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RESUMO

Introducdo: A Sindrome de Turner (ST) é uma das anomalias cromossémicas mais
comuns, afetando uma em 2.500 nativivas. O cari6tipo tipico é o 45,X, seguido de
anormalidades estruturais ou numéricas dos cromossomos X ou Y na forma universal
ou em mosaico. Em razdo da alta letalidade de fetos com constituicdo 45,X foi proposto
que as nativivas deveriam apresentar mosaicismo cromossdmico. As células
monossomicas podem ter um ciclo celular mais longo, o que influenciaria a
fisiopatologia e as manifestacbes fenotipicas comuns da ST. Os individuos com
mosaicismo cromossOmico proporcionam oportunidade de averiguar o funcionamento
celular em células isogénicas que se encontram sob influéncia dos mesmos fatores
endogenos e exdégenos. Objetivos: Compreender o0s processos celulares e
cromossOmicos envolvidos na etiologia da ST, identificar a presenca de mosaicismo
oculto, caracterizar a constituicio cromossomica da linhagem celular adicional. Nas
participantes com mosaicismo: verificar aspectos do funcionamento celular que podem
estar associados a fisiopatologia, comparando as células isogénicas monossdémicas e
dissbmicas quanto a selecdo in vitro, indice de proliferacdo (IP) e instabilidade
cromossomica (IC). Metodologia: Estudo observacional, descritivo transversal. Analise
constitucional em nucleos interfasicos de amostras de sangue periférico, mucosa oral e
sedimento urinario pela FISH com sondas de enumeracdo dos cromossomos sexuais.
Caracterizacdo dos cromossomos estruturalmente an6malos por técnicas de
bandamento cromossémico complementadas pela hibridagdo com sondas l6cus
especificas (LSI) e pintura cromossdémica. Caracterizacdo da selecdo in vitro aferida em
diferentes periodos de incubacdo o IP e as TCl e avaliadas pela diferenciacdo dos
cromossomos apos incorporacao da 5-BrdU. Analise estatistica da selecéo in vitro, IP e
TCI foi feita pela comparacéo intra-amostral e interamostral, entre células 45,X e 46,XN.
Foram consideradas significativas as diferencas com p valor menor que 0.05 (p<0.05).
Resultados: No grupo 1 (participantes com monossomia do cromossomo X) foi
detectada a presenca de uma segunda ou terceira linhagem em 9/10 participantes. No
grupo 2(participantes com mosaicismo cromossdmico) houve variacdo na quantidade de
células das linhagens 45,X e 46,XN nos diferentes tecidos, uma participante apresentou
monossomia do cromossomo X no sedimento urinario. Em amostras com cromossomos
estruturalmente anémalos 11/13 eram SMC derivados do X(9/11) e do Y(2/11);uma
(1/13) apresentou cromossomo em anel originario do X e outra (1/13)isocromossomo do
braco curto do Y. Quanto a selecédo in vitro, a analise intra-individual revelou que em
2/17foram significativamente relevantes, ambas tiveram uma diminuicdo da linhagem
45,X em relacéo a linhagem com o cromossomo anémalo com o aumento do tempo de
incubacdo. No IP, a analise intra-individual ndo mostrou diferencas. Quanto a
instabilidade cromossémica observamos que 5/17 participantes tiveram diferenca
significativa na TCI entre as linhagens. As diferencas observadas podem ser atribuidas
a presenca de cromossomos an6malos. A analise interamostral corroborou com estes
achados. Conclusdo: O mosaicismo cromossdmico foi detectado em 90% das
participantes 45,X, e houve variacdo na quantidade de células dos diferentes tecidos no
grupo 2, que foi heterogéneo em relacdo a constituicdo da linhagem complementar e
distribuicdo das células anémalas. Nossos resultados sugerem que houve instabilidade
entre as linhagens 45,X e 46,XN e uma selec¢éo in vitro para a linhagem 45,X. Esses
achados podem auxiliar numa melhor compreenséo da fisiopatologia dessa sindrome.
PALAVRAS-CHAVE: Sindrome de Turner, mosaicismo cromossémico, Hibridacdo in
sito fluorescente, Troca de cromatides irmas, Indice de proliferacdo e instabilidade
cromossoémica.



