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Resumo

A baixa estatura € uma das maiores causas de encaminhamento de pacientes a
uma unidade pediéatrica, sendo uma indicacdo comum para avaliacdo genética.
Um dos mais importantes genes analisados em pacientes com déficit estatural € o
SHOX (Short stature HOmeobox-cotainig gene), relacionado com a baixa
estatura e deformidades esqueléticas. Este estudo teve como objetivo definir o
cariotipo das pacientes com suspeita clinica da sindrome de Turner (ST) e
investigar a haploinsuficiéncia do gene SHOX em pacientes com cariétipo normal
(46,XX) que apresentaram sinais clinicos de baixa estatura associada ou ndo a
malformacbes esqueléticas. As pacientes foram atendidas no Servico de
Genética Médica do IMIP e no Servigco de Endocrinologia Pediatrica do HC. A
analise citogenética foi realizada em linfécitos de sangue periférico e a
investigacdo de dele¢bes foi realizada através de marcadores de microssatélites.
A andlise citogenética realizada em 168 pacientes revelou alteracdes
cromossémicas compativeis com a ST em 68 pacientes (40,48%), 20 pacientes
(11,90%) apresentaram outras constituicdes cariotipicas e 80 pacientes (47,62%)
apresentaram cariotipo 46,XX, sendo 28 destas inseridas no estudo molecular. A
analise citogenética nas pacientes com suspeita clinica da ST permitiu definir
seus caridtipos e a investigacdo do gene SHOX permitiu descartar a
haploinsuficiéncia do gene em 46,43% da amostra de pacientes
citogeneticamente normais. Assim, a baixa estatura nestas pacientes ndo possui
etiologia genética para os marcadores moleculares utilizados no presente estudo.

Palavras-chave: baixa estatura; gene SHOX; microssatélites
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Abstract

Short stature is a major cause of referral of patient to a pediatric unit, a common
indication for genetic evaluation. One of the most important genes analyzed in
patients with short stature is the SHOX (Short stature homeobox gene) related
with short stature and skeletal deformities. The aim of this study was define the
karyotype of the patients with suspicion of the Turner syndrome (TS) and
investigate SHOX haploinsufficiency in patients with normal karyotype (46,XX)
who showed clinical signs of the short stature associated or not with skeletal
deformities. The patients were evaluated at Medical Genetic Service of the IMIP
and Pediatric Endocrinology Service of the HC. Cytogenetic analysis was
performed on peripheral blood lymphocytes and investigation of deletions was
performed using microsatellites markers. Cytogenetic analysis performed on 168
patients showed chromosomal defects compatible with TS on 68 patients
(40,48%), 20 patients (11,90%) had others karyotypic alterations and 80 patients
(47,62%) showed 46,XX karyotypes, 28 out of them were included in the
molecular study. Cytogenetic analysis in patients with clinical suspicion of TS
allowed to define their karyotypes and research of the SHOX gene excluded
haploinsufficiency of the gene in 46,43% of the sample of patients cytogenetically
normal. Thus, short stature in these patients has not genetic etiology for the
molecular markers used in this study.

Key words: short stature; SHOX gene; microsatellites
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1. Introducéo

O crescimento € um processo dinamico e continuo que ocorre desde a
concepcao até o final da vida, influenciado e regulado por fatores intrinsecos,
como 0S genéticos, e por fatores extrinsecos, que incluem uma variedade de
caracteristicas ambientais. O seu acompanhamento deve sempre ser realizado
uma vez que ajuda a compreender o estado de saude do individuo.

O crescimento longitudinal ocorre devido a proliferacéo e diferenciacao dos
condrécitos na placa de crescimento, e estando sob o controle de fatores
genéticos e ambientais, qualquer desregulacdo pode levar ao desenvolvimento de
baixa estatura, bem como as displasias esqueléticas. Quando uma crianca
apresenta estatura abaixo da considerada normal para a idade e sexo, o déficit de
crescimento se torna motivo de preocupacao por parte dos familiares. Assim, a
baixa estatura é uma das maiores causas de encaminhamento a uma unidade
pediatrica, sendo uma indicacdo comum para avaliagdo genética.

Cerca de 50% das pacientes encaminhadas ao Laboratorio de Genética e
Citogenética Animal do Departamento de Genética/CCB/UFPE para analise
cromossOmica tem revelado cariotipos normais (46,XX) em sangue periférico
apesar de apresentarem achados clinicos compativeis com a ST, como baixa
estatura e/ou malformagfes esqueléticas.

Um dos mais importantes genes analisados em pacientes com déficit
estatural € o gene SHOX (Short stature HOmeobox-cotainig gene). Alteracdes
neste gene resultam em baixa estatura e deformidades esqueléticas em pacientes
portadoras da sindrome de Turner (ST). Além disso, a sua haploinsuficiéncia tem
sido detectada em individuos com Discondostreose de Leri Weill (DLW), uma

displasia 6ssea, em pacientes com baixa estatura idiopatica (BEI) e em criangas
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pequenas para a idade gestacional (PIG). Uma forma mais grave de displasia
0ssea, a Sindrome de Langer, ocorre devido a delecdo completa deste gene.

Uma investigacao da haploinsuficiéncia do gene SHOX em pacientes com
suspeita clinica de ST, porém com baixa estatura e cariotipo normal (46,XX),
proporciona um diagnostico molecular preciso para uma conduta médica

diferenciada e fornece a familia aconselhamento genético.



2. Revisao da Literatura

2.1 O crescimento e a baixa estatura

O padrao de crescimento € um dos melhores indicadores do estado de
saude da crianca, sendo fundamental para a formag¢do de um individuo adulto
saudavel. O crescimento pode ser dividido em diferentes estagios: o intra-uterino,
a lactancia, a infancia e a adolescéncia (Diago Cabezudo et al., 2006; Jorge et al.,
2006; Rosenbloom & Vilar, 2006).

O processo que leva um individuo a alcancar sua altura final continua
sendo pouco conhecido devido ao grau de complexidade. O crescimento
longitudinal € influenciado por diversos fatores, sendo assim uma condicao
multifatorial, em que 0s aspectos genéticos e neuroenddcrinos assim como as
questdes ambientais (nutricionais, psicossociais, atividade fisica) influenciam no
aumento corporal em altura de cada individuo (Quinteiro Garcia et al., 2004;
Torres & Silva, 2007).

O processo de crescimento é a expressao fenotipica do potencial genético
de cada individuo que pode ser modulada por fatores especificos e externos a
ele, em que o alcance da estatura final vai depender do ambiente no qual o
individuo esta inserido (Cabezudo et al., 2006; Torres & Silva, 2007). Assim, do
ponto de vista nutricional, uma dieta de qualidade, rica em minerais e vitaminas,
interfere no crescimento, da mesma forma que a interacdo mae-filho e a pratica
regular de atividade fisica sdo indispensaveis para a promocdo de um
crescimento saudavel (Torres & Silva, 2007).

Desvios de crescimento em relacdo ao padrao de normalidade pode ser um
indicativo de uma doenca especifica, embora nem todas as variantes do padréo

normal sejam consideradas patoldgicas. A baixa estatura, por definicdo, € altura
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inferior a 2 desvios padrées (DP) abaixo da média para o sexo e idade, que é
demonstrada na curva padrdo de crescimento como um comprimento ou altura
inferior ao percentil 3 (Fig. 1 e 2) (Cabezudo et al., 2006; Seaver & Irons, 2009).

Altura para a idade - meninas entre 5 e 19
A Distribuicéo — anos (Z-scores)

normal ou
gaussiana

fo(x)

§
E
=3
k-
T

0214

00135 _3¢/11359 1 3413 1 3413 1 13501

00135
4

3369 369 363 363 363 365 365 389
9 Ll il 13 13 14
Age (completed months and years)

2007 WHO Reference

-3¢ -26 -0 0 (V] 26 3o
X

Figura 1. A. Curva de distribuicdo normal, onde os numeros se referem a fracdo da populacéo
fora do score de desvio padréo indicado. B. Grafico de referéncia para altura, em
meninas de 5 a 19 anos de idade. Fonte: Adaptado de Rosenfeld. (2005);
http://www.who.int/growthref/cht hfa girls perc 5 19years.pdf.

Altura para a idade — meninas entre 5 a 19 anos (em
percentil)

100

Momns 369 369 369 369 3653 363 369 363 363 368
Years 5 13 7 8 9 10 1 12 13 14

Age (complefed months and years)

2007 WHO Reference
Figura 2. Gréfico de referéncia para altura, em percentil, em meninas de 5 a 19 anos de idade.
Fonte: Adaptado de http://www.who.int/growthref/cht hfa qirls perc 5 19years.pdf.
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Os disturbios do crescimento podem ser reunidos em trés grupos: 0S
primérios, secundarios e a baixa estatura idiopética (BEI) (Kant et al., 2003; Will et
al., 2008). Os disturbios priméarios do crescimento sdo causados por anomalias
nos o0ssos e/ou no tecido conjuntivo (condi¢cdes intrinsecas da placa de
crescimento), em que geralmente 0s pacientes apresentam estatura
desproporcionada. Essas alteracdes incluem: disturbios genéticos (sindrome de
Noonan, sindrome de Silver-Russel, sindrome de Laurence-Moon, sindrome de
Bardet-Bield), distlirbios cromossdémicos (sindrome de Turner, sindrome de
Down), displasias O6sseas (acondroplasia, hipocondroplasia, sindrome de Leri-
Weil) e retardo do crescimento intra-uterino (Kant et al., 2003; Jorge et al., 2006;
Rosenbloom & Vilar, 2006).

Nas alteracdes secundarias do crescimento o potencial 6sseo € normal,
porém ha condicbes que modificam a fisiologia da placa de crescimento, ou seja,
os fatores sdo extrinsecos ao tecido 0sseo e conjuntivo. Nesse grupo estdo
inseridas diferentes doencas sistémicas, em que a idade Ossea frequentemente
se encontra atrasada. Incluem as causas endocrinas de baixa estatura (Quadro 1)
e as causas nao enddcrinas (Quadro 2) (Kant et al., 2003; Jorge et al., 2006;

Rosenbloom & Vilar, 2006; Will et al., 2008).



Quadro 1 Causas endécrinas de baixa estatura

Hipotiroidismo primario (congénito ou adquirido)

Sindrome de Cushing (end6gena ou exdgena)
Deficiéncia congénita de GH (isolada ou associada a outras deficiéncias de hormonios
hipofisarios)

Deficiéncia adquirida de GH

Tumores hipotalamicos-hipofisarios
Histiocitose X

InfecgBes do sistema nervoso central
Traumatismo craniano

Irradiagdo craniana

Acidentes vasculares cerebrais

Hidrocefalia

Sindrome da sela vazia

Disturbios do metabolismo da vitamina D
Diabetes mellitus tipo 1 (mal controlado)
Diabetes insipido (ndo-tratado)

Resisténcia ao GH

Deficiéncia de IGF-I

Fonte: Rosenbloom & Vilar (2006).

Quadro 2 Causas nao enddcrinas de baixa estatura

Desnutricdo

Patologias renais (insuficiéncia renal crénica, sindrome nefrética e acidose tubular)
Patologias cardiovasculares (cardiopatias congénitas e insuficiéncia cardiaca congestiva)
Doencas hematolégicas (talassemia e anemia falciforme)

Doencas gastrointestinais (doenga inflamatdria intestinal, doencas hepaticas cronicas,
doenca celiaca, fibrose cistica)

Doencas respiratdrias (asma, fibrose cistica)

Disturbios imunoldgicos (doencas do tecido conjuntivo, artrite reumatoide juvenil, infec¢Bes
cronicas)

Baixa estatura psicossocial

Fonte: Adaptado de Rosenbloom & Vilar (2006).

A BEI é um diagndstico de exclusao, no qual se considera a histéria clinica
e 0 exame fisico detalhado, que agrupa diversas condi¢des clinicas, em que ha
alteracdo do crescimento sendo este de etiologia desconhecida. Representa uma
condicdo na qual o paciente possui altura -2 desvios padrao (DP) abaixo da média
da populacdo normal de mesmo sexo e idade, sem evidéncias de anormalidades

cromossOmicas, nutricionais, enddcrinas e doencas sistémicas. De modo geral, a




BEI representa cerca de 80% de todos os pacientes com baixa estatura que
procuram atendimento (Longui, 2008; Carrascosa et al., 2011; Wit, 2011).

A BEI é dividida em dois grupos: a baixa estatura familiar (BEF) e a baixa
estatura nao familiar (BENF) (Pedicelli et al., 2009; Poyrazoglu et al., 2009). Nos
pacientes com BEF, os individuos sdo pequenos quando comparados a
populacao de referéncia, mas permanecem dentro do intervalo esperado para a
familia (Pedicelli et al., 2009). Nestes pacientes, a velocidade de crescimento
(VC) € normal ou no limite inferior do normal, a idade 6ssea (I0) compativel com a
idade cronoldgica (IC) e a previséo de estatura final (pEf) € abaixo do normal para
a populacéo geral (Longui, 2008).

A segunda classe, BENF, inclui criancas pequenas quando comparadas a
populacdo com estatura normal, apresentando-se também, abaixo do percentil
dos pais (Longui, 2008; Pedicelli et al., 2009). Na BENF estéo incluidos individuos
com retardo constitucional do crescimento e puberdade (RCCP), em que criancas
e adolescentes sdo pequenos para um intervalo esperado e apresentam
puberdade tardia, sendo esse diagnéstico de RCCP sempre de exclusao (Longui,
2008; Wit et al., 2008; Poyrazoglu et al., 2009).

