas da sindrome (citado por
Schaefer & Riley, 2004). Em seu trabalho, Turner enfatizou a presenca da
disgenesia gonadal e foi o primeiro a iniciar o tratamento com estrogeno (citado por
Elsheikh et al, 2002).

Em 1959, Ford et al, demonstraram por meio da técnica de cari6tipo, que as
portadoras da sindrome de Turner apresentavam um Unico cromossomo X integro
(citado por Fedrizzi et al, 1993).

Entre as nascidas vivas com ST, aproximadamente 50% apresentam
monossomia do cromossomo X (45,X) em células do sangue periférico (Ranke &
Saenger, 2001). Porém uma parcela das pacientes pode apresentar vérias outras
anormalidades cromossOmicas, incluindo mosaicismos, delegdes do brago curto (Xp)
ou do brago longo (Xq), isocromossomo do brago longo e, ainda, mosaicismos nos
quais esta presente o cromossomo Y ou um fragmento deste (Tab. 1). (Lippe, 1991,

Alvarez-Nava et al, 2003; Stratakis & Rennert, 2005).



TABELA 1 - Alguns cariétipos encontrados na sindrome de Turner

Pisa (Itélia) Middlesex (UK) Rio de Janeiro (BR)

Caridtipo n % n % n %
45,X 20 34,5 95 48 31 51,7
46,Xr(X) 3 5.2 19 10 - -
46,Xi(XQq); 45,X/46,X,i(Xq) 7 12,1 36 18 6 10
45,X/46,XX;

45 X148, XXTATXRX 17 29,3 21 11 14 23,3
45,X/46,XY 2 3,4 11 6 2 3,3
45,X/46,X,r(X) - - - - 1 1,7
45,X/46,X,idic(Y) 3 5.2 2 1 - -
Outras 6 10,3 12 1,5 6 10
Total 58 100 196 100 60 100

Fonte: Modificada de Guimarées et al, 2001 e Bertelloni et al, 2003.

Assim como os cari6tipos, as caracteristicas fenotipicas encontradas na ST
também s&o variadas.

A ST pode apresentar sinais clinicos como: baixa estatura, disgenesia
gonadal com auséncia de desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios,
pescogo curto e largo, pele redundante na nuca, baixa implantagdo posterior dos
cabelos, cubitus valgus, térax alargado, com aumento da distancia entre os mamilos,
orelhas proeminentes, de baixa implantacdo e com rotagdo incompleta,
anormalidades renais e cardiovasculares, deficiéncia cognitiva para algumas
atividades, embora a inteligéncia média seja considerada normal (Lippe, 1991,
Fedrizzi et al, 1993). Ainda podem ocorrer: doengas tireoidianas, alopecia,
alteragcbes oftalmoldgicas e auditivas, hipertensdo, intolerancia aos hidratos de

carbono, alteragdes gastrintestinais, alteraces do sistema respiratério, osteoporose,



escoliose, diminuicdo dos metacarpos, anormalidades ortoddnticas, entre outras.
(Guimaraes et al, 2001; Elsheikh et al, 2002; Sybert & McCauley, 2004; Morgan,
2007).

A baixa estatura, principal caracteristica fisica da ST, esté presente em 95% a
99% das pacientes acometidas (Roman et al, 2002; Bertelloni et al, 2003, Guedes et
al, 2008). Ranke et al (1983) elaboraram um dos primeiros estudos voltados para o
entendimento do crescimento espontdneo em 150 meninas ndo tratadas. Eles
descreveram quatro periodos, que caracterizam o crescimento na ST: (1) restricdo
de crescimento intrauterino; (2) periodo de crescimento préximo ao normal até idade
0ssea em torno de 2 anos; (3) desaceleracdo progressiva do ritmo de crescimento a
partir da idade 6ssea de 2 a 11 anos; e (4) auséncia do estirdo puberal, parcialmente
compensado pelo atraso na fusdo das epifises. A auséncia de tratamento pode
determinar, na vida adulta, uma perda estatural de até 20 cm, em relacdo a média
populacional (Gravholt, 2001; Bertelloni et al, 2003; Baldin et al, 2005; Hjerrild et al,
2008).

Outra principal caracteristica clinica da ST é a disgenesia gonadal. A falta do
segundo cromossomo sexual integro e a consequente auséncia de genes
necessarios para a manutencgéo dos foliculos ovarianos fazem com que as gbnadas
se tornem disgenéticas, ou seja, ocorrem alteragfes nas células germinativas e nas
células responséveis pela producdo dos esterdides, permanecendo somente o
estroma ovariano e o tecido conjuntivo residual. Os estudos histopatoldgicos
demonstram que o processo natural de degeneragéo das células germinativas sofre
uma aceleragdo com inicio precoce ja a partir do terceiro més de vida intrauterina,
seguindo até os primeiros anos de vida (Cardoso & Piazza, 2000; Bertelloni et al,

2003; Lipay et al, 2005).



Entre 10% e 20% das pacientes com ST apresentam desenvolvimento
puberal espontaneo, porém, 95% a 98% sao inférteis (Outi, 1999). Na literatura sédo
relatados casos de pacientes com sindrome de Turner que apresentam funcédo
ovariana dentro dos limites normais, permitindo a presenca de ciclos menstruais
espontaneos e raros casos de gravidez, descritos em 2% a 5% das pacientes (Pérez
et al, 1999; Outi, 1999; Hreinsson et al, 2002). Pasquino et al (1997), avaliando um
grupo de 522 meninas com ST relataram que 84 apresentaram desenvolvimento
puberal espontaneo completo com menarca, sendo que 25 destas eram portadoras
de monossdmia do cromossomo X e 59 das 84 eram portadoras de mosaicismos.

Na auséncia da maioria das caracteristicas ou falha na identificacdo clinica
dos sinais, o diagndstico acaba ocorrendo tardiamente (Alamo & Rodriguez, 2001).

O namero de meninas com ST diagnosticadas na época do nascimento esta
apenas entre 10% e 20%, devido ao fato de apresentarem poucos estigmas. Neste
periodo de vida, os principais sinais clinicos que podem auxiliar no diagnostico séo:
tamanho pequeno para a idade gestacional, linfedemas de méos e pés, presenca de
pele redundante com baixa implantagdo dos cabelos na nuca, conhecida como
“pescoco alado” e “sinal de tridente”, respectivamente (Carvalho et al, 1985; Cardoso
& Piazza, 2000; Albisu, 2001; Sybert & McCauley, 2004).

Geralmente é na adolescéncia que a maior parcela de pacientes com ST
busca auxilio médico, pela associacéo de baixa estatura e falta de desenvolvimento
puberal. Cerca de 25% das mulheres ndo sdo diagnosticadas até atingirem a idade
adulta, o que resulta uma idade média de diagnostico de 15 anos (Sévendahl &
Davenport, 2000; Conway, 2004; Stochholm et al, 2006).

Massa et al (2005), avaliando informagdes de um banco de dados de crian¢as

tratadas com horménio de crescimento na Bélgica, concluiram que, de um grupo de



242 meninas, 30% foram diagnosticadas antes da idade de um ano, 48% foram
diagnosticadas na infancia e 22% foram diagnosticados na adolescéncia; este grupo

teve como idade média de diagnostico 6,6 anos.

1.1.2 Bases Genéticas da Sindrome de Turner

Estudos realizados em pacientes portadores de delegdes parciais em
Cromossomos sexuais permitiram caracterizar o gene denominado SHOX (Short
stature HomeoboX-containing gene - OMIM 312865), considerado fundamental para
o desenvolvimento da estatura normal (Rao et al, 1997; Martins et al, 2003, Jorge et
al, 2008). Tal gene localiza-se, nos bragos curtos dos cromossomos sexuais, na
regido pseudo-autossémica 1 (PAR 1), nas posi¢cdes (Xp22.3 e Ypl1l.3). Os genes
localizados na PAR 1 ndo sao inativados no cromossomo X, definindo duas copias
funcionais. Nesta regido, os cromossomos X e Y pareiam-se na profase | masculina,
realizando uma permuta (crossing-over) obrigatéria (Rao et al, 1997; Strachan &
Read, 2002).

O gene SHOX é um segmento de DNA com 170 kb, que durante sua
expressdo possui um splicing alternativo capaz de codificar uma proteina com 292
aminoacidos (SHOXa) ou uma proteina com 225 amino4cidos (SHOXb), que diferem
na regido C-terminal e sdo expressas em diferentes tecidos (Rao et al, 1997; Hintz,
2002). Uma sequéncia de 180 pares de bases codifica um residuo de 60
aminoacidos conhecido como homeodomain, que tem capacidade de ligacdo ao
DNA e acgéo na regulagéo da transcricdo. Em geral, os genes homeobox regulam o
desenvolvimento embrionario e sua acgdo inadequada se relaciona ao

desenvolvimento de multiplas doencas (Zaha, 1996; Rao et al, 1997; Hintz, 2002).



Duas copias do gene SHOX, ativas, sdo fundamentais para o crescimento
normal. Na ST existe a presenca de somente uma cépia do cromossomo X, portanto
as anormalidades esqueléticas estdo diretamente ligadas a haploinsuficiéncia deste

gene (Rao et al, 1997).

1.1.3 Métodos Diagnésticos da Sindrome de Turner

Os métodos nos dias de hoje considerados classicos para o diagnostico da
ST incluem a técnica de cromatina oral, o cariétipo e a FISH (Stratakis & Rennert,
2005; Morgan, 2007).

O método de cromatina oral é baseado na identificacdo do corpusculo de
Barr, ou seja, uma estrutura de cromatina condensada, que representa o
cromossomo X inativo (Barr & Berthram, 1949). A cromatina pode ser evidenciada
em nucleo de células interfasicas, colhidas por esfregaco da mucosa oral. E um
teste simples, e por esse motivo é utilizado na triagem diagndstica de casos
suspeitos (Otto et al, 1998; Valle, 2001). Como inconveniente, ha o fato de a
cromatina oral ser um método pouco sensivel para a detecgdo de mosaicismos com
baixa frequéncia de linhagem celular 45X e de aberragdes estruturais do
cromossomo X. Portanto, a presenga do corpusculo de Barr ndo dispensa a
realizacé@o do cariétipo, j& que é necessario afastar a presenga de mosaicismos com
presenca de cromossomo Y (Fedrizzi et al, 1993).

O caridtipo, considerado padrédo-ouro na confirmag¢do do diagndstico da ST,
consiste na observacdo morfologica e numérica dos cromossomos. Linfécitos

obtidos a partir de sangue periférico ficam em cultura por 72 horas com fito-

hemaglutinina (PHA), fazendo com que os cromossomos atinjam seu mais alto grau



de compactacdo na metéfase e possam ser visualizados ao microscopio. Com
técnicas de coloracdo, como, por exemplo, o bandeamento por Giemsa, na qual
todos os cromossomos podem ser individualmente identificados, pois cora-se cada
par de modo caracteristico, permitindo sua diferenciagdo (Nussbaum et al 2002;
Siegel & Sylbert, 2005; Meng et al, 2005). O cariétipo € um exame valioso, pois
permite diagnosticar diversas alteracdes genéticas, como, por exemplo
translocacdes, delegbes, inversdes, duplicagbes e mosaicismos cromossOmicos.
Porém, € uma técnica trabalhosa, de alto custo, e que requer a experiéncia do
citogeneticista. Requer ainda cuidados na obtencédo das amostras, pois a demora
entre a coleta e o inicio da cultura, os erros durante o processamento do material ou
mesmo a quantidade insuficiente de material impedem a obtencdo de metafases
suficientes para a analise. Sua principal limitagdo é o fato de poder ser aplicado
apenas a células que possam ser induzidas a divis@o in vitro (Bréga et al, 1998;
Frohling et al, 2002; Siegel & Sylbert, 2005).