ABSTRACT

Introduction: Turner syndrome (TS) is caused by a complete or partial absence of
an X or Y chromosome, including chromosomal mosaicism, affecting 1 in 2,500
female live births. The high incidence of 45X of embryos and fetuses death
proposed the necessity of mosaicism for survive. Monossomic cells may have a
longer cell cycle, which would be related to the pathophysiology with most common
characteristics of TS. Individuals with chromosomal mosaicism provide useful
material for cell function evaluations as they grow under the influence of the same
genetic background and endogenous and exogenous factors. Objectives: To
understand the cellular and chromosomal processes involved in the etiology of
Turner syndrome, to identify the presence of occult mosaicism, to characterize the
chromosomal constitution of the additional cell lineage. In participants with
mosaicism: to verify aspects of cell function that may be associated with
pathophysiology, comparing monosomic and disomic isogenic cells in terms of in
vitro selection, proliferation index and chromosomal instability (CIN). Methodology:
descriptive, cross-sectional study utilizing cultivated samples of peripheral blood and
uncultivated samples of oral mucosa, peripheral blood and urinary sediment.
Chromosome analyses were performed using conventional staining, differential
staining for sister chromatids after 5-bromo-2deoxyuridine (BrdU) labeling. FISH
analysis with sex chromosome enumeration probes and locus specific identifier (LSI)
probes and chromosome painting was used to characterize structurally anomalous
chromosomes. Statistical analysis of in vitro selection, Pl and SCEI was carried out
by intra-sample and inter-sample comparison between the 45.X and 46.XN lines.
Differences with a p-value of less than 0.05 (p<0.05) were considered significant.
Results: Participants In group 1(participants with X chromosome monosomy), the
presence of a second or third lineage was detected on 9/10. In group 2(participants
with chromosome mosaicism) there was a variation in the number of cells from the
45X and 46,XN lineages in the different tissues, and one participant had X
chromosome monosomy in the urinary sediment. Of the 13 samples with structurally
anomalous chromosomes, 11 were SMC, which 9 were derived from X chromosome
and 2 from Y chromosome; one had a ring chromosome derived from the X
chromosome and another an isochromosome for the short arm of the Y chromosome.
In vitro selection, the intra-individual analysis revealed significant differences in only
two participants, 45,X cells presented a proliferative disadvantage in relation 46,XN
cells after 72 of cultivation. In proliferation index (PI), the intra-individual analysis
showed no differences. Regarding chromosomal instability, 5 participants showed
significant difference in the SCE between lineages. The differences observed can be
attributed to the presence of chromosomes with structural alterations. The
interindividual analysis corroborated these findings. Conclusion: Chromosomal
mosaicism was detected in 90% of the participants 45,X, there was also variation in
the number of cells in the different tissues in the participants in group 2, which was
heterogeneous in terms of the constitution of the complementary lineage and the
distribution of the anomalous cells. Our results suggest that there was instability
between the 45,X and 46,XN lineages and an in vitro selection for the 45,X lineage.
These findings may help to better understand the pathophysiology of this syndrome.

KEYWORDS: Turner syndrome, chromosomal mosaicism, fluorescent in situ
hybridization, sister chromatid exchange; proliferation index; chromosomal instability.
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1. NTRODUCAO

A compreensdo do genoma e sua organizacdo sao decisivas para a
compreensdo dos fendmenos relacionados a herdabilidade e evolugdo. Eventos
universais como a replicacdo, reparo e recombinacdo do DNA, transposicdo de
elementos genéticos moveis, transcricdo, traducdo, mitose e meiose permeiam a
herdabilidade e variabilidade dos seres vivos (LI et al., 2011; VOET;VOET, 2011).

A constituicdo cromossOmica de uma espécie é constante ndo somente
guanto ao numero de cromossomos, como também a sua morfologia e ao seu
conteudo informacional, pois nos organismos eucarioticos cada cromossomo contém
um conjunto caracteristico de genes.A continuidade das espécies depende da
capacidade de transmitir esse conjunto de informacdes as geracbes
seguintes(NELSON;COX, 2017).

Dessa forma, existe grande presséo seletiva em relagdo aos processos que
mantém o nuamero de cromossomos inalterado. Ao mesmo tempo, dada a sua
magnitude, as alteracbes do numero (aneuploidias) e estrutura dos cromossomos,
produzem efeitos celulares devastadores, pois impactam o funcionamento celular e
guando constitucionais, o desenvolvimento do organismo. Deste modo, a sobrevida
das células e organismos afetados pode ser limitada ou nula. As aneuploidias
compativeis com a vida extrauterina despertam grande interesse cientifico, pois
ajudam a compreender o impacto das alteracbes do numero de cromossomos no
funcionamento celular e do organismo (NUSSBAUM et al., 2016).