A historia clinica e exame fisico de cada paciente sdo fundamentais para a
realizacdo de um diagnéstico preciso de baixa estatura, o qual é importante para
0 prognostico e avaliacdo das possibilidades de tratamento, culminando com uma
terapia adequada. Em diferentes casos, a perda da estatura € o resultado de uma
desordem monogénica. Entretanto, devido ao grande numero de genes
candidatos, é fundamental escolher o mais apropriado a ser investigado (Quinteiro

Garcia et al., 2004; Caliebe et al., 2012).



Um dos mais importantes genes candidato para investigacdao em individuos
com baixa estatura € o gene SHOX (short-stature homeobox gene). A perda de
uma das copias do SHOX resulta em uma variedade de fendtipos associados a
baixa estatura e alteracbes esqueléticas, como observado na baixa estatura
idiopatica (BEI) onde as mutacdes de ponto ou delecdo do SHOX tém sido
observadas (Rao et al., 1997; Rappold et al., 2007). Outros genes candidatos
como o GH1 (Growth hormone 1), GHR (growth hormone receptor), STAT5B
(signal transducer and activator of transcription 5B) e IGFALS (insulin-like growth
factor binding protein, acid labile subunit) podem ser analisados, porém alterac6es
nesses genes sao bastante raras. A escolha dos genes a serem analisados
dependera das condicfes clinicas de cada paciente, visando reduzir o tempo e

custo das andlises (Fig. 3) (Quinteiro Garcia et al., 2004; Caliebe et al., 2012).
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2.2 O gene SHOX

O intervalo critico para a baixa estatura (uma regido de 700 Kb) foi
reduzido a um segmento de DNA de 170 Kb, onde nesta regido, o gene SHOX foi
identificado (Rao et al.,, 1997). No mesmo ano, Elisson et al. identificaram um
gene, nomeado PHOG (Pseudoautosomal Homeobox-containing Osteogenic
gene), e constataram que a sua haploinsuficiéncia seria responsavel pela baixa
estatura visivel na ST. Embora o gene isolado por Rao et al. (1997) e o gene
descrito por Elisson et al. (1997) se tratassem do mesmo gene, a denominacao
atribuida por Rao et al. (1997) se tornou amplamente utilizada.

O gene SHOX reside na regiao pseudoautossbmica 1(PAR1), que possui
cerca de 2,6 Mb, nos cromossomos sexuais X (Xp22.3) e Y (Ypl11.3) (Fig. 4). Este
gene ocupa uma regido genémica de cerca 40 kb e compreende 7 éxons (Fig. 5),
sendo os éxons 1 e 2 constituidos por 262 e 708 pb, os éxons 3 e 4 possuem 209
e 58 pb, respectivamente. O éxon 5 possui 89 pb e os éxons 6a e 6b sdo
constituidos por 1.166 e 625 pb, respectivamente, e possuem grande regido 3’
nao traduzida (Jorge et al., 2008; Binder, 2011).

A expressdo do gene SHOX é regulada ao nivel transcricional por duas
regides promotoras alternativas, P; e P,, estando a primeira localizada a montante
do éxon 1, e a segunda residindo no éxon 2, e que geram duas classes de
transcritos, o transcrito tipo 1 e tipo 2, respectivamente. Os RNA mensageiros
(RNAmM) gerados diferem quanto ao tamanho da regido 5’ nao traduzida (5’ UTR),
sendo que o transcrito tipo 1 € menos traduzido, embora apresente uma regiao 5’
UTR maior, havendo dessa forma uma correlacéo inversa entre comprimento e o

processo de traducdo (Fig. 6). Esses dados sugerem que o promotor P, seja
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utilizado em situacdes que necessitem de quantidades elevadas da proteina

(Blaschke et al., 2003).

SHOX
Xp22,3 <—— PAR1 —» (@™ yp Ypi13
Xp % Yq
_____ Y
Xq /
PAR 2

Figura 4. Localizacdo do gene SHOX na regido pseudoautossdmica 1 (PAR1). Fonte: Adaptado
de Oliveira & Alves (2011).
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Figura 5. Localizagdo cromossOmica, estrutura gendmica e as formas de cDNA. Fonte: Adaptado
de Oliveira & Alves. (2011).
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Figura 6. A transcricdo do gene SHOX é regulada por promotores alternativos, P1 e P2, gerando
diferentes transcritos, tipo 1 e tipo 2, com distintos 5-UTRs. Fonte: Adaptado de
Blaschke et al. (2003).

O gene SHOX faz parte de uma familia de genes conhecidos como
‘homeobox gene”, os quais estdo relacionados com a regulagdo do
desenvolvimento e embriogénese. A regido homeobox com 180 pb € porcéo do
gene que codifica o0 homeodominio, um motivo altamente conservado entre as
espécies 0 qual compreende 60 aminoacidos (aa). Esta regido desempenha a
funcao de se ligar a sequéncias especificas de DNA, culminando com a regulacao
transcricional de genes alvos. Além disso, o dominio é importante para
translocacdo nuclear bem como dimerizacdo. No gene SHOX, os éxons 3 e 4
codificam este dominio (Svingen & Tonissen, 2006; Binder, 2011).

O gene SHOX da origem a dois tipos de transcritos, gerados a partir do
splicing alternativo dos éxons 6a e 6b: 0 SHOXa e o SHOXDb, sendo idénticos a &’
e diferem devido a porcdo 3’ no ultimo éxon. A tradugdo gera dois tipos de
proteinas: a proteina SHOXa, com 292 aa e a proteina SHOXb, com 225 aa (Rao
et al., 1997; Binder, 2011). As duas isoformas apresentam o homeodominio de 60

aminoacidos, entretanto, apenas SHOXa possui o dominio OAR (orthopedia

aristaless rax). Sendo assim, apenas o SHOXa atua como ativador transcricional,
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uma vez que o dominio OAR é responsavel pela transativacdo génica (Binder,
2011; Oliveira & Alves, 2011).

As duas isoformas geradas a partir do SHOX revelam distribuigéo tecidual
diferenciada, uma vez que, a proteina SHOXa é amplamente expressa enquanto
que a expressao de SHOXb é mais restrita e predominantemente encontrada em
fibroblastos da medula 6ssea (Rao et al., 1997). Enquanto o SHOXa atua como
ativador transcricional, SHOXb atua modulando a atividade de SHOXa, em que o
heterodimero SHOXa-SHOXb apresenta atividade diferenciada de homodimeros
SHOXa. A proteina SHOX2 codificada pelo gene SHOX2 (short sature homeobox
2) localizado no cromossomo 3g25-g26.1 é pardloga ao SHOX, e acredita-se que
SHOX2 e SHOX formem heterodimeros, podendo competir pelo mesmo sitio de
ligacdo (Blaschke et al., 1998; Oliveira & Alves, 2011).

Altos niveis de expressdo do SHOX tém sido detectados em células 6sseas
trabeculares durante a fase adulta (Marchini et al., 2007). A expresséao foi também
detectada nos musculos esquelético e cardiaco e nos fibroblastos da medula
O0ssea. Durante a vida fetal, a expressao deste gene é restrita ao desenvolvimento
dos membros bem como dos 1° e 2° arcos faringeos (Oliveira & Alves, 2011). O
gene SHOX é expresso na placa de crescimento a partir da 122 semana de
gestacdo e na infancia, suportando a ideia que este gene tem um papel
importante no crescimento e desenvolvimento esquelético (Munns et al., 2004).

A expressdo do gene SHOX ocorre principalmente em condroécitos
hipertréficos, indicando que este gene esta envolvido na regulacdo da
diferenciacdo e apoptose dessas células (Marchini et al., 2004). O crescimento
longitudinal ocorre na placa de crescimento atraveés da ossificacdo endocondral.

Neste processo, os condrocitos iniciam a proliferagdo (zona proliferativa) e, em
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seguida, sofrem diferenciacdo, seguida por apoptose (zona hipertrofica) e
mineralizacdo. Assim, a expressao desse gene desempenha um efeito regulador
positivo no desenvolvimento ésseo, uma vez que 0s condrdcitos apoptoticos sao
substituidos por osteoblastos, ocorrendo o processo de ossificacdo (Munns et al.,
2004).

A proteina SHOX2 é idéntica ao SHOX em 83% ao nivel de aminoacido e
ambas apresentam um mesmo homeodominio. Além disso, SHOX2 também é
expresso no desenvolvimento dos membros, e sua expressdo também tem sido
detectada nos 1° e 2° arcos faringeos, processo nasal, coracdo, sistema nervoso
central e tubérculo genital. Entretanto, até o momento, SHOX2 néo tem sido
relacionado a nenhuma sindrome especifica (Blaschke et al., 1998; Oliveira &
Alves, 2011). O gene SHOX esta presente em varias espécies de vertebrados,
entretanto ndo possui um ortélogo em roedores. Desta forma, diferentes estudos
tém sido realizados utilizando embrides de galinhas, que possui um ortélogo do
SHOX, para aumentar o entendimento do papel do SHOX no desenvolvimento
dos membros (Sabherwal et al., 2007; Decker et al., 2011).

Para ativacdo transcricional, proteinas contendo o homeodominio
controlam a expressdo de genes alvo através de suas ligacbes a sitios
especificos de DNA na regido promotora do gene alvo, que consistem de
sequéncias palindrébmicas TAAT(N)ATTA (Schneider et al., 2005; Binder, 2011). O
gene NPPB (natriuretic peptide B), que codifica o peptideo natriurétrico cerebral
(BPN) e regula a ossificagdo endocondral, tem sua regido promotora reconhecida
pela proteina SHOX, sendo influenciado e controlado pela expressao deste gene

(Marchini et al., 2007).
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O gene FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3), que codifica um
membro da familia do receptor do fator de crescimento de fibroblastos, é regulado
pela expressdao do gene SHOX, atuando como repressor ou ativador génico
(Decker et al., 2011). De fato, as proteinas HOX atuam como repressoras ou
como ativadoras, dependendo dos cofatores tecido-especificos e dos sitios de
ligacdo no promotor do gene alvo no qual a proteina se liga. Um papel importante
€ desempenhado por FGFR3 no desenvolvimento dos membros, inibindo a
proliferacdo e promovendo a diferenciacdo dos condrdcitos, desempenhando um
efeito regulador negativo do crescimento 6sseo (Svingen & Tonissen, 2006;
Decker et al., 2011).

Uma regulacéo positiva foi detectada em U20S (células de osteosarcoma
humano) e em NHDF (fibroblastos humano) enquanto que um efeito repressivo de
shox sobre fgfr3 ocorreu em culturas chMM (chicken micromass). O efeito
repressivo em culturas chMM seria considerado um sistema modelo que
permitiria postular hipéteses que explicassem os diferentes fenétipos encontrados
em individuos com defeitos no gene SHOX. Assim, as alteracdes no gene SHOX
provavelmente aumentariam a expressao do gene FGFR3 em 0ssos como a ulna,
radio, tibia e fibula, acelerando a fusdo da placa de crescimento e culminando
com encurtamento dos o0ssos. Por outro lado, mutacbes no gene FGFR3
resultariam em maiores efeitos no fémur e Umero, uma vez que o FGFR3 nao é
regulado pelo SHOX nessas regides. O paralogo do SHOX, o SHOX2, expresso
nos segmentos rizomélicos nao é capaz de regular o gene FGFR3 (Decker et al.,
2011).

A proteina SHOX é fosforilada em varios residuos de serina, entretanto o

Serl06 é o maior sitio, sendo a fosforilagdo um mecanismo importante que regula
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a atividade de muitos fatores de transcricdo. Essa modificacdo poés-traducional
pode interferir na estabilidade da proteina, localizagcéo, afinidade de ligacdo ao
DNA bem como o potencial de transativagéo. A substituicdo in vitro e in vivo de
Serl106 por Ala, ndo altera a localizacao nuclear e habilidade de ligacdo ao DNA,
porém elimina a capacidade da proteina atuar como ativador transcricional e
induzir a parada do ciclo celular e apoptose. Esses dados sugerem que a
fosforilacdo é essencial para as fungdes bioldégicas de SHOX, modulando sua
atividade (Marchini et al., 2006).

Niveis normais da proteina SHOX sdo associados com crescimento 6sseo
e crescimento corpoéreo longitudinal e a haploinsuficiéncia do gene SHOX esta
relacionada a um espectro clinico variado, onde mutaces em um mesmo gene
geram diferentes fendtipos. Apesar do cromossomo X sofrer inativacdo durante o
inicio da embriogénese, cerca de 15% dos genes deste cromossomo escapam
deste processo, sendo 0 gene SHOX um destes. Assim, este gene € herdado
como duas cépias funcionais e a perda de funcdo de um dos alelos origina
alteracdes na sua atividade resultando em desordens do crescimento. Alteracfes
no gene SHOX desencandeiam baixa estatura e malformacdes esqueléticas em
individuos com Discondrosteose de Leri-Weill (DLW), Displasia Mesomélica de
Langer (DML), Sindrome de Turner e individuos com baixa estatura idiopatica

(Binder, 2011; Oliveira & Alves, 2011; Alvarez-Mora et al., 2012).

2.2.1 Doencgas relacionadas ao gene SHOX

2.2.1.1 Discondrosteose de Leri-Weill

Discondrosteose de Leri-Weill (DLW) é uma displasia 6ssea caracterizada

por baixa estatura e encurtamento mesomélico dos membros (antebracos e
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pernas curtos). Essa condicdo € acompanhada por uma deformidade no punho,
visivel clinicamente ou através de raio X, correspondendo a uma pseudoluxagao
dorsal da porcao distal do radio e ulna (deformidade de Mandelung). Essa
condicéao clinica se desenvolve na maior parte dos casos, durante a adolescéncia
sendo mais prevalente em mulheres (Fig. 7) (Llano-Rivas et al., 2011; Salmon-
Musial et al., 2011). Alguns sinais como micrognatia, encurtamento dos
metacarpos, cubito valgo, palato ogival, geno varo e escoliose sado observados em
pacientes com DLW. Esta condicdo ocorre com frequéncia de 1:2.000 a 1:4.000
(Jorge et al., 2008; Salmon-Musial et al., 2011).