A técnica de hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) associa um método
citogenético a uma técnica de biologia molecular, utilizando, como principio bésico, a
capacidade de uma fita simples de acido desoxirribonucléico (DNA) de parear com
uma sequéncia complementar, formando, assim, uma fita dupla (Pinkel et al, 1986;
Taucher et al, 2002). Estas sequéncias complementares de DNA, denominadas
sondas, sdo marcadas com compostos fluorescentes e podem identificar segmentos
especificos, distribuidos em todo o cromossomo. A analise € realizada em
microscopio, por meio de geracdo de sinal luminoso, e colorido (Hackel & Varella-
Garcia, 1997; Taucher et al, 2002; Martins et al, 2003). A técnica de FISH tem se
mostrado uma técnica de grande importancia, pois auxilia tanto no mapeamento

génico, como na identificagdo de alteragbes cromossOmicas, nem sempre
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identificadas pela citogenética classica. Neste método, o cromossomo é fixado em
uma lamina, desnaturado e exposto a uma sonda especifica, desenhada para
hibridizar com a regido de interesse na fita simples de DNA. A sonda geralmente é
marcada com fluorescéncia, de forma que possa ser detectada ao microscopio. O
DNA de estudo pode ser obtido a partir de amostras de cultura celular originéria de
tecido fresco, material proveniente de blocos parafinados, materiais celulares obtidos
por aspiragdo ou fluidos corporais, tais como: liquido amnidtico, urina ou escarro
(Hackel & Varella-Garcia, 1997; César et al, 2002; Siegel & Sylbert, 2005). Este
método permite a avaliagdo de anomalias cromossdmicas, tanto numéricas quanto
estruturais, sendo possivel, também, a avaliagdo de células interfasicas, o que
dispensa a necessidade da cultura celular (Naoum, 2001; Klumb et al, 2002; Martins
et al, 2003; Chauffaille, 2003). Possui alta sensibilidade, podendo ser analisadas
cerca de 100, 200, ou até 1000 células em um uUnico experimento. A analise é
realizada ao microscopio, observando-se a presencga de sinal fluorescente, emitido
na regido de ligacdo da sonda especifica para a alterag@o que se pretende estudar
(Pallota et al, 2000; Naoum, 2001; Chauffaille, 2003). Como inconveniente, a FISH é
um processo longo, dispendioso, que exige controle rigoroso da qualidade das
laminas e necessidade de um profissional especializado para realizagdo das
analises. Neste método, o tamanho do segmento a ser identificado € uma limitacéo,
ndo sendo possivel identificar microdelecées ou mutagdes de ponto (Pinkel et al,

1986; Siegel & Sybert, 2005).
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1.1.4 Deteccdo da Sindrome de Turner por Técnicas Moleculares

A ST é uma doenca importante, e ao longo dos anos, diferentes grupos
apresentaram métodos moleculares, a fim de diagnosticar a sindrome.

Gicquel et al (1998) investigaram um grupo de 375 meninas com baixa
estatura, utilizando a técnica de Southern blotting. A partir de leucdcito de sangue
periférico, foi extraido DNA, que foi digerido com a enzima de restricAo EcoRI.
Utilizou-se uma sonda especifica (M27(3) para mapear o cromossomo X na regiao
Xcen-pl1-11. Os sinais de hibridizacdo foram quantificados por andlise
densitométrica e comparados com DNAs controles de mulheres normais (uma
homozigota e uma heterozigota) e de um homem normal. Na presenca de um Unico
cromossomo X era observada uma Unica banda de intensidade reduzida. No caso
de mosaicismo, o0 resultado era observado pela presenca de duas bandas de
diferentes intensidades. Inicialmente, 20 pacientes apresentaram padréo de restricéo
considerado anormal, sugerindo a presenga da ST. Para esse grupo, foi realizado,
entdo, caridtipo para confirmagéo dos resultados. Foram identificadas 18 pacientes
gue apresentavam algum tipo de anormalidade cromossdmica, sendo 7 casos de ST
45,X, 10 casos de ST com mosaicismo e 1 caso de Trissomia do cromossomo X, o
que demonstrou uma alta incidéncia de ST na populagéo estudada (4,8%). O teste
apresentou boa sensibilidade (94,7%), e boa especificidade (97,7%).

Longui et al, em 2002, optaram por avaliar um gene altamente polimorfico, o
gene que codifica o receptor androgénico humano (HUMARA - OMIM 313700),
localizado no brago longo do cromossomo X, regido Xqll-12. O gene do receptor
androgénico esté localizado fora da regido pseudoautossémica do cromossomo X e,

portanto, apresenta-se com apenas uma copia, nos individuos do sexo masculino
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(XY), e duas copias, nos individuos do sexo feminino (XX). A compensacdo de
dosagem, no sexo feminino, é conseguida, pois 0 gene esti ativo somente em um
cromossomo X e inativo no outro, por meio do mecanismo de metilagédo do DNA. Na
presenca de um Unico cromossomo X este se encontra sempre ndo metilado. Foi
realizada a digestdo enzimédtica com a enzima Hpall, uma enzima sensivel a
metilagéo, seguida de uma reagédo de PCR que foi analisada por eletroforese (PCR-
RFLP). Como resultado obteve-se a amplificagdo somente do segmento localizado
no cromossomo metilado, tornando possivel a detec¢cdo da presenga do segundo
cromossomo X (inativo). Foram avaliadas, neste estudo, 22 meninas portadoras da
sindrome de Turner, acompanhadas no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo, com diagnostico
confirmado pelo cariétipo. Destas, 18 pacientes apresentavam o cariotipo 45,X e 4
pacientes apresentavam o cariétipo 45,X/46,XX. Como resultado, 3 das 18 pacientes
apresentaram amplificacdo do DNA, mesmo apds digestdo enzimatica, sugerindo a
presenca da linhagem 46,XX em baixa frequéncia, ndo identificada pelo exame de
cariétipo, devid talvez, ao nimero limitado de células avaliadas nesta técnica.

A técnica de genotipagem com PCR fluorescente (QF-PCR) foi utilizada por
Cirigliano et al em 2004. Esse método, que se tornou uma alternativa para analise
citogenética no diagndéstico de anormalidades cromoss6micas, tem sido utilizado em
varios centros de pesquisa na Europa, no diagnéstico pré-natal das principais
anormalidades numéricas, tornando possivel identificar o namero de copias dos
cromossomos X, Y, 21, 18 e 13. E um método rapido (< 24 horas), eficiente, com
alta sensibilidade e especificidade. O estudo, que envolveu instituicbes na Espanha
e na lItélia, fez uma comparacgéo entre o método QF-PCR multiplex e a técnica de

citogenética convencional, avaliando 16.746 amostras de fluido amniotico, 625
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amostras de vilo coridnico, 123 amostras de sangue fetal e 506 amostras de tecidos
de fetos abortados, perfazendo o total de 18.000 amostras analisadas. Para o PCR
foram usados varios marcadores cromossémicos, sendo seis STR (short tandem
repeats) direcionados aos cromossomos X e Y, seis para o cromossomo 21, cinco
para o cromossomo 18 e quatro para o cromossomo 13. Também foram utilizadas
sequéncias ndo-polimorficas do gene AMXY (Amelogenin) e do gene SRY (Sex
Determining Region in chromosome Y), na tentativa de detectar o sexo fetal. Ao
longo do estudo foram incluidos mais 6 marcadores STR para 0 cromossomo X.
Para a reacdo de PCR, todos os iniciadores sense foram marcados com diferentes
fluorocromos e a eletroforese capilar foi realizada em sequenciador de DNA
automatizado (ABI 310), sendo os resultados analisados pelo software GeneScan.
De 18.000 amostras coletadas em 17.986 casos (99,9%) foi possivel extrair DNA e
realizar PCR com sucesso. Para sindrome de Turner foi possivel diagnosticar 55 dos
56 casos de cariétipo 45,X e, no caso de mosaicismos, 12 dos 25 casos analisados
foram detectados, confirmando dados anteriores apontando a dificuldade do método
nesta detecgao. Do total de 800 casos de anormalidades cromossomicas, 746 foram
detectados, conferindo ao teste uma sensibilidade de 93,2% e especificidade de
100%.

Em um estudo anterior, durante a tese de mestrado Rocha (2005), baseado
na metodologia utilizada inicialmente por Longui et al, (2002) avaliou-se amostras de
sangue armazenadas em papel filtro de 304 recém nascidos com fenétipo do sexo
feminino. A coleta das amostras em papel filtro FTA, por pungdo de calcanhar foi
realizada simultaneamente com o programa de triagem neonatal implantado de
forma rotineira na Maternidade da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de S&o

Paulo. Ap6s a extragdo de DNA, procedeu-se restricdo enzimatica, utilizando a
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endonuclease Hpall (sensivel & metilagdo), seguida da amplificacdo por PCR,
utilizando iniciadores direcionados ao exon 1 do gene do Receptor Androgénico
(RA). A integridade do DNA digerido foi avaliada pela coamplificagdo do gene DAX-1
(DSS reversal, adrenal hypoplasia congenita on the X chromosome, gene 1 - OMIM
300473). Inicialmente, 223 das 304 amostras apresentaram resultados normais, ou
seja, a amplificacdo de bandas correspondentes aos genes RA e DAX-1, afastando
a possibilidade de ST 45,X. As 81 amostras que nao amplificaram o fragmento
correspondente ao gene RA foram submetidas a repeticdo dos procedimentos
(extragéo, digestdo e PCR). Como resultado, em 65 das 81 amostras, o PCR foi
considerado normal, e 16 das 81 mantiveram resultados suspeitos, 0 que exigiria a
reconvocacgao para nova coleta. Em 15 das 16 amostras, utilizando o mesmo papel
filtro da coleta inicial, foi possivel realizar estudo por genotipagem (GeneScan).
Utilizando-se a metodologia proposta por Kochi (2004), analisamos o numero de
repeticbes CAG, presentes no exon 1 do gene do receptor androgénico. O namero
de repeticbes em individuos normais varia entre 8 e 31, com média de 20 repeticdes
na populagédo caucasiana, e 90% das mulheres sdo heterozigotas, embora essa
frequéncia seja influenciada pela etnia e raca. Apds avaliacdo das 15 amostras de
pacientes consideradas suspeitas, apenas 1 caso confirmou a presenca de alelo
anico, sugerindo a presenca de um Unico cromossomo X, ou que os dois alelos
possuiam o mesmo numero de repeticbes CAG, ndo sendo um resultado
informativo. Nos outros 14 casos avaliados, foi possivel observar diferentes
tamanhos de fragmentos, o que confirma a presenca de dois cromossomos X.

Em estudo coordenado por Meng, em 2005, utilizou-se a genotipagem por
pirosequenciamento baseada na deteccdo de SNP (single nucleotide

polymorphisms), para triagem da ST. Com o auxilio do banco de dados dbSNP, foi
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selecionado um painel de 22 SNPs com heterozigose maior do que 25% para o
cromossomo X. Para o cromossomo Y foi selecionado um painel com 8 SNPs.
Foram analisadas amostras de DNA de 25 casos de ST, confirmados por cari6tipo,
nos quais foram realizados PCR, utilizando iniciadores marcados. O
pirossequenciamento permitiu analise quantitativa, baseada na intensidade do sinal
dos diferentes alelos. A combinacéo de pelo menos quatro marcadores foi capaz de
identificar 100% dos 13 casos de mosaicismo. Foi possivel, ainda, identificar todos
os casos de ST 45,X, com a utilizagdo de marcadores que demonstraram a perda de
heterozigose.

Em 2007, Figueiredo et al, utilizando a técnica de genotipagem (GeneScan)
através da analise do numero de repeticbes CAG no exon 1 do gene do receptor
androgénico, avaliaram amostras de 64 meninas com baixa estatura, sendo que o
exame de carittipo foi realizado em 30 das 64 meninas. Pela genotipagem, 9
pacientes foram classificadas como homozigotas e 21 como heterozigotas. No grupo
homozigoto, 6 das 9 eram pacientes com cari6tipo 45,X e 3 das 9 tinham cariotipo
46,XX. Ja no grupo heterozigoto, 17 das 21 eram pacientes com cari6tipo 46,XX e 4
das 21 eram pacientes com ST, apresentando algum tipo de mosaicismo. E esse
teste apresentou uma sensibilidade de 100% e especificidade de 85% no
diagnéstico de pacientes com ST. Na tabela 2 é possivel visualizar um resumo de

todos os métodos citados.



Tabela 2 - Deteccéo da ST por técnicas moleculares

Métodos Amostras Vantagens Desvantagens
Southern Blotting 375 (9 Baixa Estatura) Sensibilidade (94,7%) Tempo
Gicquel etal, 1998 Sangue/DMNA Especificidade (97,7%) Radioativo

Larga Escala ($5)
Pirosequenciamento 25(9ST) Detecgdo (100% dos MWarcadores (30)
Meng et al, 2005 DNA £as0s) Equipamento especifico
QF-PCR (GeneScan) 17 986 Sensibilidade (93 2%) MWarcadores (22)
Cirigliano et al, 2004 Diversog® Especificidade (100%) Larga escala ($%)

Tempo (<24 horas)

PCRRFLP 22(2 ST) MWosaicismo (Baixa Sangue [Transporte
Longui et al, 2002 Sangue/DMNA Frequéncia)
PCR-RFLP 304 (PRN) PFMransporte PF especifico

Rocha etal, 2005

GeneScan
Figueiredo et al, 2007

Sangue em PR/DMNA

64 (¢ Baixa Estatura)
Sangue/DMNA

Sensibilidade (100%})
Especificidade (85%)
Tempo (<24 horas)

NAD (mosaicos)
Sangue/Transporte

Diversos* = Fluido amniético, vilo coribnico, sangue fetal e tecido de fetos abortados;

RN = Recem nascido.