As anomalias cromossémicas constituem uma ferramenta importante para a
compreensao da plasticidade genémica, tendo em conta que ocorrem naturalmente
em processos fisioldgicos e evolutivos (BAPTISTA et al., 2005; BAPTISTA et al.,
2008).

A Sindrome de Turner (ST) € caracterizada por baixa estatura, disgenesia
gonadal e atraso do desenvolvimento puberal. A monossomia do cromossomo X,
cariétipo 45,X, é a caracteristica citogenética da ST. E uma das aneuploidias mais
comuns em humanos, sendo a Unica monossomia observada em nativivos (BIANCO
et al., 2008; MARZUKI et al., 2011). Paradoxalmente, observa-se alta frequéncia de
perda gestacional espontdnea dos conceptos 45,X. Tem-se postulado que a

presenca de um segundo cromossomo sexual seria essencial para o
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desenvolvimento embrionario e, por conseguinte, virtualmente todas as pessoas
com ST deveriam ter mosaicismo cromossomico com a presenca de mais de uma
linhagem celular (MARZUKI et al., 2011; ALVES et al., 2013; BISPO et al., 2014).

A compreensdo dos processos celulares que produzem aneuploidia e sua
repercussao no funcionamento celular e organico € uma area de grande interesse,
embora 0s recursos experimentais sejam limitados e complexos (ALVAREZ-NAVA e,
SOTO-QUINTANA, 2022). A avaliacdo das linhagens nas participantes com
mosaicismo €é uma oportunidade espetacular de averiguar aspectos do
funcionamento celular.

Perante o0 exposto acima nosso estudo teve como objetivos identificar a
presenca de mosaicismo oculto, caracterizar a constituicdo cromossOmica da
linhagem celular adicional em mosaico, e comparar 0 comportamento em cultura das
linhagens quanto a selecdo in vitro, indice de proliferagdo e instabilidade
cromossomica (TCI) entre as linhagens 45,X e 46,XN em individuos com ST.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. HISTORICO DA SINDROME DE TURNER

A ST foi primeiramente descrita pelo anatomista italiano Morgagni em 1749
(Apud JUNG et al., 2009). Posteriormente, Funke (1902) relatou o aparecimento do
pterygium colli (pescoco alado) em uma adolescente de 15 anos (Apud HANSON et
al., 2001). Em 1938, Henry Turner descreveu um grupo de sete adolescentes do
sexo feminino com amenorreia primaria, infantilismo sexual e baixa estatura (BE).
Estas pacientes apresentavam também cubitus valgus, pescoco alado,
hipertelorismo mamario, implantacéo baixa das orelhas e linfedema em méaos e pés
(TURNER, 1938). Albright et al. (1942) comprovaram a faléncia ovariana ao
relatarem a elevacdo de gonadotrofinas urinarias nas mulheres com ST. Em 1944,
Wilkins e Fleischmann examinaram pacientes com essa anomalia e observaram a
presenca de ovarios rudimentares.

Ullrich (1949) observou que as anomalias descritas por ele em 1930, em
uma paciente do sexo feminino, foram as mesmas referidas por Turner. A sindrome
passou a ser conhecida como Sindrome de Ullrich-Turner, sendo posteriormente o
nome Ullrich gradualmente abandonado na denominacdo da doenca. Em 1949,
Polani, Hunter e Lennox observaram que em algumas pacientes com ST havia
coarctacdo da aorta. Entretanto, a etiologia desta condi¢cdo era desconhecida (Apud
JUNG et al., 2009).

Barr e Bertram (1949) descreveram uma estrutura observada somente nos
neurdnios de gatas, conhecida como satélite nucleolar, que foi denominada
corpusculo de Barr ou cromatina sexual. Esses autores concluiram que a presenca
dessa estrutura de localizacdo perinucleolar em células de mamiferos poderia
caracterizar o sexo feminino.

Décourt et al. (1954) avaliaram o sexo nuclear em bidpsias de pele e de
outros 6rgdos, em pacientes com ST; duas apresentaram cromatina sexual,
sugerindo o sexo feminino, mas nas outras duas, essa estrutura ndo foi observada,
caracterizando um padréo nuclear masculino.