Alteragdes envolvendo o gene SHOX séo encontradas em cerca de 60 a
100% dos pacientes com DLW, entretanto, ndo ha uma correlacdo consistente
entre genaotipo-fendtipo. A expressao incompleta em familias com DLW tem sido
demonstrada, com pacientes portadores de defeitos do SHOX, apresentando
apenas baixa estatura, porém sem deformidade de Mandelung (Alvarez-Mora et

al., 2012).

Figura 7. Deformidade de Madelung. a) Encurtamento do antebraco com pseudoluxacao dorsal da
porcao distal da ulna; b) Radiografia de antebraco e punho com desvio ulnar do radio e
fuséo da borda ulnar do radio. Fonte: Jorge et al. (2008).
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2.2.1.2 Displasia mesomélica de Langer

Displasia Mesomélica de Langer (DML) é uma condicao rara caracterizada
por baixa estatura e alteracfes esqueléticas, em que ha um severo encurtamento
dos ossos longos, deformidade de Mandelung, encurtamento do radio e um dorsal
deslocamento da ulna distal (Fig. 8). Outras malformacbes sdo raras e
comumente o desenvolvimento intelectual é preservado nestes pacientes. DML é
uma condicao clinica em que h& perda de ambos as copias do gene SHOX,
sendo considerada uma manifestacdo homozigética de DLW (Zinn et al., 2002;

Thomas et al., 2004).
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Figura 8. Aspecto geral de cinco individuos com Displasia Mesomélica de Langer. Fonte: Zinn et
al.(2002).
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2.2.1.3 Sindrome de Turner

A sindrome de Turner (ST) € uma das cromossomopatias mais frequentes
encontradas na pratica clinica, ocorrendo numa incidéncia aproximada de 1:2500
recém-nascidos vivos do sexo feminino (Bianco et al., 2008; Donadile et al.,
2012). O numero de recém-nascidas corresponde a uma pequena fracdo do total
de conceptos com ST, uma vez que, a maioria dos conceptos humanos 45,X
(99%) abortam espontaneamente durante as primeiras fases do desenvolvimento
embrionario, usualmente no primeiro trimestre de gravidez (Wolff et al., 2010;
Zhong & Layman, 2012).

A ST esta associada a baixa estatura e disgenesia gonadal, onde niveis de
esteroides sexuais femininos levam ao atraso no desenvolvimento puberal,
amenorreia primaria e esterilidade. As pacientes com esta sindrome sé&o
acometidas por diferentes anormalidades esqueléticas, tais como térax largo e em
escudo, cubito valgo, geno valgo e encurtamento do quarto metacarpo e
metatarso. Estdo presentes alguns sinais dismoérficos, como face triangular,
pescoco curto e alado (pterygium colli), micrognatia, palato em ogiva, estrabismo,
mamilos hipoplasicos, baixa implantacdo dos cabelos na nuca, orelhas
proeminentes e de implantacdo baixa, ptose palpebral, pregas epicanticas entre
outros, e anomalias em 6rgdos tais como rins e coracdo (Baldin et al., 2005;
Hjerrild et al., 2008; Carvalho et al., 2010).

Os sinais clinicos mais evidentes que apontam para um diagndstico de ST
estdo relacionados a idade do individuo. Durante a fase pré-natal a suspeita desta
sindrome ocorre devido a visualizacdo, atraves de avaliacdo ao ultra-som fetal, de
sinais clinicos sugestivos, tais como: higroma cistico, aumento da translucéncia

nucal, coarctagdo da aorta, anomalias renais e retardo no crescimento. Além
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disso, na triagem materna triplice, niveis anormais das dosagens de
gonadotrofina coridnica humana (hCG), estriol ndo conjugado e a-fetoproteina
podem sugerir o diagndstico de ST (Wolff et al., 2010; Gonzalez & Witchel, 2012).

Cerca de 20 a 33% das pacientes recebem um diagnostico quando recém-
nascidas devido a presenca de sinais clinicos como edema nas maos e pés,
pterygium colli, cardiopatia congénita, baixa implantacdo das orelhas, baixa
implantacdo dos cabelos, hipoplasia da mandibula. Aproximadamente 35% das
garotas sdo diagnosticadas durante a infancia através da investigacdo de baixa
estatura, sendo este um sinal clinico constantemente encontrado na ST, cubito
valgo, nevos pigmentados mudltiplos, dismorfia facial, 4° metacarpo curto, palato
em ogiva, otite média cronica, e niveis aumentados de horménio foliculo-
estimulante (FSH) (Lipay et al., 2005; Santos et al., 2010; Collett-Solberg et al.,
2011; Gonzalez & Witchel, 2012).

O diagndstico pode ser retardado até a idade adulta em até 10% das
mulheres, particularmente naguelas que entram espontaneamente na puberdade
e subsequentemente exibem amenorreia secundaria ou infertilidade. A
cariotipagem a partir de sangue periférico deve ser realizada em todos o0s
individuos com suspeita de ST (Elsheikh et al., 2002; Sybert & Mccauley, 2004;
Santos et al., 2010; Collett-Solberg et al., 2011; Gonzalez & Witchel, 2012).

A ST é caracterizada citogeneticamente pela presenca de um cromossomo
X e perda total ou parcial do segundo cromossomo sexual, sendo um evento
esporadico dentro de uma familia (Wolff et al., 2010; Balakov et al., 2012). Em 70-
80% dos casos, o cromossomo X normal é herdado da mée, ou seja, é o
cromossomo X ou Y paterno que é perdido, tanto em uma fase inicial durante a

embriogénese como pela ndo-disjuncéo do par XY na meiose paterna. O erro na
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meiose paterna ocorre, ha maioria das vezes, na meiose | da espermatogénese,
possivelmente refletindo a auséncia de pareamento ao longo do bivalente X-Y
com maior vulnerabilidade ao processo de ndo-disjuncédo (Hassold & Hunt, 2001;
Bakalov et al., 2012).

Uma variedade de alteracbes cromossémicas ocorre na ST e a
cariotipagem, realizada a partir de cultura de linfécitos, tem revelado que cerca de
50% das pacientes com ST apresentam constituicdo cariotipica 45,X, e
mosaicismo ocorre em cerca de 20-30% das pacientes (Collett-Solberg et al.,
2011). Alteracbes cromossbmicas estruturais como delecbes, duplicacoes,
translocacdes e anéis, também sdo visualizadas, as quais estdo associadas a
quebras cromossdmicas e desequilibrio génico (Djordjevic et al., 2010; Onal et al.,
2012).

Cerca de 10% das pacientes com ST apresentam um isocromossomo do
braco longo do X (46,X,i(Xq)) (Agrawal et al., 2009) enquanto que um
cromossomo X em anel € encontrado em cerca de 6% das pacientes (Onal et al.,
2012). Além disso, material derivado do cromossomo Y estd presente em cerca
de 5% das pacientes (Gonzalez & Witchel, 2012). As translocacdes sao
rearranjos raros em pacientes com ST (Djordjevi¢ et al., 2010) assim como as
duplicacdes que envolvem o cromossomo X (Burégio-Frota et al., 2010).

As caracteristicas clinicas na ST variam amplamente segundo a idade e
constituicdo cromossdmica que as pacientes apresentam, existindo correlacbes
entre o cariétipo e o fendtipo das mesmas (Sybert & Mccauley, 2004; Agrawal et
al., 2009; Bispo et al., 2012). Malformac6es congénitas encontradas na ST, como
anomalias do coracao e do sistema urinario, sdo mais frequentes nas pacientes

com caridtipo 45,X. Nessas pacientes, a dificuldade de aprendizagem é maior
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guando comparadas a pacientes mosaicos 45,X/46,XX (Gravhot et al.,1998;
Hjerrild et al., 2008; Agrawal et al., 2009).

Pacientes com i(Xq) quase sempre apresentam um quadro clinico com
gbnadas em fita, amenorréia primaria e baixa estatura (Rosa et al., 2008). A
manutencdo ovariana € dependente da presenca de dois cromossomos X
integros, caso contrario os foliculos ovarianos degeneram e a gbnada torna-se
disgenética (Mello et al., 2005). O i(Xqg) esta associado ao aumento do risco de
desenvolver patologias auto-imunes, como a Tireoidite de Hashimoto, um sinal
clinico que parece ser mais frequente entre estes individuos (Balakov et al.,
2012).

Pacientes com ST possuem, geralmente, inteligéncia normal, com excecéo
daquelas que apresentam mosaicismo em que uma das linhagens celulares inclui
um cromossomo X em anel (Agrawal et al., 2009). Pequenos r(X) sdo associados
a um grave fendtipo, incluindo retardo mental. A auséncia do gene XIST,
localizado dentro do centro de inativacdo Xgl3.2, tem sido relacionada a esta
condicdo atipica na ST. Entretanto, ha relatos de portadoras do r(X) sem um
grave fendtipo (Turner et al., 2000; Rosa et al., 2008).

Pacientes com ST quando em mosaicismo com uma linhagem do
cromossomo Y ou quando segmentos Y-especificos estdo presentes, exibem um
risco aumentado de desenvolverem o tumor gonadoblastoma (GB) (Bianco et al.,
2009). O GB é uma neoplasia associada ao desenvolvimento gonadal, sendo
histologicamente definida como um tumor composto por dois principais tipos de
células: ninhos contendo células germinativas misturadas a células de corddes
sexuais, semelhantes as células imaturas de Sertoli ou granulosa. Em cerca de

66% dos casos sédo encontrados elementos semelhantes as células de Leyding ou
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células luteinizadas no estroma. A aparéncia do tumor pode ser alterada por
calcificacdo, que esta presente na maioria dos casos, ou por hialinizacédo (Scully,
1970, 1977; Pauls et al., 2005).

Apesar do GB ser um tumor das células germinativas in situ, esta neoplasia
apresenta consideravel potencial maligno e em metade dos casos as células
germinativas infiltram o estroma para formar tumores malignos das gbnadas.
Sendo assim, embora 0 gene responsavel pelo desenvolvimento desta neoplasia
ainda nao tenha sido determinado, a deteccdo de um cromossomo Y por técnicas
citogenéticas ou a analise de mosaicismo oculto de sequéncias Y-especificas
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ou Hibridagdo in situ
Fluorescente (FISH) tem sido estimulada para nortear a indicacdo da
gonadectomia como método profilatico (Bianco et al., 2009; Kota et al., 2012).

As alteracBes fenotipicas associadas a duplicacbes sdo geralmente
atribuidas ao excesso de dosagem génica da regido duplicada. Esses rearranjos
podem ser herdados ou de novo, sendo este Ultimo, uma condicdo rara e
associada a estigmas de ST (Burégio-Frota et al., 2010). As translocacdes
balanceadas em individuos com caritipos 45,X, translocacdes entre
Cromossomos autossomos e sexuais bem como, entre cromossomos sexuais X;Y
também sdo eventos raros, porém estao associados ao fenotipo encontrado em
pacientes com ST (Djordjevic et al., 2010; Portnoi et al., 2012).

A variedade de caracteristicas somaticas na ST indica que diferentes
genes localizados no cromossomo X S&0 responsaveis pelas caracteristicas
fenotipicas desses individuos. Diferentes mecanismos moleculares tém sido
propostos para explicar o fenotipo observado na ST, em que algumas condi¢des

clinicas seriam ocasionadas pela haploinsuficiéncia de genes que escapam a
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inativacdo. Desta forma, os fendtipos alterados seriam o resultado da dosagem do
gene especifico. Outros problemas comuns a ST sdo provavelmente causados
pelo imprinting genético no cromossomo X, e haploinsuficiéncia de outros genes
ainda nao elucidados (Urbach & Benvenisty, 2009; Davenport, 2010).

A faléncia ovariana na ST tem sido associada a haploinsuficiéncia de
genes no cromossomo X que escapam a inativagcao, uma vez que os bragos curto
e longo contém genes importantes para funcdo ovariana e a aneuploidia pode
levar a reducdo de odcitos. As regides do X vitais para um desenvolvimento
ovariano normal tém sido descritas como “regides criticas” compreendendo a
parte Xpll, Xgl3-25 e Xg26-28 (Elsheikh et al., 2002; Sybert & Mccauley, 2004;
Zhong & Layman, 2012). A haploinsuficiéncia do SHOX explica a baixa estatura
na ST, associada também a diferentes alteracdes esqueléticas, tais como, cubito
valgo, geno valgo e encurtamento dos metacarpos, dentre outras caracteristicas

(Quadro 3) (Hjerrild et al., 2008).

Quadro 3 A haploinsuficiéncia do gene SHOX.

Explica:

e Baixa estatura
Encurtamento dos metacarpos
Cubito valgo
Deformidade de Mandelung
Palato arqueado

e Micrognatia

N&o explica:
¢ Malformagbes cardiovasculares congénitas
e Disturbios endécrinos
Deficiéncia de estrogeno e infertilidade
Aumento da mortalidade?
SHOX é expresso no pancreas. Isto explica a disfuncao das células beta?
Aumento da mortalidade?
Outros estigmas da ST?