1.1.5 Técnica de Diagndéstico Selecionada para o Presente Estudo

16

Aprimorada a partir dos trabalhos pioneiros sobre a cinética do PCR por

Higuchi et al (1993), a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real

revolucionou a quantificacao de DNA e RNA, tornando esse processo rapido, preciso

e com boa reprodutibilidade. A técnica de PCR em tempo real é capaz de quantificar

a concentracao de produto de PCR gerado durante cada ciclo da reagéo (Ginziger,

2002). Para isso é necessaria uma metodologia capaz de detectar o acumulo de

produto de PCR através de uma plataforma de instrumentacdo que contenha um

termociclador conectado a um sistema Optico para a excitagdo de fluorescéncia e
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captura de emisséo, juntamente com um software que possibilite a aquisicdo e
andlise final dos resultados (Gibson et al 1996; Novais & Pires-Alves, 2004). Maiores

detalhes a respeito do funcionamento da técnica encontram-se em meétodos.

1.1.6 Genes Selecionados para o Presente Estudo.

Para o presente estudo foi selecionado o gene ARSE (Arilsulfatase E)
localizado na regido pseudoautossdmica do cromossomo X (Xp22.3), portanto
presente em duas cépias nos individuos de sexo feminino (46,XX). Presente no
cromossomo Y (Ygl1.21) existe um gene homélogo nao funcional denominado de
ARSEP (pseudogene). Dessa forma, individuos do sexo masculino com cari6tipo
46,XY também possuem duas coépias identificaveis (ARSE e ARSEP) (Fig. 1)

(Meroni et al, 1996; Lahn & Page, 1999).
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FIGURA 1 — Representacdo da localizacdo do gene ARSE (cromossomo X) e de seu

homologo nédo funcionante ARSEP no cromossomo Y.
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Como gene normalizador, foi selecionado o GAPDH, que se encontra
localizado no brago curto do cromossomo 12 (12p13.31-p31). Este gene codifica a
gliceraldeido-3-fostato desidrogenase, uma enzima que participa do metabolismo
dos carboidratos, sendo expresso em mdultiplos tecidos. Apresenta-se em duas
copias nos individuos normais, possibilitando o ajuste dos resultados para a
quantidade de DNA ou RNA empregada em cada amostra (Zimmermann et al, 2002;
Jhonson et al, 2004).

A caracteristica de perda parcial ou total do segundo cromossomo sexual
pode potencialmente ser utilizada no diagnéstico molecular da ST. Utilizando-se
genes que apresentam duas céOpias nos cromossomos sexuais, corrigidas pela
quantidade do gene normalizador, também em duas cOpias, é possivel, apdés a
amplificagdo por PCR em tempo real, identificar a quantidade de cépias do gene em

estudo.
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2. OBJETIVO

Desenvolver um método molecular quantitativo, baseado na PCR em tempo
real, que possibilite a identificacdo de pacientes com sindrome de Turner a partir de

amostras de sangue periférico armazenado em papel-filtro.
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3. CASUISTICA E METODOS

O presente estudo obteve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo
conforme o parecer de numero 138/2005 (Apéndice).

O grupo de estudo foi composto por 135 pessoas do sexo feminino, divididas
entre pacientes e controles, provenientes do Ambulatério de Endocrinologia
Pediatrica do Departamento de Pediatria e Puericultura da Irmandade da Santa
Casa de Misericordia de S&o Paulo.

Como pacientes foram incluidas 57 meninas com diagndstico de ST, dentre
as quais 25 apresentavam caribtipo 45,X e 32 apresentavam outros cariotipos (Tab.
3). Os dados clinicos e laboratoriais individuais das pacientes estdo descritos nos
anexos 1, 2, 3 e 4.

O grupo controle foi composto de 78 mulheres, sendo 61 mées de pacientes,
5 avés e 12 pacientes acometidas de outras doencas enddcrinas, nas quais nao
havia suspeita de anormalidade dos cromossomos sexuais (sendo: 3 casos de
obesidade, 1 carcinoma papilifero de tireéide, 1 adenoma de tiredide, 1
hipotireoidismo, 1 hiperplasia adrenal congénita, 1 aceleragcédo constitucional do
crescimento e puberdade, 1 puberdade precoce central, 1 craniofaringeoma, 1

diabetes insipidus central e 1 caso de hipercolesterolemia familiar) (Anexo 5).
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TABELA 3 — Cariétipos das pacientes com ST do presente estudo

Caridtipo N° de casos %
45,X 25 44,6
45,X/46,XX 9 16,0
45 X/46,X+mar 7 12,5
45,X/46,Xi(Xq) 5 8,9
46,Xi(XQq) 3 54
45,X/46Xr(X) 2 3,6
45,X/46,Xi(Xp) 2 3,6
45,X/46XY 1 1,8
45,X/47, XXX 1 1,8
46,Xdel(X)(p22) 1 1,8
Total 56 100,0

3.1 Extracdo de DNA a partir de Papel Filtro

A coleta de sangue foi realizada por pungdo digital, sendo o mesmo
armazenado em papel-filtro usado rotineiramente no programa nacional de triagem
neonatal. A coleta foi realizada durante consulta médica ambulatorial. O papel-filtro
foi encaminhado para o Laboratério de Medicina Molecular do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o
Paulo, onde, ap6s secagem por cerca de 3 horas, em posi¢cdo horizontal, as
amostras foram armazenadas individualmente em embalagens plasticas.

No momento da extracdo de DNA do papel preenchido com sangue, foram

retirados, por puncao, quatro discos de 2mm, os quais foram transferidos para um
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microtubo com capacidade de 1,7mL. Inicialmente, os discos com sangue foram
lavados por incubacgédo, a 55°C, durante 30 minutos, com 180 pyL de reagente de
purificacdo MGM® Pureplus (N° Catalogo 23020100, MGM Assessoria Biologica®,
Curitiba, Parand, Brasil). Procedeu-se a uma segunda lavagem, com o tempo de
incubacéo reduzido para 15 minutos. Em seguida, foi realizada uma série de trés
lavagens com agua destilada UltraPure™ (N° catalogo 10977-015, Gibco™
Invitrogen Corporation, Faraday Avenue, Carlsbad, CA, USA), cada uma com
incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente, com o objetivo de retirada de
heméacias, obtendo um sobrenadante de cor mais clara. Foi, entdo, adicionado ao
tubo o volume de 30 pL de agua destilada UltraPure™ e incubou-se a uma
temperatura de 80°C, por 20 minutos. Este sobrenadante, contendo o DNA em
suspenséao foi recuperado e transferido para um novo microtubo. Este procedimento

esta descrito detalhadamente no anexo 6.

3.2 Extracdo de DNA a partir de Leucocitos de Sangue Periférico para preparo

de Curva-Padrao

A quantificagdo génica para verificagdo de presenga ou auséncia de um
segundo cromossomo sexual foi baseada em curva-padré@o, construida a partir de
diluicdes seriadas de DNA obtido a partir de amostra de sangue periférico de mulher
normal (46,XX), confirmado por cariétipo. Apos coleta do sangue em tubo BD
Vacutainer™ com ks EDTA (Becton, Dickison, Juiz de Fora, MG, Brasil), a amostra
foi processada pelo método para extracdo de DNA de Lahiri & Nurberger, 1991 -
modificado por Cavalli, 1996 e Salazar, 1997 (anexo 7). Resumidamente, realizou-se

uma hemolise com o uso de uma solucéo contendo Triton (0,27%), seguida pela lise
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dos leucécitos com NaCl (400 mM) e SDS a 1%. A precipitacdo das proteinas foi
realizada utilizando-se NaCl a 5M e a precipitagdo do DNA foi obtida com o uso de
etanol absoluto. O produto final da extragdo foi ressuspenso em agua UltraPure™

para biologia molecular.

3.3 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real

Para a realizacdo da PCR em tempo real, existem, atualmente diferentes
sistemas disponiveis no mercado, sendo um dos mais utilizados o sistema de sonda
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Esse sistema, baseado na
atividade exonuclease 5 - 3 da Tag DNA polimerase utiliza uma sonda
fluorescente ndo extensivel. A sonda Tagman é desenhada para hibridizar com a
sequéncia alvo, localizada entre os iniciadores (primers). A sonda € marcada com
dois fluoré6foros, um em cada uma de suas extremidades. Na extremidade 5’ ocorre
emissdo de fluorescéncia (reporter) que enquanto a sonda esta integra, € absorvida
pela molécula presente na extremidade 3’ (quencher). A proximidade do inibidor
(quencher) reduz bastante a fluorescéncia emitida pelo emissor (reporter), por meio
da transferéncia da energia fluorescente. Durante a fase de extenséo da PCR, a Taq
DNA polimerase, por sua atividade exonuclease 5 - 3’, cliva a sonda, reduzindo a
transferéncia de energia do reporter para o quencher, resultando em aumento de
sinal fluorescente, o qual é captado pelo equipamento (Fig. 2) (Holland et al, 1991,

Heid et al 1996; Ginzinger, 2002).
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FIGURA 2 — Representacao do principio da PCR em tempo real. A sonda intacta emite
apenas fluorescéncia basal. Com a atividade da Tag polimerase, a sonda é clivada e o
fluorocomo emissor (R, “reporter”) afasta-se do inibidor (Q, “quencher”), que perde a

capacidade de absorver sua energia, permitindo, assim, um aumento da emissdo de
fluorescéncia.

O equipamento para PCR em tempo real possui uma camara CCD (charged-
coupled device) que monitora continuamente a intensidade de fluorescéncia
presente em cada um dos 96 pocos. A captacdo de sinal ocorre durante 25
milisegundos a cada 8,5 segundos, durante a PCR. Um algoritmo computacional
calcula a diferenga na quantidade de emissé&o de fluorescéncia do emissor (reporter)
com a absorcao pelo inibidor (quencher), produzindo um valor chamado ARn (R/Q).
Portanto o ARn reflete a quantidade de sonda hibridizada que foi clivada pela Taq
DNA polimerase. O algoritmo calcula a média dos valores ARn coletados nos trés
ultimos ciclos de extensao, produzindo uma representacéo grafica amplification plot,

na qual, na abscissa, estdo representados 0s nameros de ciclos e, na ordenada,
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esta representado o sinal de fluorescéncia (Gibson et al, 1996; Heid et al 1996,
Ginzinger, 2002).

Durante os ciclos iniciais (1 a 15) da amplificacio por PCR, os valores de ARn
permanecem em linha basal (baseline), ou seja, o sinal € acumulado, mas fica
abaixo dos limites de deteccédo do aparelho. A cada ciclo da reagcdo de PCR durante
o qual a Taq DNA polimerase sintetiza novas cadeias, sondas correspondentes
serdo clivadas, resultando em aumento de sinal fluorescente. Os sinais medidos
durante os ciclos da PCR séo utilizados para demarcar uma linha de corte
(threshold). A linha de corte € calculada pelo programa, sendo baseada na
variabilidade da emisséo de fluorescéncia da linha basal. Isto determina uma linha
de corte que corresponde a dez desvios-padrao, acima da média da emissdo dos
ciclos iniciais. Adicionada a linha de corte, forma-se uma intersec¢cdo com a curva de
amplificag8o detectada acima da linha de corte, que corresponde a fase exponencial
da reacdo de PCR. Este ponto é utilizado para definir o ciclo limite (threshold-cycle
ou Ct) de uma amostra. O Ct é definido como o ndmero do ciclo da PCR, no qual o
sinal fluorescente torna-se significativamente maior do que a fluorescéncia de base

(Fig. 3) (Gibson et al, 1996; Heid et al, 1996; Ginzinger et al, 2002).
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FIGURA 3 — Gréafico de amplificacdo de curva-padrdo por PCR em tempo real. A seta
vermelha indica a linha de corte, definida como dez desvios-padrao acima da fluorescéncia
média observada nos ciclos iniciais (canto inferior direito). A Seta azul indica o Ct da amostra
mais concentrada, na intersec¢éo de sua curva de amplificagcdo com linha de corte. O Ct é

expresso em relagdo ao ciclo da reacao onde ocorre a intersecgao.

3.4 Escolha dos Oligonucleotideos para PCR em Tempo Real

O desenho dos iniciadores da reagcdo, bem como da sonda para o gene
ARSE, foram baseados em sequéncia depositada no NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=300180).

Utilizando o programa computacional Primer Express versdo 1.5 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) foi possivel localizar as sequéncias de iniciadores
e sondas em conformidade com as recomendacdes do fabricante do termociclador

para tempo real utilizado neste estudo (Applied Biosystems, 2001).
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A sonda foi desenhada de modo a evitar a formacado de estrutura secundéria
entre ela e a regido alvo, bem como longas repeticdes de um Unico nucleotideo
(especialmente a guanina) ou de hibridos: sonda/iniciadores.

Os iniciadores foram escolhidos com Tm entre 58-60°C, de forma a se
evitarem longas repetices de um Unico nucleotideo (especialmente mais de quatro
guaninas). A presenca de mais de duas guaninas e/ou citosinas entre 0s cinco
nucleotideos na extremidade 3" dos iniciadores também foi evitada. Os iniciadores
sense e antisense ficaram o mais proximo possivel da sonda, e a temperatura de

anelamento da reacéo foi estabelecida em 5°C abaixo do Tm dos iniciadores.

