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PTPN22 na sindrome de Turner e sua associagdo com doencgas autoimunes e
inflamatdrias crbnicas. 2025. 57 paginas. Trabalho de Conclusdo de Curso
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RESUMO

A sindrome de Turner (ST) € uma cromossomopatia caracterizada pela auséncia total
ou parcial do segundo cromossomo sexual, com prevaléncia estimada de 1:2.500
nascimentos do sexo feminino. O cariétipo mais frequente é o 45,X, embora sejam
observadas alteragcbes estruturais do cromossomo X, mosaicismo cromossémico e
outros cariotipos variantes. Os achados fenotipicos incluem baixa estatura, pescogo
curto e alado e infantilismo sexual. Além disso, pacientes com ST apresentam um
risco duas vezes maior de desenvolver doencas autoimunes (DAls) e inflamatorias
cronicas (DICs), em comparagédo com a populagao feminina em geral, possivelmente
relacionado a desregulagdes imunes devido a alteragcbes em genes
imunorreguladores. Nesse contexto, o gene PTPN22 tem sido associado a diversas
doencgas autoimunes/inflamatérias, por atuar como um regulador negativo da
sinalizacao de receptores de células T, inibindo a ativagao espontanea de linfocitos T
autorreativos. O presente estudo teve como objetivo definir os cariétipos das pacientes
ST, avaliar o perfil de expresséo e investigar o polimorfismo rs2488457 do gene
PTPNZ22. O diagnéstico citogenético foi realizado a partir da cultura de linfécitos do
sangue periférico, com analise de cerca de 20 metafases por paciente com
bandeamento G. Para o ensaio de expressao génica, o mRNA foi isolado do sangue
total de 20 pacientes com ST e de 20 individuos controles saudaveis. Em seguida, foi
realizada uma analise adicional comparando pacientes com ST com e sem DAIs/DICs.
Para os ensaios de genotipagem, amostras de DNA de 53 pacientes ST com e sem
DAIs/DICs foram utilizados. Ambos os ensaios foram realizados por PCR quantitativa
em tempo real. Um total de 131 pacientes foram diagnosticadas com cari6tipo
compativel com ST, com idade média de 12,45 anos. O cariétipo mais prevalente foi
o 45X (52,68%), seguido do 45,X/46,X,i(Xq) (14,50%) e 46,X,i(Xq) (7,63%).
Aproximadamente 30,16% das pacientes apresentavam achados clinicos compativeis
com DAIs e DICs, com predominéancia de disfungdes tireoidianas. A anadlise da
expressao revelou uma regulagao negativa do gene PTPN22 nas pacientes com ST
em comparagao ao grupo controle saudavel (FC= -1,64; p=0,00056). Na comparagao
entre pacientes com ST com e sem DAIs/DICs foi observado uma tendéncia nao
significativa de maior expressao em pacientes com DAIs/DICs (FC=1,67; p=0,589).
Quanto ao polimorfismo rs2488457, a frequéncia do alelo variante C e do gendtipo CC
foi elevada, porém sem significancia estatistica (p-value = 1). Os resultados indicam
que a regulagcao da expressao do gene PTPN22 pode estar alterada na ST, porém o
risco aumentado para DAIs/DICs pode n&o estar diretamente relacionado a sua
expressdao ou ao polimorfismo estudado. Sendo assim, estudos adicionais séo
necessarios para elucidar uma possivel participagdo do gene PTPN22 no contexto
imunoldgico da ST.

Palavras-chave: Regulagcdo imune. Expressao génica. SNP. rs2488457. Sindrome

de Turner.
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ABSTRACT

Turner syndrome (TS) is a chromosomal abnormality characterized by the total or
partial absence of the second sexual chromosome, with an estimated prevalence of
1:2500 live female births. The most frequent karyotype is 45,X, although structural
alterations on the X chromosome, chromosomal mosaicism and other variant
karyotypes are observed. Phenotypic findings include short stature, a short webbed
neck and sexual infantilism. Additionally, patients with TS have a twofold increased
risk of developing autoimmune (AlDs) and chronic inflammatory diseases (CIDs),
compared to the general female population, possibly related to immune dysregulations
due to alterations in immunoregulators genes. In this context, the PTPN22 gene has
been associated with several autoimmune/inflammatory diseases, acting as a negative
regulator of T cells receptor signaling, inhibiting the spontaneous activation of
autoreactive T lymphocytes. The present study aimed to define the karyotypes of TS
patients, evaluate the expression profile and investigate the polymorphism rs2488457
of the PTPN22 gene. Cytogenetic diagnosis was performed using peripheral blood
lymphocyte culture, with analysis of approximately 20 metaphases per patient with G-
banding. For the gene expression assay, the mRNA was isolated from the whole blood
of 20 patients with TS and 20 healthy control individuals. Subsequently, an additional
analysis was performed comparing TS patients with and without AID/CIDs. For the
genotyping assays, DNA samples of 53 TS patients with and without AID/CIDs were
used. Both assays were performed by quantitative real time PCR. A total of 131
patients were diagnosed with a karyotype compatible with TS, with a mean age of
12.45 years. The most prevalent karyotype was 45X (52.68%), followed by
45,X/46,X,i(Xq) (14.50%) and 46,X,i(Xq) (7.63%). Aproximmately 30.16% of patients
presented clinical finding compatible with AID/CIDs, with a predominance of thyroid
dysfunctions. Expression analysis revealed a downregulation of the PTPN22 gene in
TS patients compared to the healthy control group (FC= -1.64; p=0.00056). When
comparing TS patients with and without AID/CIDs, a non-significant tendency of higher
expression in patients with AID/CIDs was observed (FC= 1.67; p=0.589). Regarding
rs2488457 polymorphism, the frequence of the C variant allele and the CC genotype
was high, but without statistical significance (p-value = 1). The results indicate that the
regulation of PTPN22 gene expression may be altered in TS, but the increased risk of
AIDs/CIDs may not be directly related to its expression or the polymorphism studied.
Therefore, further studies are needed to elucidate the possible role of PTPN22 in the
immunological context of TS.

Key-words: Immune regulation. Gene expression. SNP. rs2488457. Turner
syndrome.
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1 INTRODUGAO

A Sindrome de Turner (ST) € uma alteragcdo cromoss6mica humana, sendo
uma das mais comuns envolvendo os cromossomos sexuais. Sua prevaléncia é de
1:2.500 nascimentos vivos do sexo feminino (Gravholt et al., 2024). A primeira
descrigao clinica detalhada da sindrome foi realizada por Henry Turner, em 1938, que
identificou caracteristicas fenotipicas tipicas das pacientes, embora sem abordar sua
base genética. Somente em 1959 a definigdo citogenética foi estabelecida,
caracterizando a ST como a auséncia total ou parcial do segundo cromossomo sexual
(X ouY) (Santos et al., 2018; Gravholt et al., 2023).

O caridtipo classico da sindrome é o 45,X, sendo encontrado em cerca de 50-
60% dos casos de ST. Além desse, outros cariotipos também sao encontrados como
mosaicismos com linhagens 45,X/46,XX em 15-25% e 45,X/46,XY em 6-9%,
alteragbes estruturais do tipo isocromossomo do brago longo do X [i(Xq)], em 10% e
cromossomo em anel r(X) em 10-12% (Kwon et al. 2017; Gravholt et al., 2024). A
cariotipagem para investigacdo destes ou de outros cariotipos mais complexos é
fundamental ndo apenas no diagnostico de sindromes genéticas, como a ST, mas
também para correlacionar com as caracteristicas fenotipicas das pacientes e as
diferentes penetrancias dependendo do cariétipo encontrado (Vida et al., 2025).

Essas manifestagdes decorrem, na maioria dos casos, da haploinsuficiéncia de
genes presentes no cromossomo X. Entre os sinais fenotipicos mais comuns,
destacam-se a baixa estatura, disturbios enddcrinos, atraso no desenvolvimento
puberal, baixa implantacdo dos cabelos, quarto metacarpo curto, orelhas
proeminentes, térax largo em escudo e anormalidades cardiovasculares e renais
(Bispo et al., 2013; Donate et al., 2023).

Pacientes com ST possuem um risco aumentado para o desenvolvimento de
doengas autoimunes (DAls) e inflamatérias cronicas (DICs). A manifestagao
autoimune mais comum na ST é a tireoidite de Hashimoto, mas também podem ser
observadas a doenga de Adison, doenca celiaca, colite ulcerativa e vitiligo. Estudos,
embora ainda limitados, sugerem que alteragdes imunoldgicas, epigenéticas e
genéticas possam estar envolvidas nesse maior risco, associando alguns genes a

essas condigdes clinicas (Gawlik et al., 2018; Casto et al., 2021; Gravholt et al., 2024).
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Entre os genes candidatos ao desenvolvimento de DAIs/DICs, esta o gene
PTPNZ22, localizado no cromossomo 1p13. Esse gene codifica a proteina Lyp
(fosfatase linféide especifica), a qual atua como um importante regulador negativo da
sinalizacdo de receptores heterodiméricos de células T (TCR), prevenindo assim a
ativagao espontanea de células T (Bai et al., 2023).