Fonte: Modificado de Hjerrild et al. (2008).
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2.3 Microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como short tandem repeats (STRS)
ou simple sequence repeats (SSRs), sdo sequéncias de DNA repetidas em
tandem formadas por motivos de repeticdo de 1-6 pb, podendo ser encontrados
nos genomas de eucariotos e procariotos (Kelkar et al., 2008; Leclerq et al.,
2010). Essas repeticbes sdo encontradas em regifes codificantes e nao
codificantes, desempenhando um papel importante na organizacdo da cromatina,
regulacdo do DNA e atividade génica (Fig. 9) (Li et al.,, 2002), atuando como

reguladores da expressdo génica quando presentes em regifes de UTRs, regides

promotoras e em introns (Eckert & Hile, 2009; Schaper et al., 2012).

Funcdes/efeitos dos SSR

<«

Regulacdo do DNA

Regulacéo da atividade

Organizacao
! £ génica

da cromatina

/ Proteina \
Organizagéo Estrutura Centrémero Transcrigcdo de ligacéo Tradugéo
cromossomica do DNA e telémero
L ‘_/, . - . Ciclo celular
Replicacao do Recombinag&o Sistema de
DNA reparo

Figura 9. Funcdes/efeitos dos microssatélites. Fonte: Modificado de Li et al. (2002).
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Aproximadamente 3% do genoma humano contem sequéncias de
microssatélites, nas quais as repeticbes de mono-, di-, tri e tretranucleotideos sao
as principais, embora as repeticdes de cinco (penta) e seis (hexa) nucleotideos
também possam ser encontradas. As repeticbes mononucleotidicas (A/T) séo
mais frequentes, seguidas por repeticoes de di- e tetranucleotideos, sendo os
trinucleotideos menos abundantes que os demais. Entre os dinucleotideos, os
motivos (CA)n e (AT)n sdo os mais prevalentes, seguidos de (GA)nh e (GC)n
(Eckert & Hile, 2009).

De acordo com o tipo de repeticdo, os microssatélites séo classificados em:
perfeitos, imperfeitos, interrompidos ou compostos. Uma sequéncia de
microssatélite perfeita ndo € interrompida por qualquer base, ou seja, ha apenas o
motivo de repeticdo (ex. TATATATATATATATA). Um microssatélite imperfeito é
interrompido por um par de bases que ndo pertence ao motivo de repeticdo (ex.
TATATATACGTATA), enquanto que, um microssatélite interrompido apresenta
uma pequena sequéncia dentro do motivo de repeticdo, que nao faz parte deste
(ex. TATATACGTGTATATATATA). Um microssatélite composto possui duas
sequéncias de repeticdo diferentes adjacentes (ex. TATATATATAGTGTGTGTGT)
(Oliveira et al., 2006).

Uma importante caracteristica dos microssatélites é que eles séo altamente
polimorficos, devido a alta taxa de mutacdo a que sado submetidos. As taxas de
mutacg&o nos microssatélites sdo elevadas (10102 mutagdes por locus a cada
geracdo em humanos) e variam muito entre os loci. As causas dessas mutacdes
ainda sdo pouco compreendidas, porém de grande interesse uma vez que, a
instabilidade de microssatélites é implicada no desenvolvimento de cancer e
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expansdes sao responsaveis por diferentes desordens neurolégicas (Oliveira et
al., 2006; Kelkar et al., 2008; Leclercq et al., 2010).

Diferentes mecanismos tém sido propostos na tentativa de explicar essa
alta taxa de mutacdo nos microssatélites, o que inclui slippage durante replicagdo
ou reparo do DNA e crossing-over desigual. O slippage € o principal mecanismo
mutacional dos microssatélites, ocorrendo predominantemente durante a
replicagéo (Oliveira et al., 2006; Kelkar et al., 2008; Eckert & Hile, 2009).

No modelo slippage, as duas fitas de DNA podem se realinhar de maneira
errbnea apdés uma dissociacdo, devido a homologia entre as repeticbes de
microssatélites. A consequéncia desse pareamento desigual é a formacdo de um
loop em uma das fitas de DNA, ocasionando uma insercdo ou delecdo da
repeticdo, a depender de qual fita (recém-sintetizada ou molde) ocorre o
deslizamento (Fig. 10) (Kelkar et al., 2008; Richard et al., 2008).

A perda ou ganho de um grande numero de repeticbes pode acontecer
quando ocorre crossing-over desigual. Uma vez que regifes de microssatélites
estdo presentes, um grampo (a regido da Fig. 11 apontada por seta vermelha)
pode ser formado durante o emparelhamento de um par de cromossomos
homologos, o que significa que apenas partes, comumente com diferentes
tamanhos, de cada cromossomo serdo trocadas. Desta forma, um dos homdlogos
recebera um grande fragmento, enquanto o outro elemento cromossémico do par

ird receber um namero de repeticdes menor (Fig. 11) (Oliveira et al., 2006).
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@ Replicacéo reinicia e o deslizamento ocorre

Sobre a fita recém-sintetizada Q % Sobre a fita molde
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Figura 10. O modelo slippage durante replicacdo. As fitas moldes estdo desenhadas em
vermelho, enquanto que as fitas recém-sintetizadas estdo tragadas em azul. Durante
a replicacdo da sequéncia que possui a repeticao (A), a maquinaria de replicacao
pode parar na fita lagging, devido a estruturas secundarias ou outros tipos de lesbes
(B). (C) Parcial desenrolamento da fita lagging pode levar a deslizamento na
replicacdo quando esta reinicia, dando origem a uma insercdo ou delecdo da
repeticao (D), a depender sobre qual fita (recém sintetizada ou molde) o deslizamento
ocorre. Fonte: Modificado de Richard et al. (2008).
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Figura 11. Crossing-over desigual entre cromossomos homologos. As regibes em preto e amarelo
correspondem a sequéncias de microssatélites. Fonte: Modificado de Oliveira et al.
(2006).

A maior parte das variacdes observadas nos microssatélites é decorrente,
em parte, de caracteristicas intrinsecas a essas repeti¢cdes, incluindo o motivo de
repeticdo, o comprimento (em pares de bases) bem como, o0 nimero de unidades
repetidas. Além disso, a estabilidade dos microssatélites € conferida pela sua
estrutura, ou seja, se as repeticdes sdo perfeitas, imperfeitas, interrompidas ou
compostas (Eckert & Hile, 2009).

Os microssatélites sdo multialélicos, pois possuem natureza polimorfica,
apresentam modo de heranca codominante (Sharma et al., 2007) e possuem
regides de DNA flanqueadoras geralmente conservadas dentro de uma mesma
espécie, 0 que permite a construcdo de primers especificos para amplificacdes

desses locos (Oliveira et al., 2008). Desta forma, o estudo de SSRs é realizado
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via PCR, método rapido e sensivel, que permite o screening de um grande
namero de amostras, necessitando de pequena quantidade de DNA (Gornik et al.,
2011).

Por essas vantagens, os microssatélites tém sido utilizados em diferentes
estudos. Dessa forma, incluindo, dentre outras aplicabilidades, a construcédo de
mapas geneéticos, estrutura genética de populacdes, testes de paternidade,
medicina forense e associacdo com doencas genéticas humanas (Girgis &
Sheetlin, 2012).

.O estudo de microssatélites tem se mostrado bastante eficiente na
deteccdo de alteracdes do gene SHOX, com alta sensibilidade, sendo a analise
da regido repeticdes CA realizada por diversos estudos (Martins et al., 2003,
Funari et al., 2010). Este marcador de microssatélite intragénico esté localizado
na regidao 5" UTR do gene SHOX, apresentando 11 alelos que variam entre 136 e
156 pb e revela um grau de heterozigosidade em torno de 93%, estimado a partir
de um estudo com grupo controle de 30 individuos para estabelecer sua utilidade
na deteccao de haploinsuficiéncia do gene SHOX (Belin et al., 1998; Ezquieta et
al., 2002).

Benito-Sanz et al. (2005) identificaram dois novos marcadores de
microssatélites altamente polimorficos no gene SHOX, o DXYS10092, localizado
a 5 do gene e 0 DXYS10093, um marcador intragénico. O DXYS10092 constitui
unidades de repeticdo GA e apresenta um grau de heterozigosidade de cerca de
96%, revelando 18 alelos. O marcador DXYS10093 compreende unidades de
repeticdo CT, com 14 alelos e apresenta um grau de heterozigosidade de cerca
de 69%. O namero de alelos foi estimado a partir de um estudo de 50 individuos

saudaveis.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Definir o caridtipo das pacientes com suspeita clinica da sindrome de
Turner e investigar a haploinsuficiéncia do gene SHOX em pacientes
citogeneticamente normais (46,XX) com baixa estatura associada ou ndo a

malformacdes esqueléticas

3.2 Especificos

1. Definir o cariétipo das pacientes com achados clinicos compativeis com a ST;

2. Investigar delecdes do gene SHOX através do estudo de marcadores de
microssatélites em pacientes com cariétipo normal (46,XX) que apresentem
sinais clinicos de baixa estatura associada ou ndo a malformacbes

esqueléticas.
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4. Material e Métodos

4.1 Desenho do Estudo

O estudo se constituiu de um braco restrospectivo e outro prospectivo. No
braco retrospectivo, no periodo de maio de 2006 a dezembro de 2010, foram
investigadas dele¢Oes intragénicas do gene SHOX nas pacientes 46,XX e sua
relacdo com a baixa estatura e malformacfes esqueléticas. No braco prospectivo
foram analisadas citogeneticamente as pacientes com suspeita clinica da ST no
periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2012 e em seguida foram analisadas as

delecdes do gene SHOX nas pacientes 46,XX.

4.2 Pacientes

Nesse estudo foram analisadas citogeneticamente 168 pacientes com
suspeita clinica da ST provenientes do Servico de Genética Médica do Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) e do Servico de Endocrinologia
Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFPE, entre maio de 2006 a outubro de

2012.

4.3 Critérios de inclusédo e excluséo das pacientes para estudo molecular

As pacientes que revelaram cariotipo normal (46,XX) ap6s o estudo
cromossOmico e exibiram sinais clinicos de baixa estatura por apresentarem
altura inferior ao percentil 3, da curva de crescimento especifica para o sexo
feminino, associada ou ndo a malformacdes esqueléticas foram incluidas no
estudo molecular. Pacientes com baixa estatura que apresentaram hipotiroidismo,
desnutricdo, patologias cardiovasculares, patologias renais, doenca celiaca,

deficiéncia de hormbénio do crescimento (GH) foram excluidas da analise
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molecular. Os achados clinicos foram obtidos dos prontuarios de cada paciente

atendida nos Servigos supracitados.

4.4 Coletas das amostras

As amostras de sangue circulante periférico foram colhidas por puncéo
venosa com seringas estéreis e heparinizadas, sendo retirados 5 mL de sangue
de cada paciente. Em seguida, as amostras foram enviadas para o Laboratério de
Genética e Citogenética Animal/Departamento de Genética/CCB/UFPE, onde

foram devidamente processadas.

4.5 Andlise citogenética

4.5.1 Cultura de linfocitos

Para a cultura de linfécitos foram adicionados 0,5mL de sangue periférico
nos tubos de cultura contendo 4mL de meio RPMI 1690 suplementado com 1mL
de soro bovino fetal (CULTILAB) e 0,2mL de fitohematoglutinina (SIGMA). Em
seguida, os tubos foram mantidos em estufa a 37 °C, durante 72 horas. Apés 70
horas foi adicionado 0,1mL de colchicina 0,0016% (SIGMA). Ao completar 72
horas de cultivo, o material foi centrifugado por 6 minutos a 1800rpm, o
sobrenadante desprezado e adicionado 8mL de KCL previamente aquecido a 37
°C, para a realizacédo do choque hipotdnico. Os tubos foram mantidos em banho-
maria a 37 °C por 15 minutos. Em seguida foram novamente centrifugados,
sempre pelo mesmo tempo e velocidade anteriormente descritos e o material

devidamente fixado com metanol/acido acético na proporgéo 3:1. A partir deste
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procedimento, as preparacdes citologicas para andlises cromossOmicas foram

realizadas.

4.5.2 Bandeamento G

O bandeamento G foi realizado segundo Seabright (1972). As laminas
foram envelhecidas por cinco dias e mergulhadas numa solucédo de tripsina a 37
°C (0,10 g de tripsina para 100 mL de tampéao Dulbeco) por um periodo entre 4 a
10 segundos. Posteriormente, lavadas com solucao salina e coradas com Giemsa
a 5% por 7 minutos. Apoés este procedimento, as laminas foram analisadas em um
microscopio Optico através de uma objetiva com aumento de 100x, sendo
analisadas, em média, 20 metafases por paciente. Os cromossomos foram

identificados de acordo com o ISCN (2005).

4.6 Andlise Molecular

4.6.1 Extracao de DNA
O DNA gendmico de sangue periférico das pacientes com cariotipo 46,XX
foi extraido utilizando Kit para purificacdo de DNA lllustra™ Blood GenomicPrep

Mini Spin (GE Healthcare).

4.6.2 Analise de fragmentos

O DNA gendmico foi amplificado atravées da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), e para este procedimento foram utilizados pares de primers
especificos para os marcadores de microssatélites (Tabela 1), com o primer

“sense” marcado com fluoréforo especifico (NED, PET e VIC) e primer “antisense”
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nado marcado. A PCR foi realizada em uma reacdo com volume final de 15 pL,
contendo 20 ng de DNA gendmico, 10 uM de cada primer e 1X Go Taq Colorless

Master Mix (Promega).

Tabela 1. Primers usados na amplificacdo dos marcadores de microssatélites.