ARSE (sequéncia de orientagéo 5' — 3'):

¢ Iniciador Sense: TTGTGACGCCTGTGTTCCA

¢ Iniciador Antisense: GGCAGACCTTTCTTCCATAGCA
¢ Sonda: 6-FAM™CCAGAGGGAGCCGGT-MGB

¢ Tamanho do produto: 60 pb

Em nosso estudo o gene GAPDH foi escolhido como normalizador. A sonda e
os iniciadores foram os mesmos utilizados por Zimmermann et al, em 2002.

GAPDH (sequéncia de orientagéo 5' — 3'):

¢ Iniciador Sense: CCCCACACACATGCACTTACC

¢ Iniciador Antisense: CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT

¢ Sonda: VICOAAAGAGCTAGGAAGGACAGGCAACTTGGC -TAMRA

¢ Tamanho do produto: 97 pb
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Todos os iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen™ Life Tecnologies
(Carlsbad, CA, USA) e as sondas foram sintetizadas pela Applied Biosystems

(Foster City, CA, USA).

3.4 Preparo da Reagéo (PCR)

A pipetagem dos reagentes para preparo do “mix” da PCR em tempo real
(Tab. 4) foi realizada em fluxo laminar (livre de &cidos nucléicos), a fim de proteger
0os reagentes de contaminacdo de experimentos anteriores. Todas as amostras
foram analisadas em duplicatas. Em cada experimento foram avaliados ainda 5
pontos da curva padrdo e um controle negativo (NTC = No template control) ao qual
foi adicionada 4gua e ndo DNA, servindo como controle negativo da amplificacdo, de

forma a controlar contaminagdes.

TABELA 4 - Protocolo duplex ARSE:GAPDH para PCR em tempo real

Componente Volume/Tubo (mcL)
por reacdo
TaqMan® Universal PCR Master Mix 2X 25
Primer ARSE sense (30 uM) 0.2
Primer ARSE antisense (30 uM) 0.2
Sonda TagMan® ARSE(6-FAM) (25 uM) 0.2
Primer GAPDH sense (30 uM) 0.5
Primer GAPDH antisense (30 uM) 0.5
Sonda TagMan® GAPDH(VIC)(25 uM) 0.5
Agua Ultrapure™ livre de RNAse, DNAse 9.37
Total 25.0

TaqMan®, Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).
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Os tubos foram colocados no termociclador (7500 Real Time PCR System,
Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), onde foi realizada uma programacéo dos
parametros em programa computacional (SDS - Sequence Detection System version
1.2, 7500 Systems SDS Software, Applied Biosystem).

Foram utilizadas condigdes de termociclagem universais para amplificagdo:
50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto, ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste ultimo passo.

O programa computacional controla a captagdo dos sinais luminosos por
células fotoelétricas, correlacionando a fluorescéncia medida com o ciclo da
programacao da temperatura. Ao término da reacdo (duragdo de aproximadamente
150 minutos), o programa calcula o Ct de cada amostra e mostra o grafico das
reagOes, com representacao colorida diferenciando os tubos.

Os valores de Ct das amostras sao corrigidos pelos valores de Ct da curva-
padrédo de cada gene, permitindo assim calcular as quantidades absolutas de
expressdo génica em cada amostra.

O calculo da quantidade relativa do gene ARSE em relagdo ao gene GAPDH
foi obtido pela relacdo ARSE:GAPDH que teoricamente, deve ser proximo de 1, em

individuos normais e préximo de 0,5, na ST 45,X.

3.6 Validagéo de Curva-padrao

Foi realizada, entdo, uma diluicdo seriada do DNA com agua UltraPure™, na

proporcdo de 1:9, resultando nos pontos com as seguintes identificagdes 10° (DNA

inicial), 10°, 10% 10% e 102 equivalentes celulares arbitrarios. Os volumes totais foram
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divididos em aliquotas de 5uL e mantidos congelados a -20°C até a realizacédo da
PCR em tempo real.

Em cada experimento foram incluidas as diluicbes seriadas do DNA. A figura 4
mostra um exemplo da curva-padréo dos dois genes, realizado em triplicata para
cada ponto. Na figura 5 € possivel observar a distribuicdo de todos os pontos das

curvas ao longo do trabalho.

y =-0,2915x + 10,673 Concentragdo ARSE-Fam A
R?=0,9983

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
y =-0,2924x + 11,38 Concentragcdo GAPDH-Vic B
R? = 0,9893
6

1

0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

FIGURA 4 — Curvas-padrao dos genes ARSE (A) e GAPDH (B) durante experimento para
validacé@o, com as respectivas linhas de tendéncia e as equagdes de regresséo linear com
coeficiente de determinag&o.



31

( ARSE \ ( 6APDH \

L

35 e .

' '* 354 ! }
32
i o !

1 t

1 l ] §

25 E i

241 L)

[ & E
20 i I 201 .

16 J 157 - v 1 . v
\ 10¢ 105 10% 107 107 / \ 0% 105 104 10 10° /

FIGURA 5 — Distribuicéo de todos os pontos das curvas-padréo dos genes ARSE e GAPDH das

10 placas que compuseram o trabalho, demonstrando que a distribuicdo se manteve constante.

3.7 Precisao Intraensaio e Interensaio

Para verificar a precisdo intraensaio a mesma amostra do controle normal
(46,XX) foi avaliada em dias diferentes, no primeiro dia o experimento consistiu de
12 repeticbes e no segundo dia de 8 repeticoes.

Para avaliacdo da variagdo interensaio a amostra do controle normal (46,XX) foi
avaliada em ensaios realizados em 6 dias diferentes.

Para esses ensaios foram calculados: média, desvio-padrdo, coeficiente de
variacao, erro padrao e a média do coeficiente de variacdo dos experimentos. Os

resultados estdo descritos nos anexos 8 e 9.
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3.8 Investigacdo da Presengca de Cromossomo Y.

As pacientes com sindrome de Turner que apresentavam risco de presenca
de cromossomo Y ou fragmento do mesmo (45X e 45X/46X+mar) foram
investigadas através de técnica de PCR, utilizando iniciadores sintetizados pela
Invitrogen™ Life Tecnologies (Carlsbad, CA, USA), direcionados aos genes SRY e
TSPY (Testis Specific Protein Y - encoded - OMIM 480100), com as seguintes

sequéncias:

SRY (sequéncia de orientagdo 5' — 3):
¢ Sense: ACCTCGAGAATTCGTCGGTGTTGAGGGCGGAGAAATGC

¢ Antisense: GAGCTCGAGAATTCGTAGCCAATGTTACCCGATTGTC

Tamanho do produto: 808 pb

TSPY (sequéncia de orientagdo 5 — 3):
¢ Iniciador Sense: AGGGCTCGCTGACCTACC

¢ Iniciador Antisense: AGAAGCCAGGGACGCTCT

Tamanho do produto: 465 pb

Como gene controle foi utilizado o GAPDH (sequéncia de orientagéo 5' — 3'):
¢ Iniciador Sense: TCTCCAGAACATCATCCCTGCCTC

¢ Iniciador Antisense: TGGGCCATGAGGTCCACCACCCTG

Tamanho do produto: 384 pb
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Para a reacdo de PCR, em tubos diferentes, foram adicionados as amostras
de DNA 20 pmoles dos iniciadores sense e antisense de cada um dos genes, em
conjunto com 200 pmoles de cada dNTP, 2,5 pL do tampé&o de enzima (100mM Tris-
HCI pH 8.3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,. 0.01 w/v gelatina) 10X, 0,5 U de Taq DNA
polimerase (N° Catalogo N801-0055, GeneAmp - PCR reagent kit with AmpliTaq
DNA polymerase PERKIN ELMER, Branchburg, New Jersey, USA). O volume final
da reacgdao foi de 30uL.

A PCR foi realizada em termociclador (GeneAmp® PCR System 9700 Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA), no qual as condicbes de amplificagdo foram:
desnaturacgéo inicial do DNA a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 1
minuto, 60°C por 1 minuto e 72° C por 1 minuto, finalizando-se com uma extenséo a
72°C por 10 minutos. As condigdes foram idénticas para todos os genes.

Ao final da reacdo de PCR foram adicionados, a cada amostra 3 pL do
tampdo de corrida 10X Blue Juice Gel Loading Buffer (N° Catalogo 10816015,
Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e realizada eletroforese em gel
de agarose 1,5% com adicdo de brometo de etideo na concentracdo de 0,5 mg/mL
(N° Catélogo 3011E, Research Organics Inc. Cleveland, OH, USA). Apds uma hora o
resultado da corrida eletroforética foi observado com o uso de luz ultravioleta em
aparelho Mini-Transiluminador (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), sendo a
imagem digitalizada através de camera Kodak Digital Science (Eastman Kodak

Company, Rochester, NY, USA).
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3.9 Anédlise Estatistica

Os programas utilizados foram: o SPSS for Windows, versédo 15.0 (Wacker
Drive, Chicago, IL, USA), para célculo de Curva ROC e gréficos de distribui¢éo, e
SigmaStat for Windows, verséo 3.5 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) para

as andlises descritivas.
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RESULTADOS

4.1 Grupo Controle

O grupo controle foi composto por 78 mulheres, sendo que foi possivel obter-
se informagédo quanto a idade em 72 delas, cuja média resultou em 36,9 anos + 12,7
anos, mediana de 38,0 anos (variagdo de 9,8 a 70,9 anos). A estatura foi disponivel
em 69 mulheres, sendo em média de 156,1 cm + 7,3 cm (variacdo de 139,6 a 173,2).
A média do escore Z de estatura foi de -1,0 cm £ 1,1 cm, mediana -1,1 cm (variagao
de -3,6 a 1,5 cm). Apds a realizacdo da PCR em tempo real encontramos os valores
da relacdo ARSE:GAPDH com média de 1,05 + 0,20, mediana de 1,02 (variacdo de
0,74 a 1,56), e os seguintes percentis: p5= 0,77; p10 = 0,86; p25 = 0,89; p75 = 1,20;
p90 = 1,35 e p95 = 1,37. Os dados clinicos e laboratoriais dos controles encontram-

se em detalhes no anexo 5.

4.2 Grupo ST 45,X

O grupo avaliado foi composto por 25 meninas com média de idade de 16,1
anos + 5,4 anos, mediana de 17,6 anos (variacdo de 2,3 a 28 anos). A média do
escore Z de estatura foi de -3,5cm +1,4 cm, mediana -3,6 cm (variagdo de -6,8 a
0,1 cm). Os resultados da relagdo ARSE:GAPDH foram em média 0,46 + 0,10,
mediana de 0,45 (variacdo de 0,26 a 0,65) e os seguintes percentis: p5 = 0,29; p10 =
0,30; p25=0,38; p75 =0,53; p90 = 0,58 e p95 = 0,62. Uma amostra foi descartada

por ndo apresentar DNA com qualidade suficiente para o teste.
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Todas as meninas desse grupo foram avaliadas quanto a presenca de
cromossomo Y, por PCR. Utilizando iniciadores direcionados ao gene SRY, 24 das
25 meninas apresentaram resultados negativos e somente uma apresentou
resultado positivo para o SRY. Para o gene TSPY, 22 das 25 meninas avaliadas
apresentaram resultados negativos e somente 3 das 25 apresentaram resultados

positivos para este gene.

4.3 Grupo ST com outros cariotipos

Inicialmente foram analisadas 32 pacientes, com quadro clinico sugestivo de
ST com outros cariétipos. Uma pacientes foi retirada do estudo por apresentar
cariotipo 46,XX, na repeticdo do exame. A idade média encontrada foi de 15,3 anos
+ 5,0 anos, mediana de 15,2 anos (variagdo de 4,8 a 24,2 anos). A média do escore
Z de estatura foide -3,0cm+ 1,3 cm, mediana de -2,9 cm (variacdo de -5,3a 1,8
cm). Os resultados da relacdo ARSE:GAPDH apresentaram média de 0,66 + 0,20,
mediana de 0,59 (variacdo de 0,40 e 1,14) e os seguintes percentis: p5 = 0,40; p10 =
0,43; p25 = 0,50; p75 = 0,82; p90 = 0,94 e p95 = 1,00. A avaliagcdo de presenca de
cromossomo Y, por PCR direcionado a amplificacdo dos genes SRY e TSPY, foi
realizada somente nas 7 meninas que apresentaram o cariotipo 45,X/46,X+mar.

Somente 1 das 7 apresentou resultado positivo para os dois genes.

Utilizando o teste de Mann-Whitney, foi realizada a comparacdo dos
resultados encontrados nos trés grupos (média, desvio-padrdo, mediana, p25 e

p75), o resultado encontrado mostrou significancia estatistica (p=<0,001) (Fig 6).
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/ Controle 45, X OuTr'oA

X(DP) 1,04 (0,21) 046 (010) 066 (0.20)
Mediana 101 045 059
p25-p75 0,89-1,20 0,38-0 54 0,50-0,82

T P = <0,001 T

T P = <0,001

|
\ i 4

FIGURA 6 - Comparacgéao entre os grupos pelo teste Mann-Whitney.