Alguns estudos destacam o importante papel do gene PTPN22 na manutengao
do equilibrio e da homeostase do sistema imunoldgico. Alteragdes na expresséo ou a
presenga de polimorfismos nesse gene podem causar impactos em seus produtos e
fungdes, causando um desbalanceamento imune (Abbasifard et al., 2020). Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo definir o caridtipo das pacientes com ST,
avaliar o perfil de expressao génica e o polimorfismo rs2488457 do gene PTPN22,
visando compreender a relagéo entre as alteragdes genéticas na regulagéo imune e o
possivel aumento da frequéncia de doengas autoimunes e inflamatérias crénicas na

sindrome de Turner.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANEUPLOIDIA DO CROMOSSOMO X

A diviséo celular é o processo fundamental para a geragado de novas células,
sendo coordenado por moléculas que permitem a transmissao fiel do genoma da
célula-mée para as células-filhas, evitando erros durante a replicacdo e segregagao
cromossOmica (Kwon et al., 2021; Ha et al., 2024). O genoma humano apresenta um
numero diploide de cromossomos (2n=46), composto por 22 pares de cromossomos
autossdmicos e um par de cromossomos sexuais, XX no sexo feminino e XY no sexo
masculino (Jackson et al., 2018). Essa informacéo genética é encontrada nas células
somaticas, as quais se dividem por mitose, processo que garante a perpetuacéo de
uma linhagem celular especifica (Kwon et al., 2021; Mikhalchenko et al., 2024). Por
outro lado, as células gaméticas passam por uma divisdo meidtica, na qual o numero
de cromossomos é reduzido a metade, gerando células com um conjunto haploide
(n=23 cromossomos) (Saito, Colaiacovo, 2017).

Embora a meiose gere células geneticamente diferentes da célula-mae, esse
processo € necessario para que, no momento da fecundagdo, o numero diploide seja
restabelecido no zigoto, resultando em um cariétipo 46,XX ou 46,XY (Figura 1)
(Gomez-Escoda, Wu, 2017; Saito, Colaiacovo, 2017). Para que isso ocorra, sao
necessarias duas divisbes meioticas: a meiose |, que promove a segregacao dos
cromossomos homdélogos, e a meiose Il, responsavel pela segregacéo das cromatides
irmas (Figura 2) (Saito, Colaiacovo, 2017).

Na meiose, dois eventos sdao fundamentais para a geragao de variabilidade
genética: o crossing-over, que ocorre na profase | e consiste na troca de segmentos
entre cromossomos homologos, e a segregagdo dos cromossomos homologos
durante a anafase |. Esses mecanismos resultam na formacdo de gametas
geneticamente distintos, contribuindo para a diversidade entre os individuos (Arbel-
Eden; Simchen, 2019).

Apesar da estrita regulacdo do processo meidtico, erros na segregacao
cromossOmica podem ocasionalmente ocorrer (Gémez-Escoda, Wu, 2017). A né&o-
disjungdo durante a meiose | ou Il € a principal causa das aneuploidias dos
cromossomos sexuais, caracterizado por ganho ou perda do cromossomo X ou Y
(Jackson et al., 2018; Skuse, Printzlau, Wolstencroft, 2018). A figura 2 mostra os

resultados da fertilizagdo em casos de ndo-disjungdo nos gametas. Quando um
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espermatozoide possui 22 cromossomos, com auséncia do X ou do Y, e fecunda um
ovulo 23,X, o zigoto gerado apresentara o cariotipo 45,X, sendo esse X herdado da

mae, na maioria dos casos (Hook, Warburton, 2014).

Figura 1 - Cariétipo 46, XY com bandeamento G.
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Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana (LCGAH/UFPE).

A néo-disjungcdo cromossémica pode ocorrer nos estagios iniciais de
desenvolvimento do zigoto, uma condigdo denominada pds-zigdtica, resultando na
formacdo de um embrido com mosaicismo cromossémico. Essa condicao é
caracterizada pela presenga de duas ou mais linhagens celulares com constituicoes
genéticas distintas, sendo uma com cariétipo normal e outra(s) com aneuploidias. O
mosaicismo cromossémico é definido pela coexisténcia de diferentes caridtipos em
um mesmo individuo (Figura 3), podendo influenciar o desenvolvimento e o fendétipo
de maneira variavel de acordo com a proporc¢ao e distribuicdo das linhagens celulares
alteradas (Prakash, 2019).
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Figura 2 - Formas de ocorréncia da meiose. (a) Representagdo esquematica da divisdo meidtica
normal, demostrando que a meiose | e Il resultam, apos a fertilizagdo, em zigotos com
cariétipos 46,XX ou 46,XY. (b) Esquema da ndo-disjungao cromossémica durante a meiose
| paterna, gerando um zigoto com caridtipo 45,X. (c) Esquema da n&o-disjuncéo

cromossOmica durante a meiose Il paterna, gerando um zigoto com cariétipo 45,X.
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A nao-disjungao cromossdmica origina gametas com aneuploidias, que podem
levar a perdas gestacionais. Quando essas alteragdes sdo compativeis com a vida
podem levar ao desenvolvimento de sindromes cromossémicas (Jackson et al., 2018;
Kaser, 2018). As aneuploidias dos cromossomos sexuais apresentam manifestacoes
clinicas mais brandas quando comparadas as aneuploidias dos autossomos, o que
contribui para a subnotificagdo diagndstica, apesar da alta morbidade, associadas a
essas sindromes (Jackson et al., 2018; Skuse, Printzlau, Wolstencroft, 2018). Essas
aneuploidias tendem a ser compativeis com a vida devido a inativacdo do
cromossomo X no sexo feminino e a baixa densidade génica do cromossomo Y
(Davenport, 2010; Rougeulle, 2017; Sahakyan, Plath, Rougeulle, 2017; Jackson et al.,
2018).

Figura 3 — Representacdo de uma pessoa com mosaicismo cromossdmico na ST.
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Dentre as aneuploidias dos cromossomos sexuais, destaca-se a sindrome de
Turner (ST), uma condi¢cao que acomete individuos do sexo feminino. Cerca de 80%

dos casos estdo relacionados a nao-disjungdo do cromossomo sexual de origem
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paterna (Hook, Warburton, 2014; Skuse et al.; Prakash, 2018). Diferentemente de
outras aneuploidias, a idade parental avangada n&o é considerada um fator de risco

relevante para a ocorréncia de ST (Elsheikh et al., 2002).

2.2 SINDROME DE TURNER

2.2.1 Etiologia e cariotipos

A ST é uma cromossomopatia humana que possui uma prevaléncia de 1:2.500
nascimentos vivos do sexo feminino (Gravholt et al., 2024). Apesar dessa frequéncia
ser considerada rara na populacdo, estudos relatam que a prevaléncia real das
aneuploidias relacionadas aos cromossomos sexuais pode ser maior que a observada
clinicamente. Isso se deve as condi¢cbes associadas as sindromes, a alta morbidade
e as dificuldades no diagnédstico, que contribuem para a subnotificacdo dos casos
(Skuse et al., 2018; Gravholt et al., 2024).

A primeira descrigao clinica de uma condigdo compativel com a ST foi realizada
em 1768 por Giovanni Morgagni, que relatou o caso de uma mulher com
malformagdes renais, baixa estatura e disgenesia gonodal. No entanto, apenas na
década de 1930, o pediatra alemao Otto Ullrich caracterizou de forma mais
abrangente os achados clinicos, como linfedema, pescocgo alado e anormalidades
esqueléticas (Elsheikh et al., 2002). Em 1938, o endocrinologista Henry Turner,
detalhou essas caracteristicas em sete pacientes, observando baixa estatura,
pescoco curto e alado e cubitus valgus. Embora ele ndo tenha descrito a base genética
da sindrome, suas contribuigdes clinicas foram fundamentais para a consolidagao do
quadro fenotipico, motivo pelo qual a condicdo passou a ser nomeada em sua
homenagem. A associagcado dessas caracteristicas com a auséncia total ou parcial de
um dos cromossomos sexuais ocorreu apenas em 1959, quando Charles Ford et al.
identificaram 45 cromossomos em 99 células analisadas de uma paciente (Hemani et
al., 2021; Gravholt et al., 2023). Desde entdo, a ST tem sido associada a uma
variedade de caridtipos que envolvem a auséncia total ou parcial do segundo
cromossomo sexual (X ou Y) (Santos et al., 2018; Skuse et al., 2018; Gravholt et al.,
2023; 2024).

A monossomia do cromossomo X (45,X) (Figura 4) é o caridtipo classico da ST,
presente em aproximadamente 50 a 60% dos casos (Santos et al., 2018; Gravholt et

al., 2024). Embora seja a unica monossomia compativel com a vida humana, mais de
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90% das gestacbes com caridtipo 45,X resultam em abortos esponténeos. Para
explicar a sobrevivéncia de individuos 45,X, a literatura sugere a possibilidade de
mosaicismo oculto, envolvendo linhagens celulares 46,XX ou outras variantes viaveis,
que poderiam surgir durante a embriogénese ou estarem restritas a tecidos

especificos ou cripticos (Hook, Warburton, 2014).

Figura 4 - Carié6tipo 45,X de paciente ST.
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Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana (LGCAH/UFPE).