Marcadores PRIMERS Repeticbes T(°C) Fluoréforo
Repeticdes  NED-5" CAT GTC ATATAT ATATGT GATCC & Dinucleotideo 55 NED
CA 5" GAC ACA GAA ATC CTT CAT AAA 3’ (CA)
DXYS10092 PET-5 TTCGTGACAAAGGCCTTTGC & Dinucleotideo 53
5 CTACAAGTCCTAGTACCTAC 3’ (GA) PET
DXYS10093 VIC-5 GCCCGTGATCCCAGTACTG 3 Dinucleotideo 57 VIC
5 CAACTTCCTTGGAAATCTTC 3’ (CT)

(T) = temperatura de anelamento; (pb) = pares de bases.

O programa de amplificacdo em termociclador (Biocycler) consistiu de um
ciclo de desnaturacéo inicial de 94 °C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94
°C por 1 minuto, 53°-57 °C por 1 minuto e 30 segundos para anelamento dos
primers, 72°C por 1 minuto e 72 °C por 10-50 minutos para extensao final (Benito-
Sanz et al.,, 2005 com modificacdes). Além disso, em cada amplificacdo foi
utilizado um controle negativo, sem DNA (branco), permitindo identificar eventuais
contaminagoes.

O produto p6s-PCR (5 pL) foi submetido a uma eletroforese em gel de
agarose a 3% corado com 1 pL de Blue Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia), utilizando-se TBE 1x (0,045M de Tris-borato e 0,001M de EDTA)
como tampédo de corrida, com o intuito de verificar a presenca de DNA
amplificado. A aplicacdo de um marcador de peso molecular conhecido (100 pb

DNA ladder, Invitrogen) permitiu inferir se os produtos de amplificagcbes se
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encontravam dentro da faixa indicada na literatura, a partir da qual a sequéncia
dos primers foram retiradas (Ezquieta et al., 2002; Benito-Sanz et al., 2005). Ap6s
a eletroforese, com duracdo de 12 minutos a 120 Volts, foi realizada a leitura
atraves de luz ultravioleta.

Os produtos amplificados da PCR de cada marcador de microssatélite por
paciente foram diluidos em agua Milli-Q (diluicdo de 1/20), a partir do qual foi
produzido um “mix” de 15 pL por paciente (5uL de cada STR amplificado). Deste
“‘mix” foi retirado 1 pL e adicionado a 8,5 pyL de Hi-Di formamida (Applied
Biosystem) e 0,5 yL de Internal Liz Standard GS600 (Applied Biosystem), em uma
placa de reacdo com 96 pocos (Micro Amp - Applied Biosystem). Em seguida, o
material foi desnaturado em termociclador (Labnet MultiGene) a uma temperatura
de 95 °C durante 5 minutos e posteriormente conservado em gelo pelo tempo
anteriormente descrito. ApOs estas etapas, os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese capilar em sequenciador automatico Genetic Analyser
3500 (8 capilares - Applied Biosystems) por um tempo de 40 minutos a partir do
qual foram obtidos os eletroferogramas de cada amostra. Os tamanhos dos
fragmentos de STR das pacientes foram determinados através do software
GENEMAPPER v4.1 (Applied Biosystem), utilizando-se uma escada alélica como
referéncia, que contem fragmentos de tamanhos estabelecidos (Internal Liz
Standard GS600 - Applied Biosystem). O “Bin set” foi delimitado de acordo com
os tamanhos de fragmentos esperados. Para as eletroforeses em sequenciador
utilizaram-se capilares com 50 cm de comprimento e polimero POP-7, sendo o
equipamento calibrado com G5 e validado com DS33 (Applied Biosystem), que

sao especificos para os fluoroforos utilizados neste estudo.
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4.7 Critérios éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) (Projeto de pesquisa n°® 802 —
Anexo A e B) e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido

de cada paciente ou familiar responsavel (Anexo C e D).

37



5. Resultados

5.1 Estudo citogenético

Neste trabalho foram analisadas citogeneticamente 168 pacientes com
suspeita clinica de sindrome de Turner (Tabela 2). Alteracdes cromossdémicas
compativeis com a ST foram detectadas em 68 pacientes (40,48%) (caribtipos -
Anexo E), enquanto que 20 pacientes (11,90%) apresentaram outras
constituicbes cariotipicas, em linfécitos de sangue periférico (cariotipos - Anexo
F). Embora todas as pacientes encaminhadas para cariotipagem apresentassem
ao exame fisico sinais clinicos sugestivos de ST, 80 pacientes (47,62%),
revelaram um cariétipo normal (46,XX), em linfocitos de sangue periférico (Tabela
2) (Fig. 12).

Os prontuéarios foram revisados e atualizados, sendo os dados clinicos
obtidos a partir da historia, evolucéo clinica e anamnese de cada paciente. Um
total de 37 pacientes 46,XX ndo foram incluidas no estudo molecular por
apresentarem: hipotiroidismo, desnutricdo, patologias cardiovasculares,
patologias renais, doenca celiaca, deficiéncia de horménio do crescimento (GH),
hipoplasia hipofisaria, neurohipofise ectépica. Além disso, ndo foi possivel o
acesso aos prontuarios de 15 pacientes, as quais nao foram selecionadas para
investigagdo da haploinsuficiéncia do gene SHOX. Desta forma, um total de 28
pacientes normais (46,XX) foram inseridas na analise molecular e os dados

clinicos estdo sumarizados na tabela 3.
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Tabela 2. Distribuicdo dos cari6tipos das pacientes com ST e das pacientes com outras

constituigBes cariotipicas.

Cariétipo
- Pacientes com ST
45X
45,X,inv(9) (p11q13)
45,X,t(11;12)(922;922)
45,X/46,X,i(XQq)
46,X,i(Xq)
45,X/46,XY
45,X/46,X,r(X)
45,X /46,X,inv dup(Xq)
45,X/47 XXX
45,X/46,XX
45,X/46,X,+mar
45,X/46,X,del(Xp)

- Outras alteragdes cariotipicas
46,XX,inv(9)(p11q13)
46,XX,9gh"
46,XX/47 ,XX,+mar
46,XX,9gh+,add(22p)
46,XX,add(9q),del(11q)
46,XX/46,XX,del(1q)
46,XX/46,XX,del(5p)
46,XX,add(14q)
46,XX,t(1p;7p)
46,XX,16gh+
46,X,dup(Xq)
46,XY
- Pacientes citogeneticamente normais
46,XX
TOTAL

NUumero de pacientes

[ N
N B RPo

P PR R RPN WD

P PR R PR PR RN

80
168

%

23,81
0,595
0,595
7,143
2,381
1,786
1,191
0,595
0,595
0,595
0,595
0,595

3,60
1,786
1,191
0,595
0,595
0,595
0,595
0,595
0,595
0,595
0,595
0,595

47,62
100,00
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Tabela 3. Altura, idade e dados clinicos das pacientes citogeneticamente normais (46,XX)
inseridas no estudo molecular.

Paciente Idade Altura Dados clinicos

01 29/01/99 143 cm Baixa estatura  proporcionada, desenvolveu
caracteres sexuais, idade 6ssea menor que idade
cronol6gica, sobrepeso, hipertrofia adenoideana,
anemia ferropriva, rinite e asma intermitente,
discreta implantacdo baixa posterior dos cabelos,
Utero normal, ovarios com volume discretamente
reduzidos, bexiga normal, rim direito normal, rim
esquerdo aumentado de volume, afastado
hipotireoidismo e outras causas endocrinas de baixa
estatura, macrocrania, facies grosseiras, raiz nasal
baixa, hipertelorismo mamério, unhas hipoplasicas,
leve retardo neuropiscomotor, hipotaxia neonatal
importante, RNM do encéfalo normal.

02 02/09/99 112 cm Baixa estatura, hipertelorismo mamario, implantagao
baixa posterior dos cabelos, ovarios de formas e
volumes normais, rins com forma e volumes
normais, bexiga normal.

03 26/07/91 148,5 cm Baixa estatura (|/p2,5-10), auséncia de pélos
pubianos, assimetria de mamas ( a mama D é maior
gue a E), hiperteloidismo mamario, presenca de
cubito valgo bilateral, hipoplenia de 4° e &°
metacarpianos, edema no dorso dos pés até 1 ano
de idade, orelhas de implantagdo um pouco baixa,
apresenta dificuldade de aprendizagem e retardo
mental moderado.

04 - 116 cm Baixa estatura, pescoc¢o curto e largo, membros
curtos e pés chatos, inteligéncia normal, nao
desenvolveu puberdade, USG ovérios, Utero e rins
normais.

05 13/07/03 95 cm Baixa estatura, certas despropor¢des cranio-torax,
bexiga de forma e capacidade normal, rins normais,
infeccbes retroauriculares recorrentes, Utero de
tamanho reduzido, ovarios ndo Vvisualizados
bilateralmente, podendo corresponder a ovarios em
fita, sem alteracdes cardioldgicas.

06 02/07/02 101 cm Baixa estatura, clinodactilia de 5° quinodactilos,
utero com volume diminuido para a idade
cronoldégica, ovarios nao visualizados.

07 23/07/98 138,5 cm Baixa estatura, baixa velocidade de crescimento,
atraso da idade 6ssea, auséncia de mamas ou pélos
pubianos, presenca de edema palpebral.

08 16/06/00 126 cm Baixa estatura, encurtamento do 4° metacarpo,
Utero normal e ovarios ndo visualizados.

09 22/03/01 135,5cm Baixa estatura, hipertelorismo mamaério.

10 25/07/94 152,5 cm Baixa estatura com velocidade de crescimento

reduzida, atraso puberal, cubito valgo, osteoporose.
Hipofise aparentemente tépica e com dimensdes
normais. Ultrassonografia pélvica (11/08/2011)
revelou Utero e ovarios normais. Pele, ouvido,
aparelho respiratorio e cardiovascular sem
alterag@es significativas. Ressonancia magnética do
encéfalo (06/12/2011) sem alteracGes e bulbo
olfatério sem alteracdes.
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11 03/01/00

12 11/12/95
13 10/09/97
14 12/05/94
15 06/12/1997
16 26/10/95
17 27/03/98
18 08/10/99
19 26/11/02
20 06/08/98
21 11/08/05
22 15/08/03
23 18/01/98
24 14/05/98
25 21/06/04
26 24/05/01
27 06/05/01
28 10/03/04

118,3 cm

145 cm

148,2 cm

129,5 cm
137,6 cm

139,7 cm

119 cm

112,8 cm

106 cm

113,7 cm

133,3cm
134,5 cm

116,7 cm

128 cm

124,3 cm

125,1 cm

Baixa estatura, com baixa velocidade de
crescimento sem estigmas visiveis.

Baixa estatura, baixo peso, baixa implantacdo da
orelha, pescoco curto e alado, encurtamento dos
quirodactilos, hipertiroidismo, geno valgo, retardo do
desenvolvimento neuropsicoe ndo desenvolvimento
dos caracteres sexuais.

Baixa estatura, baixo peso, encurtamento dos
metacarpos e olhos amendoados. Rins normais,
tireoide sem alteracdes.

Baixa estatura, baixo peso, atraso do
desenvolvimento puberal, 10 atrasada e teste da
cloridina com pico maximo de G4: 6,02ng/ml
(30min). Discreto cubito valgo, tunner M3P4.

Baixa estatura, baixo peso, hiperteroidismo.

Baixa estatura, nevos disseminados, amenorreia
secundéria. USG pélvica (07/05/09): bexiga normal,
ovarios de contornos regulares, ovario esquerdo
apresenta les@o hipoecoéica, que sugere estrutura
cistica. Insuficiéncia tricispide discreta. USG
abdominal: glandulas adrenais normais. Esteatose
hepatica leve e rins normais.

Baixa estatura e baixo peso, com atraso discreto da
idade Gssea.

Baixa estatura e baixo peso, constirpacao crbnica e
idade Ossea atrasada, faceis sindromicas e
implantagéo baixa dos cabelos, cubito valgo.

Baixa estatura e baixo peso.

Baixa estatura, baixo peso.

Baixa estatura com boa velocidade de crescimento,
idade 6ssea e cronoldgica compativeis, baixo peso,
pescoco alado, encurtamento do 4° metacarpo.
USG das vias urinarias (07/01/09): sem altera¢cfes
patologicas. USG renal (25/03/10): rins normais.
Rinite alérgica intermitente controlada.

Baixa estatura, implantacdo baixa dos cabelos,
olhos amendoados, idade 6ssea compativel com
idade cronolégica, tireoide normal, ma implantacao
dentéria, sobrepeso.

Baixa estatura, tireoide normal.

Baixa estatura, baixo peso, tireoide normal, térax
escavatum, implantacdo baixa do cabelo.

Baixa estatura, tireoide normal, presenca de fascies
triangular, encurtamento de 4° e 5° dedos da méo
direita, e 5° dedo da méo esquerda (falanges),
hipertelorismo mamario, discreta implantacao baixa
das orelhas, rins normal.

Baixa estatura observada desde os 2 anos, tireoide
normal, encurtamento do 3° metacarpo a direita.
Baixa estatura com velocidade de -crescimento
atrasada e idade 6ssea avancada, baixo peso.

Baixa estatura e obesidade.

Nota: A altura é referente a Ultima avaliagao clinica.
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Figura 12. Cariotipo com bandeamento G: 46,XX.
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5.2 Estudo molecular

Os resultados das analises dos marcadores de microssatélites das regides
de Repeticbes CA, DXYS10092 e DXYS10093 obtidos em pacientes com baixa
estatura associada ou ndo a malformacfes esqueléticas estdo sumarizados na
tabela 4. Os tamanhos dos fragmentos de SRT detectados estavam dentro das
faixas descritas na literatura.