Como resultado da andlise molecular para a qual foi calculada a relagéo
ARSE:GAPDH é possivel observar a disperséo dos resultados encontrados nos trés

grupos através da figura 7.

2,004

1,504

GAPDH
®

D 1,004

0,50+ '

0,00

ARSE

Controles 45 X Cutros

FIGURA 7 - Disperséao dos valores de ARSE:GAPDH para controles,

pacientes com ST 45,X e pacientes que apresentam outros cariétipos.
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Com o objetivo de se estabelecer um ponto de corte para os valores da
relacdo ARSE:GAPDH, que permitisse diferenciar as pacientes com ST dos
individuos normais, foi realizada analise de curva ROC. Comparando-se os valores
do grupo 45,X com os do grupo controle a area sobre a curva foi de 1 com intervalo
de confianca de 95%. Realizamos a analise da curva ROC utilizando, da mesma
forma os valores encontrados no grupo ST com outros cariétipos com os do grupo
controle, a &rea sobre a curva foi de 0,905 com intervalo de confianca de 95%
(amplitude 0,839 a 0,971). Selecionamos o ponto de corte utilizado foi de 0,7. Nas

figuras 8 e 9 é possivel observar a distribuicdo dos grupos.

Curva ROC Distribuigao
10
004
05
1,50+ .
]
@
T 06
L] F-
= 0 1,004
w o
c [
@04 <
"
7]
0,504
0,24
0,004
0o T T T T 1 T T
0,0 0.2 04 06 08 10
1 - Especificidade Controle 45X

Figura 8 - A esquerda é possivel observar a curva ROC para os valores de ST 45,X versus os
controles. A direita é possivel observar como ficam distribuidos os valores da relagdo ARSE:GAPDH

para controles, e ST45,X, acima e abaixo do ponto de corte 0,7.
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FIGURA 9 — A esquerda a curva ROC para os resultados do grupo ST com outros cariétipos

versus os controles, a direita € possivel observar a distribuicdo dos valores da relacédo

ARSE:GAPDH, para controles, e mosaicos acima e baixo do ponto de corte 0,7.

Para os dois casos de controles que apresentaram inicialmente resultados
abaixo do ponto de corte, o teste foi repetido a partir da extracdo de DNA. Neste
segundo momento, o resultado encontrado foi de acordo com o esperado para o

grupo, ou seja, os valores encontrados eram = 0,7.

Das 32 meninas avaliadas, que pertenciam ao grupo mosaico, 13 delas
apresentaram resultados acima do ponto de corte escolhido, com a realizacdo da

curva ROC. Nestas 13, o valor médio encontrado para a relacdo ARSE:GAPDH foi

de 0,87 + 0,23, mediana de 0,86 (variagdo de 0,70 e 1,14). (Tab. 5).
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TABELA 5 - Pacientes com ST e outros cariétipos que apresentaram resultados

falso-negativos

ID Cariétipo Frequéncia (%) Metafases SRY TSPY ARSE:GAPDH
45X Outros Contadas
26 45 X/46,X+mar 50 50 10 + + 0,83
31 45 X/46,X+mar 16 84 32 - - 0,86
38 45 X/46,XX 25 75 20 nr nr 0,92
42 45,X/46,XX 17 83 29 - - 1,14
37 45 X/46,XX 7 93 30 nr nr 0,97
36 45 X/46,XX 7 93 40 nr nr 0,89
41 45,X/46,XX 5 95 40 nr nr 0,80
35 45,X/46,XX 4 96 50 nr nr 1,01
40 45, X/46,XX 2 98 50 nr nr 0,79
53 46,Xdel(X)(p22) 0 100 25 nr nr 0,88
55 46,Xi(Xq) 0 100 NC nr nr 0,75
44 45,X/46,XY 43 57 30 + + 0,78
52 45,X/47, XXX 89 11 28 nr nr 0,70

ID = Numero de identificacao do paciente; NC = ndo consta no prontuario; nr = nao realizado PCR

ARSE:GAPDH = Resultado do teste molecular por PCR em tempo real.

4.4 Sensibilidade e Especificidade

Quando comparadas as amostras controles com as amostras ST 45,X, foi

verificado que o teste apresenta uma sensibilidade de 100% e especificidade de

100%. Com valor preditivo positivo de 100% e valor preditivo negativo de 100% (Tab

6).



TABELA 6 - Andlise 2 X 2 para Controles e ST 45,X
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Teste Doente (+) Controle (-) Total
< 0,7 (Doente) (+) 25 P o ©®P o5 (VP+FP)
>0,7 (Normal) (-) o v 78 N 78 EN+WN)
Total 25 78 103

VP = Verdadeiro positivo; FN = Falso negativo; FP = Falso Positivo: VN = Verdadeiro Negativo

Na avaliagdo, comparando-se o grupo controle com 0 grupo mosaico, o teste

apresenta uma sensibilidade de 58% e especificidade de 100%. Neste caso, o valor

preditivo positivo é de 100% e o valor preditivo negativo € de 86% (Tab. 7).

TABELA 7 - Andlise 2 X 2 para Controles e ST Mosaicos

Teste Doente (+) Controle (-) Total
< 0,7 (Doente) 18 P 0 (FP) 18 (P+FP)
> 0,7 (Normal) 13 ® 78 N g1 FN+WN)
Total 31 78 109

VP = Verdadeiro positivo; FN = Falso negativo; FP = Falso Positivo: VN = Verdadeiro Negativo

4.5 Estigmas Encontrados nas Meninas com Sindrome de Turner

Com referéncia aos estigmas apresentados pelas pacientes, em consulta aos

prontuérios foram encontradas as seguintes informag6es obtidas retrospectivamente

(Tab. 8).



Tabela 8 — Estigmas descritos em prontuarios de pacientes com ST.

Estigma 45,X (n=25) Mosaico (n=31)
Baixa Implantacdo das Orelhas 13 12
Baixa Implantacdo do Cabelo 18 15
Cabelo em Tridente 09 10
Cubito Valgo 19 24
Deformidade de Mandelung 0 02
Epicanto 01 03
Hipertelorismo Mamario 22 21
Nevus 06 05
Olhos Amendoados 02 01
Palato em Ogiva 22 24
Pescoco Alado* 09 03
Pescoco Curto 0 02
Pterigio Coli 09 10
Quarto ou Quinto Metacarpo curto 15 18
Rotacao Incompleta do Pavilhdo Auricular 02 02

Para os estigmas encontrados foi realizado o teste z de propor¢des, que demonstrou
como Unica diferenga significante o aumento da frequéncia de pescoco alado nas
pacientes 45,X, em relagdo ao grupo mosaico. Os dados mostrados na tabela acima
sofrem a potencial limitacdo de ndo terem sido obtidos de forma sistematica
prospectiva. (* P=0,031)
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5. DISCUSSAO

Com uma incidéncia de 1:2500 a 1:5000 meninas nascidas vivas, a ST é uma
das anormalidades cromossémicas com elevada frequéncia, mas que ainda é de
diagnéstico clinico muito tardio (Gravholt, 1996; Gicquel et al, 1998). O diagndstico
precoce da ST, porém, torna possivel o tratamento adequado da baixa estatura, o
que, secundariamente, permite a indugdo puberal na idade adequada. Possibilita,
ainda, a investigacdo de anormalidades associadas, como as cardiopatias
congénitas, malformacdes renais, anomalias das vias aéreas superiores e conduto
auditivo, alteragbes autoimunes, bem como identificacdo de marcadores que
reconhegam maior risco de tumores gonadais. Com a identificagcdo precoce da
sindrome, medidas especificas também podem ser instituidas para a prevencao da
osteoporose e da obesidade, detecgdo precoce da resisténcia insulinica e do
diabetes mellitus, reduzindo o risco de complicagbes cardiovasculares. Novos
métodos de preservacdo da funcdo gonadal tornam o diagnostico precoce da ST
ainda mais importante, por abrir novas perspectivas em relacdo a fertilidade nestas
pacientes. Em conjunto, tais medidas procuram estabelecer metas para proporcionar
melhor qualidade de vida para as meninas afetadas pela sindrome.

Tanto a elevada incidéncia da ST quanto a possibilidade de tratamento séo
critérios que qualificam a ST para inclusdo em programas de triagem neonatal
(PTN). Um PTN visa a estabelecer o diagnostico e o inicio de tratamento em tempo
habil, a fim de evitar ou reduzir a morbidade e a mortalidade, melhorando a
qualidade de vida do individuo (Souza et al, 2002; Brandalize & Czeresnia, 2004).

Para isso, € necessario o desenvolvimento de um método diagndstico com boa
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sensibilidade e especificidade, custo/beneficio vidvel e que possa ser aplicado em
larga escala, possibilitando sua aplicagdo na identificagdo neonatal da doenca.

Em estudo anterior, Rocha (2005), com o objetivo de diagnosticar meninas
com ST, utilizou o “teste em 3 passos”, que consta de duas digestdes enzimaticas
consecutivas, seguidas de genotipagem. Embora com resultados satisfatorios, tal
teste apresentou limitagdes significantes, tais como a elevada taxa de repeticdo de
exames na amostra (27%) e tempo relativamente longo de realizagéo do teste (30
horas). No “teste em 3 passos”, as pacientes homozigotas para o numero de
repeticbes CAG se mostraram ndo informativas, o que correspondeu a 6% das
mulheres estudadas.

Neste estudo atual, ainda trabalhando com amostras de sangue armazenadas
em papel filtro, procurou-se utilizar a técnica de PCR em tempo real quantitativa,
visando maior sensibilidade e especificidade de detecgdo, bem como maior rapidez.

A utilizagdo de amostras de sangue, armazenadas em papel filtro, facilita
tanto o armazenamento quanto o transporte, permitindo sua implantagdo em
programas de triagem neonatal. Apds adequada padronizacdo da extragdo de DNA,
foi possivel obter qualidade satisfatéria da amostra para amplificagdo por PCR em
tempo real. Diferente do trabalho anterior, que utilizou amostras de sangue colhido
em papel filtro FTA® GeneCard, o papel filtro utilizado neste estudo foi do mesmo
tipo utilizado tradicionalmente nos programas de triagem neonatal S&S903
(Schleicher & Schuell n® 903), tornando mais simples a incorporacdo deste método
num programa de triagem neonatal ampliado.

Das 135 amostras em papel filtro, uma (0,7%) foi excluida por falha na coleta
e armazenamento, valor este dentro do esperado pelas recomendacdes técnicas de

programas oficiais de triagem neonatal (<5%) (Brasil, Ministério da Saude, 2004).



45

A amplificacdo por PCR em tempo real € um método de répida realizagdo. Em
aproximadamente 6 horas é possivel extrair o DNA e analisar 42 pacientes em uma
Unica placa. O custo estimado (calculado em novembro/2008) do teste para cada
amostra em duplicata € de R$ 16,30 (dezesseis reais e trinta centavos) (anexo 8),
custo este compativel com outras doencas incluidas nos programas ampliados.
Portanto, acreditamos ser um valor vidvel, mesmo que sejam incluidos gastos com
pessoal e taxas operacionais. O valor pago para testes moleculares em diagnostico
pré-natal pela tabela do SUS é cerca de R$ 60,00 (Brasil, Ministério da Saude,
2004).

Considerando-se que duas pacientes do grupo controle apresentaram
resultados falso-positivos e que, na repeticéo do teste efetuado na mesma amostra,
os dois resultados foram normais, acredita-se que algum fator da extracdo ou
amplificagdo tenha influenciado o resultado final. Portanto, € recomendéavel que,
frente a um teste positivo, a mesma amostra seja reavaliada antes da convocagao
da paciente.

Nossos dados demonstraram que, utilizando a relacdo ARSE:GAPDH com o
ponto de corte de 0,7, todos os casos de ST 45,X sédo detectados pelo teste de
triagem.

Com referencia ao ponto de corte, este pode ainda ser ajustado para maior
identificacdo de casos de ST com outros cariétipos, por exemplo, optando por um
ponto de corte de 0,92, seria possiel identificar 27 dos 31 casos, determinado ao
teste uma sensibilidade de 87%, especificidade de 73%, o valor preditivo negativo
seria entdo de 95% e o valor preditivo positivo de 48%. Neste caso o ponto de corte
induziria a um aumento do numeros de casos falso positivos (29/78), o que néo seria

adequado para um programa de triagem populacional.
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Do grupo de meninas com ST e outros cariétipos (n=32), encontramos em 13
resultados falso-negativos (Tab. 5). Em 9 das 13 (ID= 35, 36, 37, 38, 40, 41, 42,53 e
55), a frequéncia de células 46,XX encontrada no cariétipo foi elevada, em geral
acima de 75%. Em outros 2 dos 13 casos (ID=44 e 26), nos quais também se
encontraram resultados falso-negativos, as pacientes apresentavam cariétipo com
presenca de cromossomo Y, ou marcador cromossomico, nos quais detectou-se, por
PCR, a presenca dos genes SRY e TSPY. Nestes casos, o0 resultado molecular se
deve ao fato de os iniciadores utilizados amplificarem segmentos presentes tanto no
gene ARSE como no pseudogene ARSEP, portanto, identificando tanto a presenca
do cromossomo X, quanto a presenca do cromossomo Y. Em outro caso adicional
com resultado falso-negativo (ID=52), o cari6tipo apresentou duas linhagens
celulares em equilibrio 45,X e 47,XXX, mantendo a dosagem génica semelhante a
de um individuo 46,XX.