Além do carittipo classico 45,X, casos de mosaicismo cromossémico também
sao encontrados, representando entre 20 a 40% dos casos de ST (Ibarra-Ramirez,
Martinez-de-Villarreal, 2016). As linhagens celulares mais frequentes incluem
45 X/46,XX, presente em aproximadamente 15 a 25% dos casos, e 45,X/46,XY,
observada em 6 a 9% (Bispo et al., 2013). De modo geral, pacientes com mosaicismo
cromossbmico apresentam um fendtipo menos expressivo em comparagao com
pacientes com cariotipo 45,X. No entanto, por se tratar de uma sindrome clinicamente
heterogénea, o quadro clinico pode variar consideravelmente, dependendo da
proporcao das linhagens celulares e dos cariétipos envolvidos (Prakash, 2019; Vida
et al., 2025).

Além do mosaicismo cromossémico, cariotipos com a presencga parcial do

cromossomo X, também sao compativeis com o diagndéstico de ST, sendo
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encontrados em cerca de 20% dos casos. Dentre essas alteragdes, se destacam o
isocromossomo do braco longo [i(Xq)], observado em 10% (Figura 5b), o cromossomo
X em anel [r(X)], presente em 10 a 12% dos casos (Figura 5c), e em menor frequéncia
a delegao do brago curto do cromossomo X [del(Xp)] (Figura 5d), que corresponde a
cerca de 3 a 5% dos casos (Ibarra-Ramirez, Martinez-de-Villarreal, 2016; Bispo et al.,
2013; Kwon et al. 2017; Gravholt et al., 2024).

Figura 5 — Alteragdes estruturais no cromossomo X. (a) Cromossomo X normal. (b) Isocromossomo

Xq, (c) Cromossomo X em anel — r(X). (d) Dele¢cao do brago curto do cromossomo X — del
(Xp).
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Fonte: Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana (LGCAH/UFPE).

De acordo com as diretrizes atualizadas por Gravholt et al. (2024), delecbes
parciais de segmentos do cromossomo X, como Xp22.33 ou Xq24, podem resultar em
caracteristicas clinicas semelhantes as observadas na ST. Contudo, por ndo estarem
associadas a um risco aumentado das comorbidades tipicas da sindrome, tais
alteracdes nao sao formalmente classificadas como ST.

Outro aspecto importante da ST é a presenca de material derivado do
cromossomo Y, que pode ser identificado tanto por analise citogenética, quanto por
meio de técnicas de biologia molecular, especialmente quando se trata de fragmentos
cripticos (Leng et al., 2020). Estudos indicam que até 25% das pacientes com ST,
principalmente aquelas com mosaicismo cromossdémico, apresentam fragmentos do
cromossomo Y, frequentemente sob a forma de cromossomos marcadores (Bucerzan
et al., 2017). Nesses casos, a presenga de um fendtipo virilizado pode ser um
indicativo clinico importante da presenca desse material. Além disso, a regiao GBY
(locus do gonadoblastoma no cromossomo Y), localizada no brago curto do
cromossomo Y, estd associada a um aumento de cerca de 30% no risco de
desenvolvimento do gonadoblastoma, um tumor gonodal n&o invasivo com potencial

de malignidade. Diante desse risco, a realizagdo da gonadectomia profilatica &
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recomendada, em pacientes ST com material do cromossomo Y. A realizagao da
cariotipagem e, quando necessario, de analises complementares por biologia
molecular, é fundamental tanto para confirmar o diagnéstico da ST quanto para
relacionar o cariétipo ao fendétipo clinico apresentado pela paciente (McCuaig et al.,
2017; Bucerzan et al., 2017; Vogt et al., 2019).

2.2.2 Achados clinicos e fenotipicos

O fendtipo da ST é amplamente heterogéneo, e estudos indicam que menos de
10% das pacientes apresentam todos os sinais classicos, como baixa estatura,
pescoco curto e alado, cubitus valgus, disgenesia gonadal e amenorreia primaria.
Além disso, outras dismorfias frequentes incluem térax largo e em escudo,
implantagédo posterior e baixa dos cabelos, orelhas proeminentes e de implantagao
baixa (Davenport, 2010; Bispo et al., 2013;) (Figura 6). A maioria das pacientes
apresenta apenas baixa estatura isolada ou um conjunto limitado de caracteristicas
clinicas (Bucerzan et al., 2017; Santos et al., 2018; Donate, Davila, Prakash, 2023;
Gravholt et al., 2024).

Figura 6 - Caracteristicas fenotipicas de uma crianga de 10 anos com ST. (a) baixa estatura, cubitus

valgus, pescogo curto e alado e térax largo e em escudo. (b) Implantagédo baixa dos cabelos. (c)

Quartos metacarpos curtos.

Fonte: adaptado de Bucerzan et al. (2017).
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O quadro clinico da ST é amplo e envolve multiplos sistemas. Entre as
manifestacbes mais comuns estao infertilidade, anormalidades cardiovasculares e
renais, deficiéncia auditiva, hipogonadismo hipergonatotrofico, disturbios enddcrinos
(como as doengas tireoidianas), linfedema generalizado, osteoporose e obesidade
(Davenport, 2010; Bispo et al., 2013; Gravholt et al., 2024).

As caracteristicas fenotipicas observadas em pacientes com ST sdo, em
grande parte, atribuidas a haploinsuficiéncia génica do cromossomo X, condi¢do em
que alguns genes precisam estar expressos em ambos 0s cromossomos para serem
funcionais. Embora, em mulheres 46,XX, ocorra o mecanismo de inativagao de um
dos cromossomos X, alguns genes escapam dessa inativagdo. Essas regides sao
conhecidas como regides pseudoautossémicas (PAR1 e PAR2). Um exemplo
amplamente conhecido, é o gene SHOX, localizado na regido PAR1 do brago curto
do cromossomo X (Xp22.23), pertencente a familia dos genes homeobox, os quais
desempenham papel essencial no desenvolvimento esquelético. A subexpressao do
gene SHOX, devido a haploinsuficiéncia, esta associada a alteragbes como baixa
estatura, cubitus valgus e quarto metacarpo curto (Davenport, 2010; Fukami, Sek,
Ogata, 2016).

Além das alteragdes morfolégicas e hormonais, pacientes com ST apresentam
um risco aumentado para o desenvolvimento de doengas autoimunes (DAIs), sendo
esse risco cerca de duas vezes maior em comparagao com a populagdo feminina
geral. Contudo, os mecanismos patofisiologicos e etioldégicos que relacionam ST a
disfungdo imunolégica ainda nao estdo completamente elucidados (Gawlik et al.,
2018).

2.3 DESREGULAGAO IMUNE E AUTOIMUNIDADE EM ST

O sistema imunolégico desempenha um papel fundamental na manutengao da
homeostase corporal, atuando como uma complexa rede de defesa que monitora,
neutraliza e elimina patégenos ou agentes que ameagam essa homeostase. Um dos
aspectos importantes dessa resposta é sua capacidade de discernir entre moléculas
préprias e nao proprias, mecanismo fundamental para evitar reagcées autoimunes.
Para isso, atua de forma coordenada utilizando dois mecanismos principais: a
resposta imune inata e a adaptativa que, embora sejam funcionalmente distintas,

atuam de maneira interligada (Dawoodi, Rizvi, Zaidi, 2024).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rizvi+SAA&cauthor_id=38237984
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zaidi+AK&cauthor_id=38237984
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A imunidade inata constitui a primeira barreira de defesa do organismo, sendo
composta por barreiras fisicas, como a pele e mucosas, células mieloides e
mediadores da inflamac&o inespecificos. Ceélulas mieloides, como neutrofilos,
macrofagos e células dendriticas, migram rapidamente para o sitio de les&o e ocorre
a liberacao de mediadores pro inflamatoérios, como quimiocinas, interleucinas e o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a). Quando a inflamagéo persiste devido a falha nos
mecanismos de resolu¢do ou intensidade do agente agressor, pode ocorrer evolugéo
para um estado crénico, contribuindo para o desenvolvimento de autoimunidade e das
doencas inflamatdrias crénicas (DICs) (Gatto et al., 2023; Dawoodi et al., 2024).

A imunidade adaptativa representa uma resposta altamente especializada do
sistema imune, caracterizada pela sua especificidade antigénica e capacidade de
gerar memoria imunologica. Essa resposta € desencadeada apds o reconhecimento
de antigenos, células ou padrdées moleculares nao proprios do organismo. Ao contrario
da imunidade inata, a adaptativa € mais lenta, mas proporciona uma defesa duradoura
e eficaz, sendo capaz de responder com maior rapidez e intensidade em exposi¢des
subsequentes ao mesmo agente. Os principais componentes celulares dessa
resposta sao os linfécitos B, responsaveis pela produg¢ao de anticorpos especificos, e
os linfécitos T, fundamentais para o reconhecimento celular de antigenos e
coordenacgao da resposta imune (Lee et al., 2020; Dawoodi et al., 2024).