A analise dos fragmentos permitiu confirmar a auséncia de delecdo das
regides de microssatélite investigadas em 13 pacientes (46,43%): pacientes 02,
03, 06, 08, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 21, 22 e 23. A presenca de dois alelos para
cada marcador molecular utilizado indica que estas pacientes sdo heterozigotas e
dessa forma, ndo possuem haploinsuficiéncia do SHOX (Anexo G). Duas
pacientes (04 e 17) apresentaram dois alelos para cada STR, entretanto, os alelos
de repeticdbes CA se revelaram desbalanceados, com despropor¢cdo acentuada
entre a altura dos picos (Anexo H).

A genotipagem da paciente 09 indicou a presenca de um Unico alelo para o
marcador de repeticbes CA e DXYS10093, enquanto que a paciente 24 revelou
apenas um alelo para o marcador DXYS10092 e para o DXYS10093. Embora
com perda de heterozigosidade em duas regides analisadas, a auséncia de
estudos moleculares parentais impossibilitou a confirmacdo de hemizigose. A
analise dos genitores ndo foi possivel uma vez que os mesmos nao concordaram

em participar do estudo.
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Tabela 4. Resultados da andlise dos marcadores de microssatélites de Repeticbes CA,
DXYS10092 e DXYS10093. Os nimeros indicam o tamanho dos picos (pb) referentes
aos fragmentos dos marcadores de STR (Genetic Analyser 3500/ software
GeneMapper v4.1).

PACIENTE REPETICOES CA DXYS10092 DXYS10093

02 140/152 350/356 252/254
04 138/152 334/344 244/252
(desbalanceados)

06 142/154 334/336 242/250

08 144/148 328/356 236/250

10 134/154 314/342 248/266

12 142/148 336/358 234/236

14 142/- 358/- 242/256

16 142/148 338/346 234/256

18 146/- 338/340 250/262

20 134/- 334/354 246/250

22 142/148 338/352 234/250

24 142/146 334/- 252/-

26 134/148 334/- 240/254

28 134/142 334/346 256/-
ND: nao determinado

4
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A paciente 14 também foi heterozigota para apenas um marcador de
microssatélite, apresentando um Unico alelo para os marcadores de repeticdes
CA e DXYS10092. A andlise parental revelou que o Unico alelo presente na
paciente, para os dois marcadores de STR, também estavam presentes nos pais,

0 que tornou a analise parental ndo informativa (Tabela 5).

Tabela 5. Analise do tamanho dos alelos dos microssatélites da paciente 14 (Genetic Analyser
3500/ software GeneMapper v4.1)

REPETICOES CA DXYS10092 DXYS10093
Mée 142/- 350/358 234/256
Pai 142/- 356/358 242/250
Paciente 14 142/- 358/- 242/256

A genotipagem dos pais da paciente 26 nao foi informativa para o marcador
DSYS10092, uma vez que, o Unico alelo presente na paciente (334), foi detectado
em ambos 0s genitores. Neste caso, ndo se pode afirmar que o individuo é

hemizigoto ou homozigoto para este STR (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise do tamanho dos alelos dos microssatélites da paciente 26 (Genetic Analyser
3500/ software GeneMapper v4.1)

REPETICOES CA DXYS10092 DXYS10093
Mae 148/150 334/- 244/254
Pai 134/138 314/334 228/240
Paciente 26 134/148 334/- 240/254
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A andlise dos fragmentos de trés pacientes (05, 18 e 20) indicou
heterozigose para os marcadores DXYS10092 e DXYS10093, porém, para o
marcador de repeticdbes CA foi detectado apenas um fragmento, o que sugere
uma hemizigose (Anexo 1). A genotipagem de outras trés pacientes (01, 07 e 28)
revelou a presenca de dois alelos para os marcadores de repeticbes CA e
DXYS10092, porém, para o marcador de DXYS10093, foi detectado apenas um
fragmento (Anexo |). Como o0s genitores destas seis pacientes ndo foram
avaliados, ndo se pode afirmar que estes individuos apresentam uma perda
alélica para estes marcadores.

As pacientes 19, 25 e 27 revelaram resultados insatisfatérios para o
marcador DXYS10093, uma vez que nao foi possivel a amplificacdo com boa
reprodutibilidade. Algumas amostras apresentaram picos diferenciados do normal
para se estabelecer um resultado exato, assim, os dados para o STR DXYS10093

nao foram apresentados para estas pacientes (Tabela 4).
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6. Discussao

A baixa estatura € uma das maiores causas de encaminhamento de
pacientes a uma unidade pediatrica, sendo uma indicacdo comum para avaliacao
genética. Essa condicao clinica pode ser um indicativo da presenca de uma
sindrome especifica e tem sido encontrada em pacientes com displasias 6sseas,
como Discondrosteose de Leri-Well e a Displasia Mesomélica de Langer, em
pacientes com Baixa Estatura Ididpatica (BEI) e na sindrome de Turner (Bispo et
al., 2012; Hirschfeldova et al., 2012; Kaur & Phadke, 2012).

No presente estudo todas as pacientes encaminhadas para cariotipagem
apresentavam suspeita clinica de ST. Frente a um quadro clinico sugestivo de ST
esta indicada a realizacdo do cariétipo em linfocitos de sangue periférico, que
permite detectar alteragcbes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais. Além
disso, a cariotipagem deve ser considerada e realizada em meninas com baixa
estatura como unico sinal clinico, mesmo que n&o haja outros estigmas que
indiguem a presenca de ST. A suspeita clinica da ST foi confirmada em 40,48%
da amostra total estudada, sendo o cariétipo 45,X o mais prevalente (58,82% ou
40/68 pacientes com ST) corroborando com estudos anteriores (Aradjo et al.,
2010; Djordjevi¢ et al.,, 2010) ratificando assim, a importancia do estudo
citogenético em sangue periférico, juntamente com o estudo clinico, para o
diagndstico da ST .

No presente estudo, a baixa estatura foi o principal estigma encontrado
entre as portadoras da ST. As alteragBes cromossémicas numéricas e estruturais,
principalmente as que envolvem 0s cromossomos sexuais estao relacionadas ao
déficit estatural e malformacdes visiveis nessas pacientes. Na ST, a baixa
estatura tem sido associada com a haploinsuficiéncia da regido critica do
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cromossomo X (Xp22.2), que escapa a inativacao (regido pseudoautossémica do
X e do Y), onde se localiza o gene SHOX (Matrtins et al., 2003, Ezquieta et al.,
2002).

A baixa estatura também foi o principal sinal clinico entre as pacientes com
constituicdo cariotipica 46,XX. Estudos moleculares para o gene SHOX tem sido
frequentemente indicados durante a investigacdo da baixa estatura. Esta
condicdo clinica estava presente em 37 pacientes, entretanto, as mesmas
possuiam hipotireoidismo, desnutricdo, patologias cardiovasculares, patologias
renais, doenca celiaca, deficiéncia de horménio do crescimento (GH). Desta
forma, estes individuos ndo foram incluidos na analise molecular uma vez que,
estas alteracdes sdo consideradas causas endocrinas e nao enddcrinas que
possivelmente estariam associadas ao desenvolvimento da baixa estatura.

Outras 28 pacientes foram inseridas na analise de microdelec¢des devido a
presenca de sinais clinicos que indicaram essa andlise. O exame clinico revelou
baixa estatura e malformacfes esqueléticas como: cubito valgo bilateral, palato
um pouco alto e estreito, encurtamento de 4° e 5° pododactilo, desalinhamento
dentario, térax escavatum, encurtamento dos 4°s quirodactilos, geno valgo. Estas
pacientes que revelaram cariétipo normal (46,XX) foram avaliadas através da
biologia molecular com o intuito de verificar alteracdes no gene SHOX, através do
estudo de delecbes de microssatélites, uma vez que a baixa estatura foi um
estigma comum, sendo a principal causa de encaminhamento as unidades
pediatricas.

O “screening” molecular de pacientes com déficit estatural deve iniciar com
a investigacdo de delecbes uma vez que, 2/3 das alteragcbes encontradas nas

pacientes com defeitos neste gene séo dele¢cbes (Funari et al., 2010). Embora
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estes defeitos compreendam a maior parte das mutagdes encontradas no SHOX
e a pesquisa dessas alteracbes sejam as primeiras a serem realizadas, 0s
resultados da analise molecular do presente estudo, através de marcadores de
microssatélites, ndo revelaram delecdo nas regides de STR em 13 pacientes. Em
contraste com outros estudos previamente reportados (Rappold et al., 2007;
Funari et al., 2010), ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre a
haploinsuficiéncia do SHOX e as alteracbes fenotipicas encontradas nas
pacientes.

As taxas variaveis de defeitos no SHOX podem estar relacionadas a
diferentes metodologias utilizadas e devido a populacdo estudada. No estudo
reportado por Martins et al. (2003), 10 pacientes com diagnéstico inicial de BEI
foram analisadas citogeneticamente e tiveram seus prontudrios revisados. Em
uma paciente, o estudo molecular de trés marcadores de microssatélites
(DXYS233, Repeticbes CA e DXYS234) revelou a presenca de um unico alelo
para 0os STR de Repeticbes CA e DXYS234, indicando apés o estudo dos
genitores, uma perda alélica paterna, confirmando a haploinsuficiéncia do SHOX.

A existéncia de delecdes por meio de estudos de dois marcadores de
microssatélites (DXYS201 e CAIl) foi analisada em uma amostra de 1534
pacientes com baixa estatura idiopatica por Rappold et al. (2007) sendo detectada
delecdo em 25 delas (1,6% da amostra). Quando apenas um unico alelo foi
detectado, a técnica de FISH foi aplicada para verificar uma possivel delecao
deste gene, uma vez que a analise parental ndo foi realizada.

Um painel de trés marcadores de microssatélites intragénicos (Repeticoes
CA, DY290 e DXYS10093) para o SHOX foram utilizados por Funari et al. (2010).

Um total de 36 pacientes com baixa estatura desproporcionada foi analisado,
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sendo dele¢cbes do SHOX detectadas em duas pacientes (5,6% da amostra).
Entretanto, quando a populacdo estudada foram oito pacientes com DLW, todos
eles revelaram delecdes para os mesmos marcadores de STR. No mesmo
estudo, uma delegdo a 3’ do gene SHOX foi detectada pela técnica de MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification) em um paciente com baixa
estatura desproporcionada, a qual ndo foi detectada pela analise de
microssatélites pois estes marcadores ndo apresentavam localizacdo na regiao
deletada.

No presente estudo, ndo foi realizada uma analise da regido “downstream”
do gene SHOX, a qual tem sido associada as alteracdes fenotipicas encontradas
em pacientes com DLW e BEIl. Em 2005, Benito-sanz et al. demonstraram que a
regido do gene € de extrema importancia e deve ser analisada nestes casos. Em
um estudo realizado por Rosilio et al. (2012), foi observado que defeitos nesta
“area do SHOX” foram predominantes em pacientes com BEI, sugerindo que a
analise dessa regido deve ser realizada em individuos com suspeita de defeitos
do SHOX.

As pacientes 04 e 17 apresentaram dois alelos para o marcador de
repeticbes CA, entretanto 0os mesmos se mostraram desbalanceados. Esta
desproporgao entre a altura dos picos pode ser um indicativo da presenca de
mosaicismo criptico, no qual as pacientes seriam portadoras de uma linhagem
celular contendo um Udnico cromossomo sexual ou mesmo uma delecao
envolvendo a regido Xp22 em algumas células.

Embora as cariotipagens destas pacientes tenham revelado a presenca de
uma unica linhagem (46,XX) em linfocitos de sangue periférico, ndo se pode

descartar a possibilidade de ocorréncia de mosaicismo, uma vez que ha relatos
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de individuos portadores de linhagens monossémicas em menor frequéncia,
sendo necessaria a investigacdo de outros tecidos por diferentes técnicas
(Martins et al., 2003). A investigagdo de mosaicismo criptico nestas pacientes
com alelos desbalanceados possui um papel fundamental na abordagem
terapéutica e acompanhamento clinico das mesmas.

Em um estudo realizado por Ezquieta et al. (2002), a presenca desses
alelos foi detectada em quatro pacientes com ST, as quais apresentaram
mosaicismo, em que uma das linhagens era monossdémica para 0 cromossomo X.
As demais pacientes com ST revelaram apenas um alelo para o marcador de
repeticbes CA. Neste mesmo estudo, 12% das pacientes com baixa estatura e
alteracdes esqueléticas apresentaram alelos desbalanceados. Em contraste, as
pacientes com BEI revelaram apenas alelos balanceados. A presenca de alelos
desbalanceados também foi detectada por Reish et al. (2010) ao estudar uma
paciente com cariétipo mosaico, com 34% das células monossdémicas (45,X).

O estudo molecular ndo se mostrou informativo em dois casos (pacientes
14 e 26). Apesar da analise de microssatélites detectar pequenas delecdes, em
alguns casos a andlise parental € fundamental para diferenciar os individuos
homozigotos, que revelam dois alelos idénticos, daqueles hemizigotos, que
possuem uma perda alélica. Ainda assim, mesmo apds o estudo parental, as
pacientes 14 e 26 revelaram um alelo que estava presente em ambos 0s pais,
nao sendo possivel afirmar a presenca de delecdo de um dos alelos ou se a
paciente € homozigota para aquele marcador. Em seis pacientes houve perda
alélica para um unico marcador de STR. Nestes casos, uma técnica alternativa

pode ser empregada para deteccdo de haploinsufuciéncia, devido a
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impossibilidade de se determinar homozigose ou hemizigose por este conjunto de
microssatélites.