Em uma das 13 pacientes deste grupo (ID = 53), a analise citogenética foi
46,Xdel(X)(p22). Tal paciente apresenta baixa estatura (escore Z de estatura
= -3,48). A delecao da regido terminal do brago curto do cromossomo X, identificada
nesta paciente, pode ter determinado a perda do gene SHOX, localizado distalmente
na regido Xpter-p22.32. A amplificagdo do gene de interesse ARSE, de localiza¢&o
mais proximal na regido Xp22.3, pode ter sido mantida pela manutencg&o da regiédo

PAR 1 (Fig. 10).
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Figura 10- Localizacdo do gene SHOX e ARSE no cromossomo X

Uma paciente (ID=31), com cariétipo 45,X/46X+mar e amplificacdo negativa
para os genes SRY ou TSPY, apresentou resultado do teste de triagem normal,
compativel com individuos 46,XX. Nesta paciente, apenas 16% das células eram
45,X e o restante das células possuem um marcador (provavelmente originado do
cromossomo X). Este caso poderia representar a manutengdo do gene ARSE no
fragmento marcador, presente na maior parte das células.

As 13 pacientes correspondem a 9,6% do grupo total e a 23,2% do grupo de
doentes avaliadas. Isto representa uma limitacdo, do método aqui proposto, em
identificar a ST com outros cariotipos que ndo sejam 45,X. Tal limitagdo poderia ser
contornada com o acréscimo de um par de iniciadores que reconhegam uma
sequéncia ndo presente no cromossomo Y, mas, sim, uma sequéncia localizada no
braco longo do cromossomo X.

Portanto, a técnica aqui apresentada foi capaz de identificar 100% dos casos
de ST 45,X (25/25), 97% dos casos controles (76/78) na primeira reacéo e 100% dos
controles, quando realizada a repeticéo, e 56% (18/32) dos casos de ST com outros
cariotipos. Desta forma, além de apresentar boa sensibilidade e especificidade, este

método de triagem mostrou-se rapido e de custo viavel.
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6. 6. CONCLUSOES

1) A quantificagcdo relativa dos genes ARSE:GAPDH utilizando amostras de
sangue armazenadas em papel-filtro € um método rapido, simples, sensivel e
especifico, com custo vidvel e passivel de automacgdo, tornando-se

potencialmente aplicavel na triagem da sindrome de Turner 45,X.

2) A aplicabilidade do método no reconhecimento de mosaicismos do
cromossomo X ainda requer adaptacdes para permitir adequada sensibilidade

e especificidade.



7. ANEXOS

Anexo 1 - Dados Clinicos das Pacientes com Sindrome de Turner (45,X) por Consulta a Prontuérios.

ID DIAG IC IC DIAG EST ZEST PESO ZPESO Emaée Epai TH ZTH Pnasc Cnasc
INICIAL (anos) (anos) (cm) (kg) (cm) (cm) (cm) (9) (cm)
1 ST 20,33 13,16 13550 -3,24 37,60 -1,20 152,00 170,00 154,50 -1,28 1980,00 43,00
2 NC 18,33 16,25 139,50 -3,59 20,80 -14,66 159,30 170,00 162,60 -0,11 2900,00 NC
3 BE 11,25 8,16 11550 -2,52 21,00 -1,60 168,00 176,50 170,20 1,07 3750,00 49,00
4 NC 17,92 14,91 130,50 -4,87 34,20 -3,12 160,00 165,00 160,50 -0,44 3000,00 NC
5 NC 10,75 9,41 112,00 -3,88 21,50 -2,18 148,00 160,50 NC NC  2750,00 47,00
6 BE 17,58 1,41 11850 -3,34 29,30 -0,96 157,00 175,00 164,00 0,10 2850,00 49,00
7 BE (ST) 18,75 13,58 122,40 -553 2550 -4,67 159,80 156,00 155,90 -1,15 2950,00 47,00
8 ST 13,08 6,00 141,00 -2,97 38,00 -1,52 161,00 167,00 157,50 -0,78 2100,00 48,00
9 NC 18,67 12,91 12460 -4,57 28,10 -3,11 157,50 160,00 156,80 -1,02 2750,00 51,00
10 ST 17,17 12,25 121,80 -4,14 28550 -2,40 NC NC NC NC  2050,00 NC
11 ST 15,25 5,50 96,00 -3,47 14,00 -2,73 149,00 167,40 156,60 -1,05 2690,00 41,00
12 ST 20,67 3,75 90,00 -2,22 13,00 -1,33 154,00 170,00 160,00 -0,52 2650,00 47,00
13 ST 6,25 1,25 68,50 -2,84 7,45 -3,33 150,00 172,00 159,00 -0,67 2600,00 45,00
14 NC 13,08 12,00 12450 -3,56 23,00 -3,80 156,50 160,00 156,20 -1,09 2000,00 45,00
15 ST 17,00 14,08 116,10 -6,82 31,00 -3,30 146,50 150,00 146,20 -2,63 2900,00 45,00
16 ST 20,92 16,58 141,00 -3,37 33,00 -5,10 160,00 161,00 158,50 -0,75 2500,00 40,00
17 ST 19,50 15,00 13550 -4,11 35,00 -3,02 155,00 160,00 155,550 -1,21 3500,00 NC
18 NC 18,75 9,50 112,80 -3,79 24,00 -1,49 14580 171,00 151,90 -1,72 2680,00 44,00
19 ST 18,33 0,03 47,00 -1,98 2,95 -1,45 157,70 178,00 165,80 0,39 2880,00 46,00
20 BE (ST) 15,33 8,58 107,50 -427 17,80 -3,12 141,70 169,50 153,60 -1,50 2180,00 42,00
21 ST 2,33 2,33 83,00 -148 11,00 -1,37 163,00 168,00 163,50 0,02 2350,00 41,00
22 ST 20,08 14,00 14150 -3,10 57,00 0,53 167,50 184,00 173,80 0,61 2000,00 43,00
23 ST 28,00 9,50 107,00 -4,86 16,00 -4,71 144,00 NC NC -0,21 1450,00 38,00
24 NC 16,58 13,50 131,40 -4,13 29,20 -3,32 166,00 155,00 158,50 -0,75 NC NC
25 ST 8,08 0,91 74,00 0,10 9,90 0,38 159,30 172,00 163,00 0,05 3140,00 50,00

ID = N° de identificacdo da paciente; DIAG = Diagnéstico; BE = Baixa estatura; ST = Sindrome de Turner; IC = Idade cronolégica;

EST = Estatura; Eméae = Estatura da mae; Epai = Estatura do pai; TH = estatura alvo; Pnasc = Peso de nascimento;
Cnasc = Comprimento de nascimento; cm = centimetros; NC = N&o consta no prontuario.
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Anexo 2 - Resultados Laboratoriais das Pacientes com Sindrome de Turner (45,X)

ID Cariétipo N° Metéafases ARSE:GAPDH SRY TSPY
Contadas
1 45,X 20 0,26 NEG POS
2 45,X 20 0,30 NEG NEG
3 45,X 25 0,30 NEG NEG
4 45,X 15 0,34 NEG NEG
5 45,X 22 0,35 NEG NEG
6 45,X 30 0,38 POS POS
7 45,X 28 0,38 NEG NEG
8 45,X NC 0,40 NEG NEG
9 45,X 22 0,41 NEG NEG
10 45,X 25 0,41 NEG NEG
11 45,X 16 0,42 NEG NEG
12 45,X 11 0,45 NEG NEG
13 45,X 15 0,45 NEG NEG
14 45,X 30 0,50 NEG NEG
15 45,X 30 0,50 NEG NEG
16 45,X 22 0,52 NEG NEG
17 45,X 29 0,52 NEG NEG
18 45,X 28 0,53 NEG NEG
19 45,X 11 0,53 NEG NEG
20 45,X 25 0,55 NEG NEG
21 45,X NC 0,55 NEG POS
22 45,X 30 0,57 NEG NEG
23 45,X 20 0,58 NEG NEG
24 45,X 30 0,61 NEG NEG
25 45,X 15 0,65 NEG NEG

ID = N° de Identificacdo do paciente;
ARSE:GAPDH = Resultado do teste molecular por PCR em tempo real;
NEG = Negativo; POS = Positivo; NC = ndo consta no prontuario.



Anexo 3 - Dados Clinicos das Pacientes com Sindrome de Turner (Outros cari6tipos)

ID DIAG IC IC DIAG EST ZEST PESO ZPESO Emaée Epai TH ZTH Pnasc Cnasc
INICIAL (anos) (anos) (cm) (kg) (cm) (cm) (cm) (9) (cm)
26 NC 12,58 9,83 114,10 -2,74 23,70 -0,94 145,00 167,20 154,10 -1,42 NC NC
27 NC 13,75 6,25 103,50 -2,70 14,00 -3,50 154,00 175,00 162,50 -0,13 2750,00 45,00
28 ST/ DGH 19,00 10,83 121,30 -3,09 25,60 -2,03 160,00 170,00 163,00 -0,05 NC NC
29 NC 9,67 6,33 103,70 -2,72 18,00 -1,14 162,50 174,00 166,20 0,45 2550,00 46,00
30 BE 24,17 12,00 123,50 -3,66 29,00 -2,08 151,00 180,00 163,50 0,02 2800,00 50,00
31 BE 15,42 11,50 120,10 -3,72 27,40 -2,12 147,70 160,00 151,80 -1,77 NC NC
32 Turner 15,25 8,83 121,00 -1,85 41,00 1,70 154,00 159,00 154,50 -1,36 2450,00 47,00
33 BE 19,92 15,00 128,00 -5,28 27,50 -5,72 160,00 170,00 163,00 -0,05 NC NC
34 BE 16,00 6,08 104,50 -2,21 17,70 -1,06 150,00 172,00 159,00 -0,67 3100,00 49,00
35 BE 7,25 5,61 105,50 -1,33 18,00 -0,50 151,00 167,00 157,00 -0,98 2800,00 48,00
36 BE 14,25 8,16 113,50 -2,72 16,70 -3,35 146,50 166,00 154,20 -1,40 2950,00 49,00
37 DM1 20,25 12,66 149,00 1,81 45,50 1,58 150,00 160,00 153,00 -1,59 3300,00 NC
38 BE 14,33 5,16 97,50 -2,55 14,30 -2,09 156,00 175,00 163,50 0,02 3120,00 47,00
39 BE 6,08 12,25 128,70 -3,82 36,00 -1,25 159,00 155,00 155,00 -1,29 2000,00 44,00
40 BE 12,50 10,66 124,00 -2,63 34,00 -0,30 160,00 170,00 163,00 -0,05 2800,00 NC
41 BE 4,83 0,66 61,00 -2,75 6,00 -2,66 167,30 163,00 163,30 -0,01 3130,00 47,00
42 NC 15,75 11,58 123,00 -3,36 2450 -2,91 155,50 168,00 159,80 -0,55 2400,00 47,00
43 ST 8,58 1,66 77,00 -1,50 9,30 -2,03 166,00 182,00 172,00 1,34 3570,00 46,00
44 BE 10,25 4,91 99,50 -1,75 15,70 -1,00 152,00 176,00 162,00 -0,21 3150,00 51,00
45 ST 14,00 14,00 137,30 -3,52 41,80 -0,97 152,00 169,00 158,50 -0,75 2260,00 41,00
46 NC 12,33 7,66 110,50 -2,79 18,00 -2,23 157,50 165,00 159,20 -0,63 2700,00 49,00
a7 BE 23,75 11,58 123,00 -3,42 2450 -2,97 152,00 161,00 154,50 -1,36 NC NC
48 ST 15,00 9,75 114,60 -3,62 21,00 -2,64 163,50 170,00 164,80 0,22 3065,00 47,00
49 ST 12,58 7,33 106,40 -3,31 18,00 -1,98 159,90 169,00 162,40 -0,14 2780,00 NC
50 BE 16,75 10,58 121,50 -2,93 23,50 -2,44 155,00 163,00 157,00 -0,98 2980,00 51,00