Os linfécitos T s&o leucdcitos pequenos produzidos na medula dssea e
maturados no timo. Eles desempenham um papel central na imunidade adaptativa,
sendo cruciais tanto na defesa contra infecgbdes intracelulares quanto na vigilancia
imunoldgica contra células alteradas. Durante o processo de maturagao, recebem um
receptor heterodimérico de células T (TCR), composto principalmente por uma cadeia
a e B, que se liga a antigenos peptidicos apresentados pelo complexo de
histocompatibilidade principal (p-MHC) de células apresentadoras de antigenos
(APCs) (Lee et al., 2020; Bai et al., 2023; Dawoodi et al., 2024). A ativagédo do TCR
desencadeia uma complexa resposta de transducéo de sinal intracelular. Durante o
processo de selegédo no timo, as células T com alta afinidade por autoantigenos sao
eliminadas, deixando apenas aqueles com baixa ou moderada afinidade a antigenos
proprios para sobreviver. Esse mecanismo atua no controle da resposta imune,
prevenindo reacdes autoimunes por meio da supressao de linfocitos autorreativos
(Janyga et al., 2021; Shankar, 2021).



28

Pacientes com ST sao mais propensas a desenvolver doengas autoimunes e
inflamatdrias cronicas. Neste contexto, estudos apontam que os mecanismos de
controle da resposta imune estdo desregulados em pacientes com ST, e varios
mecanismos tém sido propostos para explicar a maior susceptibilidade de mulheres
com ST ao desenvolvimento de doengas autoimunes (Casto et al., 2021; Shankar,
2021). Diversas alteragbes imunolégicas foram relatadas na ST, como niveis
deficientes de imunoglobulinas G, M e A, diminuigdo da relagdo de linfécitos T
CD4+/CD8+, aumento de autoanticorpos e quebra da tolerancia imunoldgica, com
dificuldade em distinguir o préprio do nao préprio nesses individuos (Figura 7). Essas
disfungdes parecem contribuir para o surgimento das DAls e DICs, mas ainda nao

estdo totalmente elucidadas (Larizza et al., 2009; Shankar, 2021).

Figura 7 - Modelo representativo das alteragdes imunoldgicas na ST.
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As doencas autoimunes constituem um grupo heterogéneo e complexo de
disturbios caracterizados por uma resposta imunolégica anormal, resultante da quebra
da autotolerancia, mecanismo pelo qual o sistema imunoldgico evita atacar seus
proprios componentes. Sua etiologia envolve uma interacdo multifatorial entre
predisposicao genética, alteragdes epigenéticas e fatores ambientais. As doencas

inflamatdrias cronicas se desenvolvem quando o agente causador da inflamagao
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aguda nao é eliminado adequadamente ou quando os mecanismos naturais de
resolugcao da inflamacdo sdo comprometidos, levando a inflamacgao persistente e
consequente disfungéo tecidual (Larizza et al., 2009; Bianchi et al., 2012; Tobon et al.,
2012; Herrero-Cervera, Soehnlein, Kenne, 2022).

Em pacientes com ST, essas manifestagcdes sdo significativamente mais
prevalentes do que na populagdo feminina geral (Gawlik et al.,, 2018). Entre as
doencas autoimunes/inflamatérias crénicas mais prevalentes estdo aquelas que
envolvem a tireoide. E estimado que 40% dos autoanticorpos circulantes estejam
relacionados a tireoide, muitas vezes associados a tireoidite de Hashimoto e a doenca
de Graves. No entanto, outras doencas podem ser observadas, como diabetes
mellitus tipo 1, doenca celiaca, doenca de Crohn, retocolite ulcerativa, artrite
reumatoide juvenil, sindrome de Sjogren, sarcoidose, febre reumatica, purpura
trombocitopenica imune, glomerulonefrite membranoproliferativa, hepatite autoimune,
psoriase, vitiligo e alopecia (Santos et al., 2018; Casto et al., 2021; Gravholt et al.,
2024).

No Brasil, apenas quatro estudos relataram a frequéncia de doencas
autoimunes/inflamatdrias cronicas em pacientes com ST. Em um estudo realizado
com pacientes de Sao Paulo, Bianco et al. (2010) relataram que um total de 44,36%
das pacientes ST desenvolveram DAls, compreendendo doencas autoimunes da
tireoide (28,9%), diabetes melittus tipo | (4,9%) e Lupus eritematoso sistémico (LES)
(2,1%). Enquanto no estudo realizado por Santos et al. (2018, 2019) e Laranjeira et
al. (2022), envolvendo pacientes com ST de Pernambuco, cerca de 34% das
pacientes apresentavam DAIs, incluindo tireoidite de Hashimoto, hipotireoidismo ou
alopecia (18%) e desordens inflamatodrias crénicas, como obesidade, otite crbnica
média e rinite alérgica persistente ou amidalite recorrente (16%).

Além da desregulacdo imunolégica, outros fatores sdo importantes para
explicar a maior ocorréncia de DAIls e DICs em pacientes com ST. Alguns estudos
associaram a possivel relagao entre o0 i(Xq) e a ocorréncia das DAIs, como a diabetes
melittus, doenca de Crohn, doenca celiaca e um aumento de 83% dos anticorpos
antitireoidianos, em comparag¢ao com outros cariotipos. No entanto, os resultados s&o
controversos e mais estudos sédo necessarios (Larizza et al., 2009; Shankar, 2021).
Em contrapartida, polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) tém sido investigados
quanto a sua associagao com a etiologia de algumas manifestagdes clinicas na ST,
incluindo o aumento da suscetibilidade a DAIls. SNPs dos genes VDR, PTPN22,
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CTLA-4 e FOXP3 foram estudados relacionando uma falha dos mecanismos de
tolerancia as DAls mais prevalentes em ST (Bianco et al., 2012; Santos et al., 2018,
2019; Casto et al., 2021; Laranjeira et al., 2022; Gravholt et al., 2024).

A investigacdo de alteragdes genéticas, como alelos envolvidos na
suscetibilidade as DAIs e DICs, bem como modificagbes na expressao de genes
envolvidos na resposta imune, é de grande importancia, principalmente por permitir a
identificacdo precoce de fatores de risco antes da manifestagéo clinica da doencga,
que muitas vezes pode levar anos para se tornar evidente (Tobon et al., 2012; Casto
etal., 2021).

2.4 GENE PTPN22

O gene PTPNZ22 (Proteina tirosina fosfatase néo receptora tipo 22) esta
localizado no cromossomo 1p13 (Figura 8) e possui 16 exdns. O gene é expresso em
todas as linhagens de leucdcitos, principalmente linfocitos T e B e células natural killer
(NK), no timo, baco e também na medula 6ssea (Casto et al., 2021; Bai et al., 2023).
O PTPNZ22 pertence a familia de genes que codificam proteinas tirosina fosfatases
(PTPs), responsaveis por remover grupos fosfato de residuos de tirosina, que sao
importantes principalmente na regulacdo dos processos celulares (Halea, Steegea,
Hertog, 2017).

Figura 8 - Localizagdo cromossdmica do gene PTPN22.
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Fonte: GeneCards, The Human Gene Database.

A proteina codificada pelo gene PTPN22 é a fosfatase linfoide especifica (Lyp),
a qual possui aproximadamente 90 kDa e esta presente no citoplasma das células
hematopoiéticas. Sua estrutura € composta por um dominio catalitico classico da PTP
(aminoacidos 1-300), na regiao N-terminal, seguido por um interdominio regulador
(aminoéacidos 301-600) e um dominio C-terminal contendo quatro regides ricas em
prolina (P1-P4), que controlam sua atividade proteina-proteina fosfatase (Figura 9)
(Tizaoui et al., 2021; Bai et al., 2023; Brownlie, Salmond, 2024).
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Figura 9 - Estrutura da proteina Lyp. P1-P4: regides ricas em prolina.
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Fonte: adaptado de Brownlie, Salmond (2024).

A interacado entre o MHC, presente nas APCs, e o receptor TCR desencadeia
uma complexa cascata de transducéo de sinal intracelular. Esse processo € iniciado
pela ativagao da proteina tirosina cinase especifica de linfocitos (Lck), que fosforila e,
consequentemente, ativa a proteina quinase-70 associada a cadeia zeta (Zap70). A
ativagdo da Zap70 propaga a sinalizagao, promovendo ativagao e proliferagdo das
células T. A Lyp é uma proteina que atua como reguladora negativa, desfosforando
os residuos de tirosina do TCR e das principais cinases intermediadoras, Zap70 e Lck.
Essa atividade é essencial na via para prevenir uma exacerbagao da resposta. (Figura
10) (Donk et al., 2021; Bai et al., 2023).

Além disso, a proteina Lyp pode interagir desfosforilando outros substratos
intracelulares das vias do sistema imune inato e adaptativo, como também atua na
inducdo da liberagdo de interferon tipo | por células mieldides e contribui para o
aumento da liberagdo de citocinas inflamatérias pelos macréfagos e mondcitos.
Evidéncias experimentais demonstraram uma relacdo entre a diminuicdo dos
homodlogos da Lyp em camundongos e atividades pré-inflamatdérias hiperresponsivas
(Armitage, Wallet, Mathews, 2021; Tizaoui et al., 2021). Adicionalmente, a acédo do
Lyp nas células B ainda ndo esta completamente esclarecida, embora alguns estudos
tenham demonstrado uma possivel relagao indireta dessa proteina na diferenciagao
deste tipo celular (Stanford, Bottini, 2014; Tizaoui et al., 2021).