A auséncia de delecoes do gene SHOX em 13 pacientes (46,43%)
incluidas no estudo molecular descarta a possibilidade de indicacdo a uma terapia
de reposicdo hormonal com o horménio de crescimento (GH), levando em
consideracdo o0s marcadores de microssatélites utilizados neste estudo.
Entretanto, o monitoramento do déficit estatural deve continuar sendo realizado
através de exames detalhados com intervalos regulares. Por outro lado, a
investigacdo genética utilizando outros marcadores moleculares localizados a
jusante do gene SHOX e/ou outras técnicas (MLPA e PCR em tempo real) para

detectar possiveis alteracfes no gene SHOX devem ser consideradas.
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7. Conclusdes

1. A cariotipagem permitiu identificar alteragdes cromossémicas compativeis com
a ST em 40,48% da amostra estudada, devendo desta forma, as pacientes
serem encaminhadas a um tratamento adequado, o que implicar4 na melhoria

da qualidade de vida das mesmas;

2. A definicho do caridtipo, nos individuos que revelaram alteracdes
cromossémicas nao relacionadas a ST, proporcionou um diagndstico
complementar, que aliado a uma avaliagdo clinica e outros exames

laboratoriais, apontara para uma conduta terapéutica diferenciada;

3. A cariotipagem deve ser realizada em todos os casos em que ha presenca de
baixa estatura seguida ou ndo de malformacdes esqueléticas, independente
da presenca de sinais dismorficos, uma vez que esta condi¢do clinica foi o

principal motivo de encaminhamento aos servigos pediatricos;

4. A investigacdo do gene SHOX permitiu descartar a haploinsuficiéncia do gene
em 46,43% da amostra de pacientes citogeneticamente normais. Assim, a
baixa estatura nestas pacientes ndo possui etiologia genética para 0s
marcadores moleculares (Repeticbes CA, DXYS10092 e DXYS10093)

utilizados no presente estudo;

5. Embora ndo tenha sido estabelecida uma relacdo entre as alteracdes
fenotipicas e delecbes dos microssatélites no presente estudo, deve-se

considerar analises adicionais futuras como a investigacdo de mutacfes nas
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regides exdnicas bem como o uso de marcadores de microssatélites na regiao
“‘downstream” do gene SHOX devido a grande heterogeneidade de alteracdes

encontradas nesse gene,;

A avaliacédo clinica aliada ao cariotipo e a analise de marcadores moleculares
de microssatélites em pacientes com baixa estatura associada ou ndo a
malformacBes esqueléticas foram essenciais para o diagnostico genético

realizado neste trabalho.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do

Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira— IMIP

DECLARAGAO

Declaro que o Projeto de pesquisa n° 802 intitulado “Investigacdo
cromossOmica e molecular em pacientes com Sindrome de Tuner”,
apresentado pela Pesquisadora Gabriela Ferraz Leal foi aprovado pelo Comité
de Ftica e Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Materno Infantil Prof.
Fernando Figueira — IMIP, em Reuniéo Ordinaria 03 de agosto de 2006. .

Recife, 04 de agosto de 2006.

J '7 . L,,//// 5
Dr. José Eulalio Cabral Filho
Coordenador do Comité de Etica
e Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira



ANEXO B - Parecer do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do

Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira — IMIP.

Instituto de Medicina Integral

Prof. Fernando Figueira
Esc graduag¢do em Saiude Materno Infantil

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins, que a solicitagdo de Inclusdo da
investigacdo molecular do gene SHOX apresentada pela pesquisadora
Gabriela Ferraz Leal para o projeto de pesquisa intitulado “Investigacdo
cromossdmica e molecular em pacientes com Sindrome de Turner”, foi
APROVADO pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humano do Instituto
de Medicina Integral Prof. Femando Figueira em 24 de novembro de 2011

Recife, 28 de novembro de 2011.

/%V
Dr. Jos ilio Cabral Filho
Cdord

lenador do Comité de Ftica
em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira




ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES
MAIORES DE 21 ANOS

Convido o Sr(a). a
participar da pesquisa sob o titulo “Investigacdo molecular em pacientes com
suspeita clinica da Sindrome de Turner: dele¢cdes do gene SHOX”. Declaro que fui
devidamente esclarecido (a) pela Dra. Neide Santos e que:

1. Concordo em participar da pesquisa sem receber qualquer pressdo dos
pesquisadores ou médicos que estdo me atendendo;

2. Foi-me assegurado que continuarei a ser atendido no IMIP independentemente
de continuar participando ou ndo da pesquisa;

3. Concordo em prestar informacdes pessoais a equipe responsavel pela
pesquisa, contudo estas informacdes deverdo ser confidenciais;

4. Autorizo a coleta de sangue para realizacdo de exame cromossOmico (nos
cromossomos estdo contidos a informagdo genética) com bandeamento G
(técnica de identificagdo individual dos cromossomos) e analise molecular para
pesquisa de dele¢cbes no gene SHOX. Declaro ainda que fui informado sobre o
objetivo destes exames e que terei livre acesso aos seus resultados;

5. Posso desistir de participar da pesquisa a qualguer momento, mesmo depois
de ter assinado este termo, sem que isto comprometa o meu atendimento no
IMIP;

6. Ao participar desta pesquisa, o individuo se expde ao risco de desenvolver
hematoma (mancha roxa) no local da retirada de sangue. O hematoma deve
desaparecer dentro de poucos dias.

7. Quanto ao beneficio, alguns pacientes podem ser beneficiados pelo
conhecimento adquiridos neste estudo.

Recife,

Assinatura do responsavel pela paciente

Assinatura do pesquisador

Testemunha

Testemunha



ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES
MENORES DE 21 ANOS
Convido o Sr(a). a
participar da pesquisa sob o titulo “Investigacdo molecular em pacientes com
suspeita clinica da Sindrome de Turner: dele¢c6es do gene SHOX”. Declaro que fui
devidamente esclarecido (a) pela Dra. Neide Santos e que:

1. Concordo em participar da pesquisa sem receber qualquer pressado dos
pesquisadores ou meédicos que estdo me atendendo;

2. Foi-me assegurado que continuarei a ser atendido no IMIP independentemente
de continuar participando ou nao da pesquisa;

3. Concordo em prestar informacBes pessoais a equipe responsavel pela
pesquisa, contudo estas informacdes deverdo ser confidenciais;

4. Autorizo a coleta de sangue para realizacdo de exame cromossémico (nos
cromossomos estdo contidos a informacdo genética) com bandeamento G
(técnica de identificacdo individual dos cromossomos) e andalise molecular para
pesquisa de delecbes no gene SHOX. Declaro ainda que fui informado sobre o
objetivo destes exames e que terei livre acesso aos seus resultados;

5. Posso desistir de participar da pesquisa a qualguer momento, mesmo depois
de ter assinado este termo, sem que isto comprometa o meu atendimento no
IMIP;

6. Ao participar desta pesquisa, o individuo se expbe ao risco de desenvolver
hematoma (mancha roxa) no local da retirada de sangue. O hematoma deve
desaparecer dentro de poucos dias.

7. Quanto ao beneficio, alguns pacientes podem ser beneficiados pelo
conhecimento adquirido neste estudo.

Recife,

Assinatura do responsavel pela paciente

Assinatura do pesquisador

Testemunha

Testemunha



ANEXO E - Cariétipos visualizados nas pacientes com sindrome de Turner
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Caribtipo com bandeamento G: 45,X,t(11q;12q). As setas indicam os
cromossomos translocados
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Cariotipo com bandeamento G: Paciente mosaico 45,X/46,XY. Na figura, a
linhagem celular 46,XY
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Cariétipo com bandeamento G: Paciente mosaico 45,X/46,X,r(X). Na figura, a
linhagem celular 46,X,r(X)
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Cariotipo com bandeamento G: Paciente mosaico 45,X/46,X,inv dup(Xq). Na
figura, a linhagem celular 46,X,inv dup(Xq)
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Caribtipo com bandeamento G: Paciente mosaico 45,X/47,XXX. Na figura, a
linhagem celular 47,XXX
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Cariotipo com bandeamento G: Paciente mosaico 45,X/46,X,+mar. Na figura, a
linhagem celular 46,X,+mar
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Cariétipo com bandeamento G: Paciente mosaico 45,X/46,X,del(Xp). Na figura, a
linhagem celular 46,X,del(Xp)



ANEXO F - Cariétipos visualizados nas pacientes com outras constituicées
cariotipicas
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Caridtipo com bandeamento G: Paciente mosaico 46,XX/47,XX,+mar. Na figura, a
linhagem celular 47,XX,+mar
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Caribtipo com bandeamento G: Paciente mosaico 46,XX/46,XX,del(1q). Na figura,
a linhagem celular 46,XX,del(1q)
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ANEXO G - Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacéo

de STR

Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacdo do STR de
repeticbes CA indicando a presenca de dois alelos (Genetic Analyser 3500/

software GeneMapper v4.1).

Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacdo do STR
DXYS10092 indicando a presenca de dois alelos (Genetic Analyser 3500/

software GeneMapper v4.1).



Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacdo do STR
DXYS10093 indicando a presenca de dois alelos (Genetic Analyser 3500/
software GeneMapper v4.1).



ANEXO H - Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacao

de STR

Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacdo do STR de
repeticbes CA indicando a presenca de dois alelos. A desproporcdo acentuada
entre a altura dos picos indica a presenca de alelos desbalanceados (Genetic

Analyser 3500/ software GeneMapper v4.1).



Anexo | - Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacéo
de STR

Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacdo do STR de
repeticbes CA indicando a presenca de um unico alelo (Genetic Analyser 3500/

software GeneMapper v4.1).

10093

Eletroferogramas dos produtos da PCR obtidos por amplificacdo do STR
DXYS10093 indicando a presenca de um unico alelo (Genetic Analyser 3500/

software GeneMapper v4.1).



ANEXO J — Carta de aceite para publicacédo na Genetics and Molecular

Research (GMR) do artigo intitulado “Effect of chromosome variations on

the expression of Turner phenotype”

Ribeirdo Preto, 25 de Setembro de 2012.

Prezados Autores,

Informamos que o artigo “Effect of chromosome constitution vaniations on the expression of
Tumer phenotype”, GMR 2376, de autoria de Adriana Valéria Sales Bispo, Luana Oliveira dos
Santos, Pollyanna Bmeyo—l’mh. Myrella Barros Galdino, Andrea Rezende Duarte, Gabriela
Ferraz Leal, Jacqueline Aranjo, Barbara Gomes, Eliane Maria Soares-Ventura, Maria Tereza
Cartaxo Muniz and Neide Santos, foi aceito para publicacio na Genetics and Molecular Research
(GMR).

Aproveitamos a oporfunidade para informar que a GMR esta indexada em 74 bases de dados, entre
elas: Index Medicus, PubMed, Medline e ISL. E tem fator de impacto 1,184, segundo JCR - junho 2012.

Atenciosamente,
/
/ /
//’
I
ARQNSSIE S
—~—Francine Muniz ( 1'
Coordenadora editorial (Mtb 44.300)

Genetics and Molecular Research
www.funpecrp.com,br,/ gmr
Tel, (16) 36201251 = Fax, (16) 36211991



ANEXO K - Manuscrito submetido e aceito para publicacdo no periddico

Genetics and Molecular Research (GMR - 2376)

Effect of chromosome constitution variations on the expression of Turner phenotype
Running title: Phenotype correlation in Turner’s syndrome

Adriana Valéria Sales Bispo®, Luana Oliveira dos Santos’, Pollyanna Burégio-Frota?,
Myrella Barros Galdino®, Andrea Rezende Duarte®, Gabriela Ferraz Leal®, Jacqueline
Aratjo*, Barbara Gomes®, Eliane Maria Soares-Ventura®, Maria Tereza Cartaxo Muniz>®
and Neide Santos’.

'Departamento de Genética, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PE, Brasil

?Laboratério de Pesquisa Translacional Prof. C. Anthony Hart, Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira, Recife, PE, Brasil

3Unidade de Genética Pediatrica, Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira,
Recife, PE, Brasil

*Unidade de Endocrinologia Pediatrica, Hospital das Clinicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PE, Brasil

>Centro de Oncohematologia Pediétrica de Pernambuco, Hospital Oswaldo Cruz,
Universidade de Pernambuco, Recife, PE, Brasil

®Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Pernambuco, Recife, PE, Brasil

Corresponding author: Neide Santos

Departamento de Genética, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PE, Brasil

Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Universitéria,

50670-901, Recife, Pernambuco, Brazil
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ABSTRACT: Turner syndrome (TS) is a chronic disease related to haploinsufficiency of
genes that are normally expressed in both X chromosomes in patients with female
phenotype that is associated with a wide range of somatic malformations. We made
detailed cytogenetic and clinical analysis of 65 patients with TS from the region of Recife,
Brazil, to determine the effects of different chromosome constitutions on expression of the
TS phenotype. Overall, patients with X-monosomy exhibited a tendency to have more
severe phenotypes with higher morbidity, showing its importance in TS prognosis.
Additionally, we found rare genetic and phenotypic abnormalities associated with this
syndrome. To the best of our knowledge, this the first case of 45,X,t(11;12)(q22;922)
described as a TS karyotype. Turner patients usually have normal intelligence; however,
moderate to severe mental retardation were found in five TS cases, which is considerate a
very uncommon feature in this syndrome.
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INTRODUCTION

Turner syndrome (TS) is one of the most common chromosomal disorders,
characterized by the absence or abnormality of one sex chromosome either in all or some
cells. This genetic disorder is caused by haploinsufficiency of genes normally expressed in
both X chromosomes, which are involved in the physical development and maintenance of
ovarian function in patients with female phenotype, affecting approximately 1/2500 live-
born girls (Stochholm et al., 2006).