51



Continuacéao

ID DIAG IC IC DIAG EST ZEST PESO ZPESO Emée Epai TH ZTH  Pnasc Cnasc
INICIAL (anos) (anos) (cm) (kg) (cm) (cm) (cm) (@) (cm)
51 NC 16,92 4,00 81,00 -498 10,20 -4,41 148,00 NC NC NC  2240,00 45,50
52 ST 21,25 11,00 125,50 -2,59 29,70 -1,22 NC 165,00 NC NC  2000,00 44,00
53 BE 16,58 12,41 128,10 -3,48 27,40 -2,80 155,00 170,00 160,50 -0,44 3100,00 47,00
54 ST 20,42 16,33 130,20 -5,04 27,50 -7,76 160,00 162,00 159,00 -0,67 NC NC
55 BE 22,17 13,75 129,10 -4,63 32,20 -2,70 170,00 165,00 16550 0,33 2560,00 NC
56 ST 21,42 12,83 120,50 -4,90 23,50 -4,42 149,00 164,00 15450 -1,36 2500,00 50,00

ID = N° de identificacdo da paciente; DIAG = Diagnéstico; BE = Baixa estatura; ST = Sindrome de Turner; IC = Idade cronoldgica; EST = Estatura;
Emée = Estatura da mée; Epai = Estatura do pai; TH = Estatura alvo; Pnasc = Peso de nascimento; Cnasc = Comprimento de nascimento;
NC = N&o consta no prontudrio



Anexo 4 - Resultados Laboratoriais das Pacientes ST (Mosaicos)

ID Cariétipo Frequéncia  N° Metafases ARSE:GAPDH SRY TSPY
Contadas

26 45,X/46,X+mar [50%)]:[50%)] 10 0,83 POS POS
27 45,X/46,X+mar NC 16 0,56 NEG NEG
28 45,X/46,X+mar [40%]:[60%] 30 0,57 NEG NEG
29 45,X/46,X+mar [83%]:[17%)] 40 0,49 NEG NEG
30 45,X/46,X+mar [94%)]:[06%)] 32 0,43 NEG NEG
31 45,X/46,X+mar [16%)]:[84%)] 32 0,86 NEG NEG
32 45 X/46,X+mar NC NC 0,56 NEG NEG
33 45,X/46,Xr(X) [80%)]:[20%)] 30 0,55 NEG NEG
34 45,X/46,Xr(X) [33%]:[67%)] 20 0,56 NEG NEG
35 45,X/46,XX [049%)]:[96%] 50 1,01 nr nr
36 45,X/46,XX [07%]:[93%)] 40 0,89 nr nr
37 45,X/46,XX [07%]:[93%)] 30 0,97 nr nr
38 45,X/46,XX [25%)]:[75%)] 20 0,92 nr nr
39 45,X/46,XX [57%]:[43%)] 7 0,66 nr nr
40 45,X/46,XX [02%]:[98%)] 50 0,79 nr nr
41 45,X/46,XX [05%]:[95%)] 40 0,80 nr nr
42 45,X/46,XX [17%)]:[83%)] 29 1,14 NEG NEG
43 45,X/46,XX [98%)]:[02%)] NC 0,40 NEG NEG
44 45,X/46,XY [43%)]:[57%)] 30 0,78 POS POS
45 45,X/46Xi(Xp) [05%)]:[95%)] 40 0,53 NEG NEG
46 45,X/46Xi(Xp) [15%)]:[85%)] 20 0,48 NEG NEG
a7 45,X/46Xi(Xq) [03%]:[97%)] 30 0,43 nr nr
48 45,X/46Xi(Xq) [56%]:[44%)] 18 0,55 nr nr
49 45,X/46Xi(Xq) [72%)]:[28%)] 32 0,59 nr nr
50 45,X/46Xi(Xq) NC NC 0,44 nr nr

53



Continuacéao

ID Caridtipo Frequéncia N° Metafases ARSE:GAPDH SRY TSPY
Contadas
51 45,X/46Xi(Xq) [89%]:[11%] 37 0,40 nr nr
52 45,X/47 XXX [89%)]:[11%)] 28 0,70 nr nr
53 46,Xdel(X)(p22) NC 25 0,88 nr nr
54 46,Xi(Xq) NC NC 0,60 nr nr
55 46,Xi(Xq) NC NC 0,75 nr nr
56 46,Xi(Xq) NC NC 0,48 nr nr

ID = N° de identificacdo da paciente; MC = N° de metafases contadas; ARSE:GAPDH = Resultado do teste molecular por PCR em tempo real;
NEG = Negativo; POS = Positivo; nr = N&o realizado PCR para deteccao de cromossomo Y.



Anexo 5 - Dados Clinicos e Laboratoriais dos Controles

ID DIAGNOSTICO IC EST ZEST ARSE:GAPDH
(anos) (cm)
1C Carcinoma Papilifero de Tireoide 21,75 160,00 -0,50 0,74
2C Mée 40,75 161,00 -0,34 0,75
3C Tia (mée) 54,33 160,00 -0,50 0,76
4C Mée 40,42 152,50 -1,65 0,77
5C Mée 45,17 158,00 -0,81 0,77
6C Mae 38,08 NC NC 0,79
7C Mée 53,50 153,00 -1,58 0,80
8C Mée 49,17 153,70 -1,58 0,82
9C HCSR 9,83 143,00 0,84 0,83
10C Avé de DGH 63,75 160,00 -0,50 0,83
11C Mée de BE 37,00 160,00 -0,50 0,83
12C Mée 29,91 161,50 -0,34 0,84
13C Mae de BE familiar 30,83 148,50 -2,27 0,86
14C Mée 37,91 147,00 -2,50 0,86
15C Mae de BE com Sindrome de Kabuki 38,67 154,50 -1,35 0,87
16C Mée 33,33 154,80 -1,35 0,88
17C Mée 40,50 166,00 0,41 0,88
18C Mée 34,83 152,00 -1,65 0,89
19C Pocraniofaringioma (DGH) 15,75 139,60 -3,54 0,89
20C Mée 39,08 165,00 0,25 0,89
21C Mée 38,50 167,00 0,56 0,89
22C Mée 38,42 159,00 -0,66 0,90
23C Mée de BE NC 154,50 -1,35 0,90
24C Méae de ST (Mosaico) 37,92 155,50 -1,20 0,91
25C Mée 42,67 160,00 -0,50 0,91
26C Mée 35,50 155,00 -1,20 0,91
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Continuacéao

ID

27C
28C
29C
30C
31C
32C
33C
34C
35C
36C
37C
38C
39C
40C
41C
42C
43C
44C
45C
46C
47C
48C
49C
50C
51C
52C
53C

DIAGNOSTICO

Avo
Puberdade Precoce Central
Mae
Hipercolesterolemia
Méae de ST
Obesidade
Mae
Mae
Adenoma de Tir6ide
Méae de BE familiar
Méae de Doenca Graves
Mée de DGH
Mae
Mée de BE
Mae
Mae
Obesidade
Mae
Méae HAC (Mutacdo Q318X)
Mée de BE
Avo
Mae
Mée de BE
Mae
Mae
Avo
Mée de BE

IC
(anos)

70,92
12,50
NC
14,42
42,42
15,50
30,83
36,50
20,25
43,08
54,08
40,58
38,00
37,75
36,42
32,50
15,50
39,92
28,33
39,00
58,83
26,17
43,75
50,83
50,83
57,00
NC

EST
(cm)
NC
143,60
155,00
146,50
155,00
158,80
155,00
173,20
157,70
147,50
160,00
164,00
160,00
151,60
168,00
154,70
168,00
162,00
156,20
142,00
NC
NC
141,50
157,00
NC
152,00
154,00

ZEST

NC
-1,53
-1,20
-2,26
-1,20
-0,53
-1,20
1,53
-0,86
-2,39
-0,50
0,10
-0,50
-1,80
0,72
-1,35
0,88
-0,20
-1,09
-3,26

NC

NC
-3,34
-0,97

NC
-1,74
-1,43

ARSE:GAPDH

0,92
0,92
0,92
0,93
0,94
0,94
0,95
0,96
0,97
0,98
0,98
0,99
1,02
1,03
1,03
1,04
1,04
1,06
1,07
1,08
1,10
1,11
1,11
1,11
1,11
1,13
1,13

56



Continuacéao

ID DIAGNOSTICO IC EST ZEST ARSE:GAPDH
(anos) (cm)
54C Mée de BE 33,83 148,90 -2,20 1,13
55C Mée 47,42 155,00 -1,27 1,14
56C Mae de ACCP 43,92 163,00 -0,04 1,15
57C Obesidade + IR + Toxoplasmose 15,25 157,20 -0,75 1,20
58C Avo 55,33 166,00 0,41 1,20
59C Mée de BE NC 160,00 -0,50 1,20
60C Mée de ST 30,91 156,00 -1,12 1,21
61C Mée de DM + IRC 33,50 NC NC 1,21
62C Mée 35,17 NC NC 1,21
63C Mée NC 149,00 -2,19 1,24
64C Mée 37,25 157,50 -0,89 1,26
65C Diabetes Insipidos Central 22,83 151,00 -1,89 1,30
66C Mée NC 156,00 -1,12 1,31
67C ACCP 15,75 150,00 -1,92 1,32
68C Mée de BE 46,33 NC NC 1,32
69C Mée 15,33 141,70 -3,17 1,33
70C Tia (mée) 40,92 167,00 0,57 1,34
71C Mée 50,75 144,00 -2,96 1,35
72C Mée 42,92 NC NC 1,35
73C Mée de ST 38,58 159,90 -0,52 1,36
74C Mée 39,08 170,00 1,03 1,37
75C Mée de BE 36,92 159,00 -0,66 1,37
76C Obesidade 15,75 154,00 -1,30 1,44
77C Mée 43,17 164,50 0,18 1,55
78C Mée de BE 30,42 157,60 0,87 1,56

ID = N° de identificacéo do controle; IC = Idade cronolégica; EST = Estatura, ARSE:GAPDH = Resultado do teste molecular por PCR em tempo real;
DGH = Deficiéncia de Hormonio de Crescimento; HCSR = Hiperplasia Congénita da Supra Renal; BE = Baixa Estatura; HAC = Hiperplasia Adrenal
Congénita; ACCP = Aceleracao Constitucional do Crescimento e Puberdade; IR = Insuficiéncia Renal
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Anexo 6 - Método para Extragdo de DNA a partir de papel filtro com MGM®

PurePlus

1. Remover, utilizando um perfurador, quatro discos (circulos) de
aproximadamente 2 mm do cartdo SS903 seco e colocar em tubo de 1,7 mL.

2. Adicionar 180 uL de reagente de purificagdo MGM® PurePlus (MGM Assessoria
Biologica)

3. Incubar por 30 minutos a 55°C.

4. Com auxilio de pipeta, aspirar todo o reagente e descartar.

5. Adicionar 180 uL de reagente de purificagdo MGM® PurePlus

6. Incubar por 15 minutos a 55°C.

7. Adicionar 200 pL de 4gua destilada Ultrapure ™ para biologia molecular
(Gibco™ Invitrogem Corporation) deixar por 5 minutos a temperatura ambiente.

8. Com auxilio de pipeta, aspirar toda a 4gua e descartar.

9. Repetir os passos 7 e 8 mais duas vezes.

10. Adicionar 30 pL de &gua destilada Ultrapure™ para biologia molecular

11. Incubar a 80° C (bloco térmico) por 20 minutos.

12. O DNA em suspenséo (sobrenadante) deve ser transferido para um novo tubo e

esta pronto para o uso.
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Anexo 7 - Extracdo de DNA a partir de Sangue Periférico
(Método de Lahiri & Nurberger, 1991 - modificado por Cavalli 1996 - Salazar 1997)
Preparar previamente:
e Sangue colhido em tubo DB Vacutainer com EDTA (N° catal6go 8002015,
Becton, Dickson Ind Cirdrgica, Juiz de Fora, MG, Brasil).
o Estabilizar sangue a temperatura ambiente (~15 a 20 minutos).

e Ligar bloco térmico, fixando temperatura em 65 °C.

1. Adicionar 600 pl de sangue em tubo de microcentrifuga, com capacidade para 2 mL, e
adicionar 900 pl de solugcédo TTKML1.

2. Centrifugar a 5000 rotag8es por minuto (rpm), por 5 minutos em microcentrifuga
Eppendorf (N° catalogo 5415C, Brinkmann Instruments, Inc, Cantiage Road,
Westbuy, NY, USA).

3. Descartar o sobrenadante.

4. Repetir 0s passos 1 e 2 por mais duas vezes ou até que ndo hajam mais
hemaécias no precipitado.

5. Lavar o precipitado com 1mL de solugdo TKM1, agitando suavemente para a
retirada do Triton.

6. Centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos.

7. Ressuspender o precipitado em 200ul de TKM2 e adicionar 20ul SDS a 10%.

8. Incubar a 65°C por 15 minutos, em bloco térmico previamente aquecido (N°
catalogo 110001-2, Boeckel Scientific, Pennsylvania Blvd. Feasterville, PA, USA)

9. Adicionar 60ul NaCl 5M.

10. Realizar agitagao por vortex durante 30 segundos.

11. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente.