Embora a proteina Lyp desempenhe fungdes no sistema imunoldgico inato, sua
principal fungéo € no sistema imunoldgico adaptativo, especialmente na prevengao da
ativagdo e da manutengdo dos linfocitos T autorreativos. Nesse contexto, estudos
demonstraram uma relagdo entre o gene PTPN22 e uma maior suscetibilidade as
DAIs/DICs (Tizaoui et al., 2022). Um dos primeiros estudos a relacionar a fosfatase
enriquecida com prolina (PEP), uma proteina homdloga a Lyp, a processos
autoimunes foi realizado por Hasegawa et al. (2004). Em modelos murinos com
delecédo do gene PTPN22 (knock-out), foi observada uma redugédo na expressao da

PEP, o que levou a um aumento da expansao clonal de células T, sugerindo um papel
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relevante dessa proteina no desenvolvimento dos timdcitos. Recentemente, uma
metanalise realizada por Thomas e Veerabathiran (2025) analisou 43 estudos e
identificou que todos analisaram o SNP rs2476601 (R620W) do gene PTPN22,
relacionando-o a um risco aumentado de doengas autoimunes/inflamatérias, como
artrite reumatoide, diabetes tipo 1, doenca de Graves, doenga celiaca e LES, em

diferentes populagoes.

Figura 10 — Esquematizagéo da fungao da Lyp no receptor TCR, apés ligagdo com o peptideo-MHC.
(a) Processo normal de expressdo do gene PTPN22, que codifica a proteina Lyp.
Demonstragao da regulagéo negativa do Lyp, por meio da desfosforilacdo dos residuos de
tirosina do TCR, Zap 70 e Lck. (b) Processo com reducdo do gene PTPN22, acarretando
na diminuicdo da expressao da proteina Lyp e consequente diminuicdo da desfosforilagdo

dos residuos de tirosina do TCR, Zap 70 e Lck.
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A alta prevaléncia de doencas autoimunes em pacientes com ST tem motivado
investigacbes sobre os fatores genéticos envolvidos na desregulagédo imunoldgica
observada nessa sindrome. Uma revisao sistematica conduzida por Marqui (2015)
identificou os principais polimorfismos genéticos associados aos riscos de
manifestagbes clinicas em pacientes com ST. Entre os 17 estudos analisados,

encontra-se o trabalho de Bianco et al. (2010), que demonstrou a associagéo
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significativa entre o polimorfismo C1858T (rs2476601) do gene PTPN22 e o
desenvolvimento das DAls em pacientes de Sao Paulo. Outros polimorfismos do gene
PTPN22 também estdo sendo estudados como fatores de risco para o
desenvolvimento dessas condi¢des na populagdo (Roman-Fernandez et al., 2022). O
SNP rs2488457 localizado na regido promotora do gene PTPN22, também pode estar
envolvido com essa suscetibilidade, no entanto, ainda sdo escassas pesquisas que
abordam a relacao entre esse SNP e doencgas autoimunes/inflamatérias em individuos
com ST. Estudos em diferentes populagcbes sdo necessarios, destacando a
importancia da heranga genética (Villanueva-Ortega et al., 2017).

Portanto, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das DAIs/DICs em
pacientes com ST ainda ndo estdo completamente esclarecidos, uma vez que a
patogénese dessas doengas € complexa e depende de diversos mecanismos de
regulacdo imunoldgica. Como mencionado, embora se saiba que a resposta imune
nessas pacientes esta prejudicada, poucos estudos foram realizados até 0 momento
envolvendo genes ligados a imunidade nesses individuos (Santos et al., 2018;
Laranjeira et al., 2022). Dessa forma, estudar a relagéo entre o gene PTPN22 e o
desenvolvimento de doengas autoimune/inflamatério em pacientes ST é de extrema
relevancia para uma melhor compreensao dos aspectos genéticos, imunologicos e

clinicos envolvidos na sindrome.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar a associagao entre as alteragdes cromossémicas e moleculares, com
énfase no perfil de expressao e no polimorfismo do gene PTPN22, e a predisposigéo
a doengas autoimunes e inflamatérias crdonicas em pacientes com Sindrome de

Turner.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar os cariétipos das pacientes encaminhadas com suspeita clinica de
ST;

2. Estratificar os caridtipos e relacionar com as doengas autoimunes (DAIs) e
inflamatadrias crénicas (DICs);

3. Avaliar o perfil de expressao do gene PTPN22 em pacientes com ST e grupo
controle saudavel;

4. Avaliar o perfil de expressdo do gene PTPN22 em pacientes com ST com e
sem DAls e DICs;

5. Determinar as frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo rs2488457 do
gene PTPN22 e sua possivel associacdo com a predisposi¢ao a DAls e DICs

em pacientes com ST.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente estudo foi realizado com 131 pacientes diagnosticadas com ST
durante o periodo de maio de 2006 até dezembro de 2024, compreendendo um brago
retrospectivo e um brago prospectivo. No brago retrospectivo, foram incluidas
pacientes que possuiam DNA e RNA isolados, os quais foram utilizados para as
analises de biologia molecular. Enquanto o brago prospectivo compreendeu pacientes
encaminhadas para a realizacdo da cariotipagem e, apés a definigdo do cariétipo,
foram convocadas para nova coleta de sangue periférico, para realizagao das etapas
de biologia molecular.

As pacientes clinicamente diagnosticadas com ST foram provenientes do
Servigo de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas (HC/UFPE). Todas as
participantes foram orientadas sobre os objetivos do estudo e concordaram
voluntariamente em participar mediante a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Os achados clinicos das pacientes foram obtidos dos
prontuarios médicos disponibilizados pelo servigo supracitado.

Esse trabalho faz parte de um projeto maior, aprovado pelo Comité de Etica do
Centro de Ciéncias da Saude/CCS/UFPE (CAAE: 32478820.0.0000.5208) (ANEXO
A).

4.2 CULTURA DE LINFOCITOS E ANALISE CITOGENETICA

4.2.1 Cultura de linfécitos e preparagdo cromossémica

As preparag¢des cromossémicas foram obtidas a partir da cultura de linfécitos
do sangue periférico das pacientes. Para isso, foram coletados 4 mL de sangue por
puncao venosa em tubos contendo heparina como anticoagulante. As culturas foram
realizadas em duplicata, com a adigdo de 0,5 mL do sangue total em tubos falcon
contendo 4 mL do meio RPMI 1690 (GIBCO), suplementado com 1 mL de soro bovino
fetal (GIBCO) e 0,2 mL de fitohemaglutinina (GIBCO). As culturas foram incubadas
em estufa a 37 °C durante 72h. Duas horas antes do término da incubacéo, foi
adicionado 0,1 mL de colchicina 0,0016% (SIGMA), para interromper o ciclo celular
na metafase. Em seguida, as culturas foram submetidas ao choque hipoténico com

solugao de KCI aquecida previamente a 37 °C e mantidas em banho-maria a 37 °C
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por 20 minutos. Apds centrifugacédo, o material foi fixado com solugdo de metanol e
acido aceético na proporgao 3:1. Para a preparagcao das laminas, duas gotas da

suspensao celular foram depositadas sobre laminas previamente limpas.

4.2.2 Bandeamento G

A investigacao cromossémica das pacientes foi realizada pelo bandeamento G.
As laminas foram confeccionadas e envelhecidas por cinco dias a temperatura
ambiente. Depois, foram tratadas com uma solugao de tripsina (0,12%) aquecida a 37
°C, mergulhadas no soro fisioldgico e coradas com Giemsa, por 6 minutos. Para cada
paciente foram analisadas cerca de 20 metafases. A captura de imagens dos
cariotipos foi realizada com o sistema CytoVision com aumento de 1.000x em objetiva
de 100x. A identificagdo cromossdmica foi realizada em microscopia Optica, seguindo

o Sistema Internacional para Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN) de 2020.

4.3 BIOLOGIA MOLECULAR

4.3.1 Extragcdo de mRNA e conversdo de cDNA

Para realizagao dos ensaios de expressao génica, inicialmente foi realizada a
extracao de RNA total das pacientes com ST e do grupo controle saudavel, a partir da
coleta de sangue periférico em tubos contendo o anticoagulante EDTA. O RNA total
foi isolado através da metodologia do Trizol®, seguindo instru¢des do fabricante. Em
microtubos de 2 mL (Eppendorf), foram adicionados 250 uL de sangue total e 750 uL
de Trizol, com homogeneizagao vigorosa para promover a lise celular. A mistura foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, seguida da adicédo de 150 uL de
cloroférmio e novamente incubada por 3 minutos. Depois do tempo de incubacéo, foi
adicionado 375 L de isopropanol 100%, com incubagao a temperatura ambiente por
10 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas, e o pellet obtido foi lavado
com 750 uL de etanol a 75%. Apo6s nova centrifugagao, os tubos foram mantidos
abertos em ambiente arejado por cerca de 2 horas para a completa evaporagédo dos
reagentes residuais. O pellet foi ressuspendido em 30 pL de solucao livre de RNAse
e armazenado a -80 °C até posterior quantificacdo. A quantificacdo do RNA foi
realizada por espectrofotometria no equipamento NanoDrop™ (Thermo Scientific),

para determinar a concentracao e a pureza do RNA total extraido.
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A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (ThermoFisher) seguindo as recomendagdes do fabricante.
Apods quantificagdo do RNA total, foi padronizada uma concentragdo de 500 ng em um
volume final de 10 uL. A preparagao do mix de conversao foi realizada de acordo com
o protocolo do kit e distribuida nos microtubos contendo o RNA. As amostras foram
homogeneizadas e submetidas ao termociclador para amplificagcdo do cDNA. No final
do processo, foi adicionado 80 pyL de agua, para armazenamento a -20 °C até o

momento das analises de expressao génica.