According to cytogenetic reports, chromosome monosomy (45,X) is found in 50-
60% of cases. Other karyotypes with structural changes in the X chromosome are present
in approximately 30% of cases, including isochromosome of the long arm, deletion of the
short arm or ring chromosomes, either in homogeneous karyotypes or in mosaics with a
45,X cell line (Oliveira et al., 2009; Djordjevi¢ et al., 2010; Elleuch et al., 2010). Patients
with TS may also have a second cell line with a normal or abnormal Y chromosome in 5 to
6% of cases (Gravholt, 2005). On the other hand, few cases exhibit complex karyotypes,
which may include the formation of derivatives of the X chromosome (Binkert et al., 2010;
Burégio-Frota et al., 2010).

The clinical profile of TS is evidenced by short stature and gonadal dysgenesis,
leading to delayed pubertal development, primary amenorrhea and sterility. Furthermore, a
variety of dysmorphic features may be present, such as lymphedema of hands and feet,
short and/or webbed neck, cubitus valgus, low posterior hairline, low-set ears, widely
spaced nipples, ogival palate, ptosis, epicanthal folds and hypoplasia of the fourth or fifth
metacarpal and metatarsal bones (Sybert and Mccauley, 2004; Hjerrild et al., 2008). In
addition, this syndrome may involve various malformations, especially in the heart (most
commonly coarctation of the aorta) and the kidneys, besides hearing impairment,
hypertension, thyroid disease and obesity (Bondy, 2009; Davenport, 2010).

In view of the importance of establishing genotypic and phenotypic correlations for
appropriate management of TS patients, this study reports a detailed cytogenetic and
clinical analysis of patients with Turner syndrome to provide new information on the
developmental effects of different chromosome constitutions and their role in the
expression of TS phenotype. Additionally, this work reports on the rare genetic and
phenotypic abnormalities associated with this syndrome.

MATERIAL AND METHODS

From May 2006 to December 2011, cytogenetic analyses were performed in 65
patients with clinical indication of TS, who were seen in the Service of Medical Genetics at
the Institute of Integral Medicine Professor Fernandes Figueira and in the Service of
Pediatric Endocrinology at Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco.
The cytogenetic study was based on cell culture from phytohemagglutinin-stimulated
peripheral lymphocytes using standard procedures. Detailed clinical data for patients were
obtained by either physical examination of review of medical records. Once the syndrome
was confirmed, most patients underwent ultrasound and cardiologic evaluation. Statistical
analyses were performed by the Fisher test, comparing the patients with 45,X and those
with other non-normal karyotypes. P < 0.05 was considered statistically significant.

This study was designed according to the guidelines and regulatory norms of
Brazil’s National Health Council for research involving human subjects and Resolution



No. 196 of October 10, 1996. Informed consent was obtained from all patients or their
parents. The project was approved by the Ethical Committee (Record: CEP/IMIP No.
802/06).

RESULTS

The karyotype distribution of 65 TS patients is shown in Table 1. The most
common was the monosomic karyotype (61.5%). Structural changes in the X chromosome
together with mosaicism were observed in 24.5% and mosaic karyotypes without structural
anomalies, which also included the Y chromosome, were found in 7.5% of the patients.
Isochromosome Xq was the most frequent structural change observed in 23.1% in either
mosaics (45,X cell line) or in homogeneous karyotypes.

The age of TS patients at the moment of diagnosis ranged from newborn to 35
years old, but in most cases TS was diagnosed at the age of puberty or beyond (9 - 18 years
old). In general, TS was confirmed early in patients with X-monosomy, where in almost
40% of these cases, the karyotype was established before the age of two (Table 2).
However, in most patients with mosaicism and/or X structural changes (77.3%),
cytogenetic analyses were not done until the age of puberty.

Webbed neck (92.31%), lymphedema of hands and feet (84.62%), congenital heart
disease (61.53%) and nail hypoplasia (53.85%) were the main clinical features that led to
cytogenetic analyses before the age of two in 45,X patients. Our results demonstrated that
at birth these were the predominant phenotypic determinants of this syndrome.

In 89.3% of all cases, short stature was the most frequent phenotypic characteristic.
This growth failure was more frequent among patients with monosomy as compared to
those who showed mosaicism (Figure 1), but this difference was not statistically significant
(P = 0.486). Another important clinical feature was gonadal dysgenesis with delayed
pubertal and primary amenorrhea, which was observed in 84.8% of TS patients at pubertal
age. This clinical disorder was observed in all patients with mosaicism in contrast to
carriers of X-monosomy (Figure 1), with the difference being statistically significant (P <
0.001).

Congenital heart disease, another important TS-related clinical factor, was found in
17.9% of cases, where it was significantly more frequent in monosomic karyotypes (Figure
1) (P = 0.007). Autoimmune diseases such as Hashimoto’s thyroiditis (12.5%) and renal
malformations (8.93%) were also observed in the subjects.

Although TS patients may have nonverbal learning disabilities, average intellectual
performance is usually normal. Nevertheless, we found moderate and severe mental
retardation in two and three of 65 TS patients (7.7%), respectively. The karyotypes
associated with this rare stigma included 45,X (three cases), 45,X,t(11;12)(g22;922) (one
case) and 46,X,i(Xq)/45,X (one case).

Several dysmorphic features were observed, such as widely spaced nipples,
epicanthal folds, shortening of the metacarpal bones and high arched palate. The most
common phenotype of all TS patients was short and webbed neck (44.6%), hypoplastic
nails (37.5%), low posterior hairline (19.6%), and cubitus valgus (21.4%), with the latter
being more common in patients with mosaicism (Figure 1). However, only short and
webbed neck (P < 0.001) and cubitus valgus (P = 0.0002) showed statistically significant
differences between mosaics and 45,X cases.

We also found one TS patient with unusual cytogenetic constitution displaying the
following karyotype: 45,X,t(11;12)(q22;922)[20]. Clinical examination at the age of 33
showed short stature, short and webbed neck, low posterior hairline, primary amenorrhea



and mental retardation; she neither knew her age nor recognized colors. Karyotype analysis
of the parents was not possible.

DISCUSSION

Turner syndrome is a chronic disease associated with a wide range of
malformations with varying frequencies, which are mainly related to the type of X
chromosome rearrangement. Our cytogenetic analyses of 65 TS patients corroborated, in
general, previously reported data (Held et al., 1992; Schoemaker et al., 2008; Djordjevi¢ et
al., 2010; Elleuch et al., 2010). However, our patient sample had only one case (1.5%) of
mosaicism with a normal cell line (46,XX), which is significantly lower than frequencies
described in the literature (8 to 17%). Although reports of TS patients with X duplications
and balanced translocation are very rare, we found two of these karyotypes displaying
these uncommon chromosomal rearrangements.

The case of X-duplication (Table 1) previously reported by our research group
(Burégio-Frota et al., 2010) showed classical TS stigmata associated with the karyotype
46,X,inv dup(X)(pter—q22::q22—pter)/45,X. Partial X-chromosome duplications are
relatively infrequent and occur predominantly in men, where they are associated with
multiple congenital abnormalities (Cheng et al., 2005). Few cases of dup(Xq) have been
described in females, and the abnormal phenotype usually includes short stature,
developmental delay, hypogonadism and other dysmorphic anomalies. As a consequence
of selection against cells with abnormal X in carrier females, most dup(Xq) are inactivated,
and females appear phenotypically normal (Armstrong et al., 2003; Stankiewicz et al.,
2005). In our dup(Xq) case, we believe that the clinical data observed in this patient were
probably due to the 45,X cell line.

Balanced translocations are rare chromosome rearrangements and seldom found in
TS. To the best of our knowledge, this is the first case of TS describing a balanced
translocation involving chromosomes 11 and 12, karyotype 45,X,t(11;12)(922;922). To
date, only seven cases of balanced translocations in 45,X cell line have been reported.
Using high resolution banding, Ozkul et al. (2002) found a TS infant with the karyotype
45X,1(1;2)(g41;p16), and one case of TS with familial balanced translocation
t(1;2)(932;921)mat was described by Kondo et al. (1979). Four other studies reported an
association of X-monosomy with balanced Robertsonian translocation t(13;14) (Laszlo et
al., 1984; Salamanca et al., 1985; Krajinovic et al., 1994; Silva et al., 2006). Recently,
Djordjevi¢ et al. (2010) showed a case of 45,X,t(1;9)(cen;cen) in combination with a r(X)
mosaic karyotype.

Usually, balanced chromosomal translocations do not exhibit any phenotypic
abnormalities. However, their carriers may have increased reproductive risk, with
spontaneous abortions. In our case, the patient had a typical 45,X lineage TS phenotype.
Since the X-monosomy is related to normal intelligence, we suggest that the t(11;12) could
be responsible for the mental disability in this patient. Mutations in several genes have
been associated with mental retardation (Kalscheuer et al., 2009; Vandeweyer and Kooy
2009), but in our case it may have been the loss of genetic information by the translocation
process that may have caused mental disability.

Short stature is considered the most common feature, which affects over 90% of
recognized patients (Bondy, 2009; Oliveira et al., 2009; Davenport, 2010). This growth
failure was indeed the most consistent phenotypic characteristic in our work, regardless of
their karyotype. In two patients, only this phenotype led us to test for TS, pointing to the
importance of correlating age with anomalous height and confirming TS in girls with
growth failure. Short stature and other skeletal abnormalities seen in TS occur due to



haploinsufficiency of the SHOX gene, which is located at Xp22 and Yp11.3, in the
pseudoautosomal region of the sex chromosomes (Ogata et al., 2002).

Gonadal dysgenesis was the second most important TS stigma found in this study.
This occurs in most TS individuals and is mainly caused by the haploinsufficiency of genes
located on the long arm of the X chromosome, Xg26 (POF1) and Xq13-21 (POF2), which
are involved in the maintenance of the ovaries. In contrast, a deletion of the distal short
arm is usually compatible with normal ovarian function (Davison et al., 2000; Pienkowski
et al., 2008). Even though most genes of ovarian function remain active in the i(Xq), all
patients with this chromosome rearrangement exhibited gonadal disorders, which might
have been attributed to hidden or gonad-confined mosaicism.

Congenital cardiovascular defects are the most life-threatening medical problem
faced by TS patients and are found in 25 to 50% of them (Morgan, 2007; Bondy, 2009).
Adults with TS have a 4- to 5-fold increased rate of premature mortality, which is
attributed mainly to complications of congenital heart disease (Stochholm et al., 2006;
Schoemaker et al., 2008). There was a significantly higher incidence of congenital heart
disease in monosomic karyotypes (24.2%) compared with mosaics (8.7%), showing the
association of the more severe phenotype with a 45,X cell line. In contrast, Tan and Yeo
(2009) examined the frequency of congenital cardiac defects in TS patients from Singapore
and found no statistical difference between monosomic and different structural mosaics.

Turner patients usually have normal intelligence, but may have difficulty with
nonverbal, social, and psychomotor skills (Morgan, 2007). However, in few cases there
may be mental retardation with severe congenital malformations associated with tiny ring
X chromosome. This unusual clinical presentation is related to the deficiency in
inactivating this tiny r(X) due to the absence of the X-inactivation center, causing the
disomy of several genes, which alters the dosage compensation mechanism. The preferably
inactivated r(X) is therefore associated with normal intelligence (EI Abd et al., 1999;
Suzigan et al., 2005). Thus, the mental retardation observed in five TS cases in our study
was a very uncommon feature, since their karyotype did not show the tiny r(X). Mental
retardation could be related to this additional rearrangement only in one of the five patients
who had an additional chromosomal change t(11q;12q). The other four cases remain
unexplained.

The genetic and phenotypic correlation of dysmorphic features, autoimmune
diseases and renal malformations proved to be inconsistent, since most of these clinical
data did not show statistical differences between monosomic and mosaic TS patients. The
TS phenotype is attributed to haploinsufficiency of genes that are normally expressed in
both the active and inactive X-chromosomes. However, some reports indicate that other
factors, not yet fully elucidated, may influence phenotypic expression, including hidden
mosaicism, genomic imprinting or anomalous X inactivation, leading to difficulties in
diagnosis and genetic counseling (Araujo and Ramos, 2008; Oliveira et al., 2009).

In conclusion, the patients with 45,X karyotype exhibited a tendency to have more
severe phenotypes than those with mosaicism. Thus, our study confirms the association of
higher morbidity with X-monosomy, showing that this karyotype plays an important role
in the prognosis of Turner syndrome. Additionally, the presence of mental retardation in
five of our patients associated with classical TS phenotype indicates that this mental
disability could be an additional rare feature associated with TS and should be considered
more carefully by physicians.
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Figure 1. Distribution of the most prevalent clinical features according to karyotype

constitution.



Table 1. Distribution of karyotypes associated with Turner syndrome

Karyotype Number of patients Frequency (%)
45,X 40 61.5%
Mosaics without structural changes

45,X/46,XX 1 1.5%
45,X/47, XXX 1 1.5%
Mosaics with structural changes

46,X,i(Xq)/45,X 11 16.9%
46,X,r(X)/45,X 2 3.1%
46,X,del(Xp)/45,X 1 1.5%
46,X,inv

dup(Xq)/45,X 1 1.5%
45,X/46,X,+mar 1 1.5%
Mosaics with Y chromosome

45,X/46,XY 3 4.6%
Structural change without mosaicism

46,X,i(Xq) 4 6.2%

Total 65 100%




Table 2. Frequency distribution of age at the moment of chromosome analysis

Age 45,X Other All TS cases
Karyotypes
0— 2 years 39.5% - 25%
3 — 8 years 2.1% 22.7% 10%
9 — 13 years 21% 18.2% 20%
14 — 17 years 21% 31.8% 25%

> 18 years 15.8% 27.3% 20%
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