12.Recuperar cuidadosamente o sobrenadante, transferindo-o para outro tubo de
microcentrifuga, com capacidade para 1,7 mL, e desprezar o precipitado.

13. Adicionar 1 mL de etanol absoluto e, por inverséo, precipitar o DNA.

14.Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos, a temperatura ambiente.

15. Descartar o sobrenadante.

16.Adiconar 500 L de etanol a 70% e, por inversao, lavar o precipitado.

17.Centrifugar novamente a 13000 rpm, por 10 minutos, a temperatura ambiente.

18. Descartar o sobrenadante e deixar o precipitado secar, com o tubo invertido
sobre papel toalha.

19.Ressuspender o DNA em 50pl de agua destilada Ultrapure™ para biologia
molecular (N° catalogo 10977-015, Gibco™ Invitrogem Corporation, Faraday

Avenue, Carlsbad, CA, USA).
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Concentragéo final

TTKM1

Tris-HCI, pH 7,6....ccoeeeenean 10 mM
KCl 10 mM
MACl e, 10 mM
EDTA . 2 mM
Concentragéo final
Tris-HCI, pH 7,6....ccoveieenean 10 mM
KCl 10 mM
MACl e, 10 mM
EDTA . 2 mM
I 1100] 0 B, G 0,27%

Tris-HCI, pH 7,6t 10 mM
KCl oo, 10 mM
MACl e 10 mM
EDTA .o, 2 mM
NaCl ..o, 400 mM
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Para 1 litro
1.58 ¢
0.75¢g
0.95¢

4 mL

Para 1 litro
1.58 ¢
0.75
0.95¢

4 mL

2.7 mL

Para 1 litro
1.58 ¢
0.75¢g
0.95¢

4 mL
23.40¢g



Anexo 8 - Calculo de Variagcao Intraensaio

Média do CV% = 0,62
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Exp 1 Ct ARSE Ct GAPDH
Tubo1 24 66 26,4
Tubo2 24 48 26,08
Tubo3 24 56 25,99
Tubo4d 24 53 26,24
Tubob 24 88 26,27
TuboB 24 34 25,91
Tubo? 24 56 26,32
Tubo8 24 56 26,13
Tubo8 2472 26,08
Tubo10 24 82 26,33
Tubo11 24 83 26,31
Tubo12 24 .84 26,54
Média 24 65 26,22
DP 0,17 0,18
CV% 0,69 0,69
DP{x) 0,20 0,20

Exp2 CiARSE Ct GAPDH
Tubo1 25,53 27,48
Tubo2 25,42 27,26
Tubo3 25,40 27 47
Tubod 25,64 27,16
Tubo5 25,37 27,22
TuboB 25,36 27 44
Tubo? 25,64 28,21
Tubo8 25,70 28,00
Média 25,51 27 53
DP 0,14 0,38
CV% 0,54 1,38
DP(x) 0,19 0,49

DP = Desvio Padrdo; CV = Coeficiente de Variacdo (DP + média*100);

DP(x) = Intervalo de Variacdo (CV+vVn) utilizada para

(7]

n” pequenos.



Anexo 9 - Calculo de Variagcao Interensaio

Média CV% = 0,89

Exp 1 Ct ARSE Ct GAPDH

Tubo1 24 BB B4

Tubo2 24 48 2608

Tuba3 24 56 25589

Tubad 24 53 2524 Exp 2 Ct ARSE Ct GAPDH
Tubob 2488 2627 Tubo1 2553 27 A8
Tubob 24,34 25 31 TuboZ 2542 226
Tubo? 24 56 26 32 Tubo3 2540 AT
Tubod 24 58 2613 Tubod 2564 EEN]
Tubo9 2472 2608 Tubob 2537 222
Tubo10 24 52 2633 Tubok 2536 27 A4
Tubo11 24 83 2631 Tuba? 2564 2821
TubalZ 24 54 2654 Tubod 2570 2800
Madia 24 B4 222 e dia 25451 2753
DR 017 0,18 il 0,14 038
CW% g9 0gs CW% 054 1,38
DP () 020 0,20 DP(x) 0,19 049
Exp 4 Ct ARSE Ct GAPDH Exp3 Ct ARSE Ct GAPDH
Tubo1 24 52 273 Tubo1 2543 27 A7
Tubo2 24 72 2718 Tubo2 2534 2803
Média 24 52 2724 Média 254 27 85
OR 0,14 nns opP o0z 0,08
CW% 057 031 CW% 008 028
DP () 040 022 DP () o068 020

Exp3 CiARSE Ci GAPDH
Tubo1 2504 27
Tubo2 2508 2733
Tubo3 26,70 2908
Tubod 26 55 2887
Tubos 26595 2948
Tubok 26 05 2875
Media 259 2549
DF 073 0,50
Ch'% 2872 317
DR 115 1,30
Expb Ct ARSE Cit GAPDH
Tuba 26 A8 2942
Tubo2 26 35 28901
Média 2847 2822
DP 0,16 029
ChW% 051 0249
DP () 0,43 0,70

DP = Desvio Padrédo; CV = Coeficiente de Variac&o (DP + média*100); DP(x) =

Intervalo de Variagdo (CV+Vn) utilizada para “n” pequenos.
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Anexo 10 - Custo do teste molecular (PCR em tempo real) por duplicata

EXTRACAO DE DNA PF

Item (quantidade utilizada)

Unitario (R$)

Unid/Paciente

por pac (R$)

Apresentacéo

Papel filtro MGM (1 Circulo) 2,00 1 2,00 caixa 50 - 3 discos (1 disco/paciente - R$ 300,00)

Tubo de 1,7 mL (2 tubos) 0,05 2 0,10 caixa 500 (R$ 23,38)

Ponteiras de 200 ul (9 ponteiras) 0,20 9 1,80 rack com 96 ponteiras (R$ 19,09)

Ponteiras de 100 ul (2 ponteiras) 0,20 2 0,40 rack com 96 ponteiras (R$ 19,09)

Reagente MGM (360 ul) 0,90 1 0,90 frasco com 100 ml (~278 extragbes - R$ 250,00)

H20O ultrapure Invitrogen (630 ul) 0,13 1 0,13 frasco com 500 ml (~793 extragbes - R$ 101,20)
R$ 5,33

PCR em Tempo-Real

Item (quantidade utilizada)

unitario (R$)

Unid/Paciente

x2 (duplicata)

Apresentacao

Master mix 2X (13 ul por tubo) 2,23 2 4,46 frasco de 5ml (~380 reacdes - R$ 846,85)
Ponteira de 200 (1 por mix) 0,20 1 0,20 rack com 96 ponteiras (R$19,09)
Tubo de 1,7 ml (1 por mix) 0,05 1 0,05 caixa com 500 (R$23,38)
Primer ARSE sense (0,2ul/tubo) 0,01 2 0,02 frasco 50Mm (~8000 reagdes - R$ 62,70)
Primer ARSE antisense (0,2ul/tubo) 0,01 2 0,02 frasco 50Mm (~8000 reacdes - R$ 72,60)
Sonda ARSE (0,2ul por tubo) 0,53 2 1,06 frasco 6000pmol (~1200 reacdes - R$ 634,96)
Primer GAPDH sense (0,5ul/tubo) 0,02 2 0,04 frasco 50Mm (~3200 reagdes - R$ 63,30)
Primer GAPDH antisense (0,5ul/tubo) 0,02 2 0,04 frasco 50Mm (~3200 reagdes - R$ 69,30)
Sonda GAPDH (0,5ul/tubo) 1,33 2 2,66 frasco 6000pmol (~480 reacdes - R$ 634,96)
H20 ultrapure (2ul/tubo) 0,01 2 0,02 frasco com 500 ml (R$ 101,20)
Tubo 6ptico de 0,2ml (2/paciente) 0,30 2 0,60 caixa com 2000 unidades (R$ 556,25)
Tampa Optica (2/ paciente) 0,10 2 0,20 caixa com 2400 unidades (R$ 226,52)
Ponteira de 10ul (7 ponteiras/paciente) 0,20 7 1,40 rack com 96 ponteiras (R$ 19,09)
Ponteira de 100 ul (1 por mix) 0,20 1 0,20 rack com 96 ponteiras (R$ 19,09)

R$ 10,97

R$ 16,30
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RESUMO

A sindrome de Turner (ST), caracterizada pela perda total ou parcial do
segundo cromossomo sexual, atinge aproximadamente 1 em cada 5000 meninas
nascidas vivas. O reconhecimento precoce da ST permite a terapia adequada para
baixa estatura e inducdo puberal na idade habitual. O diagnéstico neonatal permite
ampliar a investigagcédo para as malformagdes congénitas, minimizando ou evitando
sequelas. Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um método molecular
que possibilite a identificagéo de pacientes com ST, a partir de amostras de sangue
colhidas em papel-filtro. Para isso, foram analisadas 78 controles, 25 meninas com
ST caridtipo 45,X e 32 meninas com ST com outros cariotipos. Apos extragdo de
DNA, as amostras foram submetidas a um protocolo duplex de PCR em tempo real
guantitativa, utilizando iniciadores e sondas direcionados aos genes ARSE (duas
copias em mulheres normais) e GAPDH (duas coOpias em mulheres normais).
Estabelecendo-se como normal uma relacdo ARSE::GAPDH foi possivel confirmar
como normais 97% (76/78) dos controles e identificar como doentes (<0,7) 100%
dos casos de ST 45X e 56% (18/32) dos casos de ST com outros cariotipos.
Avaliando os resultados encontrados nos grupos controle e ST 45,X o teste
apresentou uma sensibilidade de 100% e especificidade de 97,4%, valor preditivo
positivo de 92,3% e valor preditivo negativo de 100%. Portanto concluimos que a
quantificagdo relativa dos genes ARSE:GAPDH em amostras de sangue
armazenadas em papel-filtro € um método rapido, simples, sensivel e especifico,
com custo viavel e passivel de automagdo, o que o torna potencialmente aplicavel
na triagem neonatal da sindrome de Turner 45,X ou na avaliagdo de grupos de risco

COMO meninas com baixa estatura.
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ABSTRACT

Turner syndrome (TS) is characterized by complete or partial loss of the
second sex chromosome. It occurs in approximately 1 out 5000 girls born alive.
Early recognition of TS allows appropriate therapy of short stature and pubertal
induction at usual age. The neonatal diagnosis of TS permits the active investigation
of associated congenital malformations, minimizing or avoiding sequels. The aim of
this study was to develop a molecular method for the diagnosis of TS employing
blood samples stored on filter paper. We evaluated 78 female controls, 25 TS girls
with cariotype 45,X and 32 TS patients with other cariotypes. After DNA extraction,
samples were submitted to a quantitative real-time PCR, using primers and probes
directed to ARSE gene (two copies in normal women) and to the control gene
GAPDH (two copies in normal women). Based on control group the normal
ARSE:GAPDH ratio was established with a cut-off value of 0.7. Abnormal
ARSE:GAPDH ratio (< 0,7) was present in 100% of the TS 45,X patients, and in 56%
of TS with other cariotypes. This cut-off value presented a sensitivity of 100% and
specificity of 97.4% in detecting TS with a positive predictive value of 92.3% and a
negative predictive value of 100%. We conclude that the determination of the
ARSE:GAPDH ratio in blood samples stored on paper filter is a fast, simple and
specific method, with viable cost and feasible automation, which makes it potentially
applicable in a neonatal screening program for the diagnosis of Turner syndrome
45,X. Additionally it can be used in the evaluation of risk groups such as that of girls

with short stature.
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380 Paulo, 29 de julho de 2005.
Projeto n°138/05

Informe este nimero para

identifical® seu projeto CEP
limo.(a).Sr.(a). "

Dr.(a). Murilo Rezende Melo
Departamento de Ciéncias Fisiologicas

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, reunido no dia 15/06/2005 e no
cumprimento de suas atribuigdes, apés revisdo do seu projeto de pesquisa:

"Um novo método para triagem neonatal das sindromes de turner
e klinefeiter por PCR em tempo real ” ,emitiu parecer inicial em

pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado inclusive o TCLE;

Com pendéncia modificacbes ou informacéo relevante a serem atendidas
l:] em 60 dias (enviar as alteragées em duas cépias)

l:, Retirado, por ndo ser reapresentado no prazo determinado;

l:] Néo aprovado: e

DAprovado inclusive  TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
vers&o), e encaminhado para apreciacdo da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — MS -CONEP, a qual deverd emitir parecer no prazo de 60 dias.
Informamos, outrossim, que, segundo os termos da Resolucgdo 196/96 do
Ministério da Sadde a pesquisa s6 podera ser iniciada ap6s o recebimento
do parecer de aprovacdo da CONEP.
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Prof. Dr.\//D(a/nlriel R.Muinoz
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa-ISCMSP
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