4.3.2 Extragdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico das pacientes com ST foi realizada a partir dos
leucdcitos totais de amostras de sangue periférico, utilizando o kit de extragdo QlAamp
Mini Spin (QIAGEN), seguindo as instrugdes do fabricante. Em microtubos de 2 mL,
foram adicionados 20 yL de QIAGEN Protease, 200 yL de sangue total e 200 uL do
tampéao de lise (Buffer AL). Esse material foi incubado no banho-maria a 56 °C durante
10 minutos. Apos esse tempo, foi adicionado 200 pyL de etanol (96-100%), com
homogeneizagao breve em voértex. Um volume de 620 uL da amostra foi transferido
para uma coluna com filtro, onde ocorreram os processos de filtracdo e lavagem. As
etapas de lavagens foram realizadas com tampdes especificos do Kit, intercaladas
por duas centrifugagdes: a primeira por 1 minuto a 13.000 rpm e a segunda por 3
minutos na mesma rotacdo. Ao final do processo, foi adicionado 200 uL do tampéo de
eluicdo (Buffer AE) e centrifugado por 1 minuto a 11.000 rpm. O DNA extraido foi
quantificado por espectrofotometria no equipamento NanoDrop™ (Thermo Scientific),
para avaliagdo da concentracdo e pureza. As amostras foram padronizadas para a
concentragcéo de 250 ng em 10 uL, e armazenadas a -20 °C até sua utilizagdo nos

ensaios de genotipagem.

4.3.3 Ensaio de expressao génica

Os ensaios de expressao génica foram realizados em amostras de 20 pacientes
com ST, com média de idade de aproximadamente 20 anos, e 20 individuos saudaveis
do sexo feminino, com média de aproximadamente 24 anos de idade; além disso,
houve a comparacao do perfil de expressédo entre oito pacientes ST com doencas
autoimunes/inflamatdrias crénicas e oito pacientes sem estas condigdes clinicas. Para

a genotipagem, foram utilizadas sondas TagMan® para o gene alvo PTPN22
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(Hs.01587526) e o sistema SYBR Green para o gene de referéncia HPRT1 (F -
ACAGGACTGAACGTCTTGCT e R - GAGCACACAGAGGGCTACAA). Os ensaios
foram realizados no equipamento ABI7500 (Applied Biosystems) e os resultados
foram gerados a partir da aplicagdo do método de analise comparativa de 2-AACt,

permitindo a quantificagao relativa da expressao génica.

4.3.4 Ensaios de genotipagem

Os ensaios de genotipagem foram realizados em 94 pacientes com ST, com
média de aproximadamente 19 anos de idade. Para essa analise, foi usado o sistema
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA), que emprega sondas fluorogénicas
especificas para detecgédo do polimorfismo rs2488457 no gene PTPN22. As reagdes
de genotipagem foram realizadas por PCR quantitativo em tempo real (QPCR),

utilizando o equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems, 2014).

4.4 ANALISE DE DADOS

4.4.1 Analise da expressdo génica

A analise da expressao génica foi realizada no programa R, inicialmente com a
aplicacao do teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da distribuicdo dos
dados, e em seguida foi aplicado o teste adequado para a populagéo. O teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado no grupo amostral com distribuicdo nao
normal, e para as amostras com distribuicdo normal foi aplicado o teste paramétrico T
Student. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05. Os graficos foram gerados a partir do programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

4.4.2 Analise dos ensaios de genotipagem

A analise estatistica dos dados de genotipagem foi realizada utilizando o
SNPStats e o programa R. As frequéncias alélicas e genotipicas, assim como o
equilibrio de Hardy-Weinberg, foram obtidas por meio do teste do qui-quadrado ( x?2).
A influéncia do polimorfismo sobre o risco para o desenvolvimento de doencgas
autoimunes e/ou inflamatérias cronicas na ST foi estimada pelo teste de Odds Ratio
(OR), com intervalo de confianca de 95%. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise citogenética

Nesse estudo, foram analisados os caridtipos de 131 pacientes com
diagnostico clinico de ST, cuja distribuicdo esta apresentada na tabela 1. A
monossomia do cromossomo X (45,X) foi o cariotipo mais frequente, identificado em
69 pacientes (52,68%). O mosaicismo cromossOdmico representou o segundo cariétipo
mais frequente (38,91%), com destaque para o i(Xq), presente em 19 pacientes
(14,50%). Essa alteracédo foi encontrada tanto em mosaicismo cromossémico
[45,X/46,X,i(Xq)] quanto sem o mosaicismo [46,X,i(Xq)], presente em 10 pacientes,
totalizando 29 pacientes com a presenga do isocromossomo do X (22,13%). Outras
alteracbes estruturais incluiram os caridtipos 45,X/46,X,r(X) e o 45,X/46,X,+mar,
ambos encontrados em sete pacientes (5,34%). Adicionalmente, foi observada a
presenca do cromossomo Y, detectavel pelo bandeamento G, em seis pacientes
(4,58%). Caridtipos mais complexos também foram encontrados, embora em menor
frequéncia, contribuindo para a heterogeneidade citogenética observada entre as

pacientes com ST.

Tabela 1 - Distribuicdo dos cariétipos associados a ST.

Cariotipo Numero de  Frequéncia (%)
pacientes
45X 69 52,68
Mosaicismos sem alteragao estrutural
45,X/46,XX 3 2,29
45,X/47 XXX 1 0,76
Mosaicismos com alteragoes estruturais
45,X/46,X,i(Xq) 19 14,50
45,X/46,X,r(X) 7 5,34
45,X/46,X, del(Xp) 4 3,05
45 X/46,X,+mar 7 5,34
45,X/46,X, der(X) 2 1,53
45,X/46,X, inv dup(Xq) 1 0,76
45,X/46,XX,+mar 1 0,76
Mosaicismos com cromossomo Y
45,X/46,XY 6 4,58
Alteragoes estruturais sem mosaicismos
46,X,i(Xq) 10 7,63
46,X, dup(Xp) 1 0,76

Total 131 100
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5.2 Caracterizagao dos achados clinicos

A idade média ao diagndstico das pacientes com ST foi de 12,45 anos, com
uma variagao entre recém-nascidas e 56 anos. Embora a maioria dos casos com
caridtipo 45,X tenha sido investigada antes dos 2 anos de idade (Figura 11), a maior
parte dos diagndsticos ocorreu durante a puberdade (9-18 anos), demonstrando um

atraso no diagnostico citogenético da sindrome.

Figura 11 - Idade das pacientes com ST ao diagndstico, comparando pacientes com cariétipo 45,X e

pacientes com outros cariétipos.
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Idade ao diagnostico

As caracteristicas clinicas observadas nas 131 pacientes com ST estao
detalhadas na Tabela 2. A baixa estatura foi a caracteristica mais prevalente,
observada em 88 pacientes (67,18%), refletindo um comprometimento significativo do
crescimento comumente associado a condicao. O infantilismo sexual, caracterizado
por caracteristicas sexuais secundarias subdesenvolvidas e puberdade tardia, foi
observado em 83 pacientes (63,36%). Alteragbes esqueléticas, incluindo
anormalidades na estrutura e no desenvolvimento 6sseo, estavam presentes em 50

pacientes (38,17%). Além disso, 44 pacientes (33,59%) exibiram pescogo curto e



41

alado, uma caracteristica fenotipica frequentemente associada a sindromes

congénitas. A baixa implantagao do cabelo foi identificada em 32 pacientes (24,43%),

contribuindo ainda mais para o fenétipo fisico reconhecivel da sindrome.

Tabela 2 - Distribuicdo das caracteristicas clinicas das pacientes com ST.

Caracteristicas clinicas Numero Frequéncia (%)
de
pacientes

Baixa estatura 88 67,18
Infantilismo sexual® 83 63,36
Alteragbes esqueléticasP 50 38,17
Pescocgo curto e alado 44 33,59
Amenorreia primaria 43 32,83
Baixa implantagao do cabelo 32 24,43
Hipertelorismo mamario 29 22,14
Edema 27 20,61
Doenca autoimune da tireoide 23 17,56
Doenca inflamatéria crénica (com 22 16,80
sobrepeso/obesidade)

Denca cardiovascular 22 16,80
Doencga neuroldgica 20 15,27
Redundancia de pele no pescogo 19 14,50
Baixa implantacao de orelhas 18 13,74
Doencga de pele 18 13,74
Palato arqueado 17 12,98
Sobrepeso/obesidade 15 11,45
Alteracdes anatédmicas dos olhos 13 9,92
Osteopenia/osteoporose 11 8,40
Malformagéao renal 10 7,63
Deficiéncia auditiva 10 7,63
Dislipidemia 6 4,58
Hipotonia muscular 3 2,29
Alopecia 2 1,57

a Auséncia de desenvolvimento mamario, auséncia de pelos axilares e pubianos, Utero
hipoplasico e auséncia de ovarios; P As principais condigdes clinicas sdo cubitus valgus,
depressao de xifoides, metacarpos curtos e Genu valgus.

Os achados clinicos compativeis com doengas autoimunes ou inflamatérias

cronicas foram encontrados em 38 das 131 pacientes com ST investigadas,

totalizando 29% das pacientes. As principais doencas autoimunes observadas foram

as doengas da tireoide, diagnosticadas em 23 pacientes (60,5% da amostra com

DAIs/DICs), incluindo tireoidite de Hashimoto e hipotireoidismo. De acordo com a

figura 12, o caridtipo 45X

0 mais

frequentemente

associado

a
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autoimunidade/inflamacéo crénica, representando 52,63% dos casos. Em seguida,

estdo os caridtipos com a presenga do i(Xq), observado em 23,69% dos casos.

Figura 12 - Frequéncia de pacientes com ST com doengas autoimunes/inflamatdrias crénicas,

relacionando com os cariotipos.
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5.3 Analise da expresséo do gene PTPN22

A andlise do perfil da expressdo do gene PTPN22, revelou uma redugao
significativa nos niveis de expressao nas pacientes com ST (n =20) em comparagéao
com o grupo controle saudavel (n = 20). Uma diminuigdo de 1,64 vezes na expressao
génica foi observada nas pacientes com ST (FC = -1,64), com significancia estatistica
(p = 0,00056) (Figura 13).
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Figura 13 - Avaliagdo da expressado do gene PTPN22 em pacientes com ST em comparagao ao
grupo controle saudavel. A analise dos dados demonstrou uma reducgao significativa na

expressao génica nas pacientes com ST (FC= -1,64; p= 0,00056).
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A analise dos niveis de expressao do gene PTPN22 entre pacientes com ST
com (n=8) e sem (n=8) DAIs/DICs mostrou um aumento na expressao génica (FC =
1,67) nas pacientes com essas condi¢gdes, em comparagao as pacientes sem essas
condigdes (ST-controles). Apesar da tendéncia de aumento, a diferenga ndo foi

estatisticamente significativa (Figura 14).

Figura 14 - Avaliagdo da expresséo do gene PTPN22 em pacientes com ST, comparando aquelas
com e sem doengas autoimunes/inflamatérias cronicas. A analise dos dados demonstrou
um aumento na expressao génica nas pacientes com essas condi¢des, porém sem

significancia estatistica (FC= 1,67; p= 0,589).
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5.4 Analise do polimorfismo do gene PTPN22

A analise de polimorfismo rs2488457 (G>C) do gene PTPN22 foi realizada em
94 pacientes com ST, comparando o grupo de pacientes ST com DAls e DICs (grupo
caso) e pacientes ST sem estas condi¢des clinicas (grupo controle). Do total da
amostra, 41 ndo apresentaram resultados satisfatérios no ensaio de genotipagem e
foram excluidas da andlise estatistica, totalizando 53 amostras viaveis para
investigacéo do polimorfismo.

No resultado preliminar do estudo, foi observado que 71,4% das pacientes com
ST do grupo caso apresentaram o gendtipo homozigoto variante (CC) para o
polimorfismo rs2488457 (Tabela 3), enquanto 28,6% apresentaram o gendtipo
heterozigoto (GC). Nao foram observados individuos com o genoétipo homozigoto
selvagem (GG). No grupo controle, 2,6% apresentaram o gendtipo GG, 28,2% o
genotipo GC e 69,2% o gendtipo CC. Apesar da maior frequéncia do alelo variante C
e do gendtipo CC em ambos os grupos avaliados, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nas distribuicées alélicas e genotipicas. As frequéncias
alélicas e genotipicas estdo em conformidade com o equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW).

Tabela 3 — Distribuicédo alélica e genotipica do polimorfismo rs2488457 do gene PTPN22 de

pacientes com ST com DAIs/DICs (grupo caso) e pacientes ST (controles).

Polimorfismo Casos N (%) Controles N (%) Odds ratio (95% IC) p-value

(14) (39)
rs2488457
Alelos
G 4 (0.14) 13 (0.17)
C 24 (0.86) 65 (0.83) 1.2 (0.33-5.54) 1
Genotipos
GG 0 (0) 1(2.6)
GC 4 (28.6) 11 (28.2) NS 1
CcC 10 (71.4) 27 (69.2) NS 1

Resultados expressos em: valor absoluto (valor relativo)
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6 DISCUSSAO

Em nosso estudo, 131 pacientes com ST tiveram o diagndstico confirmado pela
cariotipagem com bandeamento G. Destas, 52,68% apresentavam o cariotipo 45,X,
corroborando com achados encontrados na literatura, que relatam a presencga do
cariotipo classico da ST em 50 a 60% dos casos. A perda completa de um
cromossomo X esta associada a uma maior expressividade fenotipica, o que
possivelmente contribui para a maior frequéncia diagndstica desse grupo, uma vez
que os sinais clinicos mais evidentes tendem a gerar maior procura por atendimento
médico (Santos et al., 2018; Gravholt et al., 2023; 2024). Os cariétipos em mosaicismo
cromossémico foram observados em 38,91% das pacientes. Estudos indicam a
frequéncia do mosaicismo entre 20 e 40% das pacientes. O mosaicismo 45,X/46,XX
embora seja relatado como o mais frequente, foi identificado em apenas trés
pacientes, representando 2,29% dos casos. Tal variagdo pode estar relacionada as
comorbidades clinicas mais brandas desse cariétipo, favorecendo o subdiagnéstico,
ou ainda refletir diferengas populacionais (lbarra-Ramirez, Martinez-de-Villarreal,
2016; Mondal et al., 2019; Prakash, 2019; Vida et al., 2025).

O mosaicismo mais prevalente em nossa amostra foi o 45,X/46,X,i(Xq),
identificado em 14,50% das pacientes. A presenca do i(Xq) tem sido associada,
embora de forma controversa, a um risco aumentado para doengas autoimunes,
possivelmente devido a trissomia parcial do brago longo do cromossomo X, que pode
desregular genes relacionados a imunidade (Khater, 2019; Santos et al., 2019; Casto
et al., 2021; Shankar, 2021). Nossos dados reforcam essa hipotese, uma vez que
23,69% das pacientes com doengas autoimunes e inflamatérias cronicas
apresentavam cariotipos com i(Xq), sendo o segundo mais frequente nesse grupo.
Contudo, o caridtipo 45,X, foi o mais frequentemente observado entre as pacientes
com DAls, presente em 52,63% dos casos.

Embora a relagao entre alteracbes cromossémicas e predisposi¢ao autoimune
na ST nado esteja totalmente esclarecida, nossos achados sugerem uma possivel
associacdo entre determinados cariétipos e um risco aumentado para condi¢des
imunomediadas, que reforcam a importancia da definicao do cariétipo na estratificagao
clinica dessas pacientes.

Caridtipos com cromossomos marcadores foram encontrados em oito
pacientes (6,1%), e podem corresponder a fragmentos dos cromossomos sexuais (X

ou Y). A detecgado de material do cromossomo Y é particularmente relevante, devido
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a sua associagao com risco aumentado de desenvolvimento de gonadoblastoma. O
rastreio molecular para a detecgao do cromossomo Y é essencial, com indicagido de
gonadectomia profilatica em casos positivos (Gravholt et al., 2024). Em nossa
amostra, seis pacientes (4,58%) apresentaram o cromossomo Y na analise
citogenética, destacando a necessidade de investigagdo complementar com técnicas
moleculares, como a técnica de hibridizagcdo in situ fluorescente (FISH), usando
sondas para o cromossomo Y, e a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
com primers especificos para sequéncias génicas do cromossomo Y (Bucerzan et al.,
2017; Vogt et al., 2019).

Adicionalmente observamos a presencga do r(X) em sete pacientes (5,34%), das
quais 10,53% apresentavam DAls ou DICs. Embora os mecanismos ainda nao
estejam completamente elucidados, ha estudos que associam a presenga do r(X) a
alteragdes metabdlicas inflamatérias, como aumento de hemoglobina glicada,
sugerindo possivel predisposicao ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Gravholt et
al., 2023). A cariotipagem das pacientes assume um papel fundamental ndo apenas
no diagndstico da ST, mas também na previsdo do risco clinico e manejo das
pacientes, visto que diferentes caridtipos se associam a distintas penetrancias
fenotipicas e comorbidades (Vida et al., 2025).

A idade média ao diagndstico das pacientes ST foi 12,45 anos. No entanto, a
maioria das pacientes foi diagnosticada durante a puberdade (9-18 anos), periodo em
que se tornam evidentes as caracteristicas clinicas como baixa estatura, amenorreia
primaria e auséncia de caracteres sexuais secundarios. Este resultado esta
corroborando com a literatura, que apontam idade média ao diagnostico entre 12 e 15
anos, com distribuicdo entre os grupos etarios semelhantes aos nossos achados. O
diagndstico tardio da ST compromete significativamente o progndstico das pacientes
aléem de impactar nos tratamentos. A utilizagcdo precoce do uso de hormdnio do
crescimento e reposicdo estrogénica esta diretamente associada a melhores
desfechos em estatura, desenvolvimento puberal e estrutura éssea, sendo necessaria
a reducéao da idade em que € diagnosticada a sindrome (Huang, Olson, Maslen et al.,
2021; Nunes et al., 2021).

Do ponto de vista clinico, a manifestagdo mais comum observada foi a baixa
estatura (64,18%), seguida por infantilismo sexual (63,36%), caracterizado por
auséncia ou atraso na puberdade devido a disfungdo gonadal primaria; alteragbes

esqueléticas, como cubitus valgus e metacarpos curtos (38,17%); e pescoco curto e
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alado (33,59%). Esses achados refletem a heterogeneidade fenotipica na ST, onde
tais caracteristicas, embora ndo exclusivas da sindrome, constituem importante
indicativo diagnéstico (Gravholt et al., 2023; 2024; Vida et al., 2025).

Com relagdo as comorbidades autoimunes e inflamatorias, aproximadamente
20 a 50% das pacientes com ST podem desenvolver tais condigbes (Gawlik et al.,
2018). Em nosso resultado, 17,56% apresentavam doencas autoimunes da tireoide,
como a tireoidite de Hashimoto, a mais comum nesse grupo, percentual compativel
com a literatura (Khater, 2019). Estudo conduzido por Donate et al. (2023) encontrou
prevaléncia de 31% para doengas tireoidianas em pacientes com ST, o que pode
refletir diferengas no tempo de acompanhamento, faixa etaria ou tamanho amostral.

As doengas inflamatorias cronicas foram diagnosticadas em 16,80% das
pacientes, geralmente associadas a sobrepeso e obesidade. Ha evidéncias de que
pacientes com ST apresentam alteragdes metabdlicas, a qual pode contribuir para um
estado inflamatdrio crénico, aumentando a propensao ao desenvolvimento de DICs,
como diabetes mellitus (Hamjane et al., 2020).

Em relagdo a expressdo do gene PTPN22, observamos uma redugao de
aproximadamente 1,64 vezes nas pacientes com ST em comparagao ao grupo
controle saudavel, com significancia estatistica (p = 0,00056). Essa redugao esta em
consonancia com estudos que demonstram que baixos niveis de expressédo desse
gene estdo associados a doengas autoimunes, como o lupus eritematoso sistémico
(Roman-Fernadez et al., 2022) e a tireoidite de Hashimoto (Kyrgios et al., 2021).
Nesses casos, a hipermetilacdo do gene PTPNZ22 parece ser um mecanismo
relevante, interferindo na producdo da proteina Lyp e no controle das células T
autorreativas. Pacientes com ST, por apresentarem perfis epigenéticos distintos,
podem exibir alteragdes na expressdo de genes reguladores da imunidade (Huang,
Olson, Maslen, 2021). Nossos dados sugerem que a diminuicdo da expressao de
PTPN22 leva a uma alteracdo na regulacao de células T, e desta forma, pode
contribuir para a disfungédo imunolégica observada em individuos com ST.

Porém, ao comparar pacientes com ST com e sem DAIs/DICs, foi observado
um aumento da expressao do PTPN22 (FC = 1,67), sem significancia estatistica. Esse
achado levanta a hip6tese de que, mesmo com uma expressao basal reduzida do
gene na ST, pacientes com comorbidades imunolégicas podem apresentar ativagao
compensatéria ou desregulagcdo especifica em fungdo do estimulo inflamatério

cronico.
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A analise do polimorfismo rs2488457 do gene PTPN22 n&o evidenciou
diferengas estatisticamente significativas nas distribuigcdes alélicas e genotipicas em
pacientes com ST com e sem DAIls e DICs. Entretanto, foi observada uma maior
frequéncia do alelo C e do gendtipo homozigoto CC nesta amostra, evidenciando a
presenca da variante funcional associada a esse polimorfismo. O alelo C tem sido
associado a um aumento da suscetibilidade a diversas DAIs/DICs, conforme
demonstrado em estudos realizados em diferentes populagdes (Chen et al., 2013;
Fang et al., 2015; Bufalo et al., 2020).

Apesar dessa associagao conhecida entre o alelo C e condi¢gbes autoimunes,
até o momento, ndo ha relatos que associem diretamente o polimorfismo rs2488457
as manifestagdes autoimunes ou inflamatdrias crénicas em pacientes com ST. Um
estudo prévio, realizado em uma coorte de pacientes com doenca de Graves em Sao
Paulo, foram identificadas frequéncias elevadas do alelo C e do genétipo CC tanto no
grupo de pacientes quanto no grupo controle (Bufalo et al., 2020). Entretanto, os
autores ndo encontraram uma associagao estatisticamente significativa entre o
polimorfismo e a condic¢ao clinica avaliada (p = 0,2416; p = 0,9017, respectivamente),
o que reforga a complexidade das interagdes genético-clinicas e a influéncia de fatores
populacionais na expressao fenotipica dessas variantes. Esses achados ressaltam a
necessidade de estudos adicionais para compreender o perfil de distribuicdo do SNP
rs2488457 na populacdo brasileira, considerando a diversidade étnica e genética
local, bem como sua influéncia no desenvolvimento de condigbes imunoldgicas e
inflamatérias.

Estudos em populacdes asiaticas também sugerem a relevancia funcional do
polimorfismo rs2488457. Estudos conduzidos por Chen et al. (2013) e Fang et al.
(2015) demonstraram uma associagao significativa entre o alelo C e formas graves de
colite ulcerativa e artrite idiopatica juvenil, respectivamente. Esses resultados apontam
para um possivel papel do alelo C na intensificagdo da resposta inflamatéria e na
desregulagédo imunoldgica, indicando que esse SNP pode atuar como fator de risco
em contextos clinicos especificos.

No contexto da ST, Santos et al. (2018) investigaram um outro polimorfismo do
gene PTPN22, o SNP rs2476601 (G>A), na mesma populagao investigada nesse
trabalho (n=86), e ndo observaram diferengas significativas nas frequéncias alélicas e
genotipicas entre pacientes e grupo controle saudavel. O gendétipo homozigoto AA néo

foi observado em nenhum dos grupos e a baixa frequéncia do alelo A e do genétipo
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GA foi semelhante entre os pacientes com ST e os controles saudaveis. Nenhuma
associagao significativa foi identificada entre esse polimorfismo e manifestagdes
clinicas nas pacientes com ST.

Dessa forma, embora o tamanho amostral reduzido (n=53) inviabilize a
realizacdo de uma associacao estatisticamente robusta, os resultados deste estudo
com o polimorfismo rs2488457, em consonancia com dados da literatura referente ao
rs2476601 (n=86), indicam, até o momento, a auséncia de associa¢ao direta entre
variantes do gene PTPNZ22 e a ocorréncia de manifestagdes autoimunes em pacientes
com ST. No entanto, a presencga do alelo C e do gendtipo CC em algumas populagdes
sugere um possivel papel modulador dessas variantes, o qual pode ser influenciado
por fatores genéticos, ambientais ou epigenéticos especificos.

A identificacao de alelos de risco € fundamental para a compreensao das bases
genéticas envolvidas na desregulagao imunoldgica frequentemente observada na ST.
Estudos futuros com maior poder amostral e abordagem multicéntrica,
preferencialmente considerando a diversidade genética da populagdo brasileira,
poderao elucidar melhor o impacto do rs2488457 na suscetibilidade a manifestacbes
autoimunes em pacientes com ST e, futuramente, auxiliar na estratificagao de risco e

monitoramento clinico dessas pacientes.



50

7 CONCLUSOES

1. A analise cariotipica confirmou o diagndstico da ST em 131 paciente com
suspeita clinica, sendo o cariétipo 45,X o mais frequente (52,68%), seguido

pelo mosaicismo cromossémico (38,91%);

2. Entre as pacientes diagnosticadas com ST, 29% apresentaram algum tipo de
doenca autoimune/inflamatoria crénica. O cariétipo 45,X foi o mais associado a
essas comorbidades, entretanto, 23,69% das pacientes com presencga do i(Xq)

também apresentaram achados de DAls e DICs;

3. A analise dos niveis de expressao do gene PTPNZ22 revelou uma redugao
significativa em pacientes com ST em comparagdo com o grupo controle
saudavel (FC = -1,64; p=0,00056). Por outro lado, entre as pacientes com ST,
aquelas com DAIs/DICs apresentaram niveis aumentados de expressao do
gene PTPN22 em relagdo as pacientes sem essas condi¢gbées (FC = 1,67),
embora essa diferenca ndo tenha apresentado significAncia estatistica
(p=0,589);

4. A analise do polimorfismo rs2488457 do gene PTPN22 demonstrou uma maior
frequéncia do alelo variante C e do genoétipo homozigoto CC na ST, porém sem
significancia estatistica. Esses achados sugerem a necessidade de estudos
complementares, bem como um tamanho amostral satisfatorio, para investigar
a possivel associacdao entre esse polimorfismo e a suscetibilidade a

manifestagdes autoimunes e inflamatdrias crénicas em pacientes com ST.
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