Apébs o desenvolvimento de metodologias para estudo cromossémico, Ford
et al. (1959) avaliaram uma paciente de 14 anos que apresentava as caracteristicas

da ST como baixa estatura, amenorreia primaria, disgenesia gonadal, auséncia de
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caracteres sexuais secundarios e cromatina sexual negativa. Foi observado o

cariotipo 45,X, relacionando a monossomia do cromossomo X a ST.

2.2. ALTERACOES CROMOSSOMICAS NA SINDROME DE TURNER

A identificacdo da monossomia do cromossomo X na ST é um marco na
citogenética humana por tratar-se da primeira monossomia cromossdmica
identificada na espécie (JUNG et al., 2009).

A monossomia do cromossomo sexual (45,X) é considerada a caracteristica
citogenética da ST. Estima-se que ocorra em 1-2% de todos 0s conceptos humanos,
sendo que mais de 99% dos embrides com constituicdo 45,X sdo abortados
espontaneamente antes de 13 semanas de vida intrauterina (JUNG et al., 2009;
MARZUKI, et al., 2011; ALVES, et al., 2013). A alta letalidade dos conceptos com
constituicdo 45,X é intrigante, pois ndo se observam consequéncias fenotipicas
limitantes nas pessoas com esta constituicdo cromossémica (GRAVHOLT et al.,
2019).

A constituicdo cromossdmica na ST é heterogénea. Jacobs et al. (1997)
estudaram, pela citogenética convencional e pela FISH, 211 pacientes com ST e
observaram alteragbes cromossOmicas numeéricas e estruturais Nnos Cromossomos
sexuais. Quarenta e seis por cento (46%) apresentaram o cariétipo 45,X; em 7% das
pacientes houve mosaicismo, estando também presente uma segunda linhagem
celular com constituicdo 46,XX. Também foram observadas anomalias estruturais do
cromossomo X, sendo que a mais frequente foi o isocromossomo do braco longo do
cromossomo X, i(Xq), presente em 18%; 16% apresentaram cromossomo em anel
(r) e 5% delecbes do braco curto (p) do cromossomo X. Além disso, em 6% foi
detectada a presenca de cromossomo Y anormal e 2% das pacientes apresentaram
outras anormalidades.

Na revisdo realizada por Oliveira et al. (2009) as alteracfes estruturais do
cromossomo X (isocromossomo do brago longo, cromossomo dicéntrico, delecdes
do braco curto e cromossomo em anel) ocorreram em torno de 30% das pacientes,
sendo estas altera¢gbes universais ou em mosaico, acompanhadas de uma linhagem
45, X. Em aproximadamente 5% das pacientes foram observadas alteracoes

estruturais do cromossomo Y (isocromossomo do bragco longo e cromossomo
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dicéntrico) e mosaicismo, no qual uma linhagem celular estava acompanhada por
outras linhagens com o cromossomo Y, integro ou néo.

Bispo et al. (2014) avaliaram uma amostra de 74 pacientes, utilizando
técnicas de biologia molecular,50 a 60% das pacientes apresentaram cariotipo 45,X ,
enquanto que as demais apresentaram um cromossomo X anormal, incluindo
delecdo Xp ou Xq, isocromossomo de braco longo do cromossomo X e cromossomo
em anel. Estudos realizados no Brasil demonstraram que aproximadamente 40-60%
das pacientes com ST apresentaram monossomia do cromossomo X (JUNG et al,
2010; ARAUJO et al., 2010; MIGUEL et al., 2011).

Gravholt et al (2023), numa revisdao recente, compilaram que
aproximadamente 40 a 50% das mulheres com ST possuiam cariotipo 45,X, 15-25%
apresentaram mosaicismo com cariotipo 45,X/46,XX. Os cariotipos com variacdes
estruturais do cromossomo X, como o isocromossomo Xd, delegdes parciais de Xp
ou Xg estdo presentes em 10% dos casos; outros cariétipos, como delecoes,
inversdes e cromossomo em anel, ocorrem em 24% dos individuos. Além disso, 10-
12% apresentaram materiais derivados do cromossomo Y; em cerca de 4%, o
cariotipo 45,X/46,XY estava presente.

Outra alteracao citogenética recorrente na ST € a presenca de Cromossomos
marcadores que ocorrem numa frequéncia estimada de 3% (BONDY, 2005).

Liehr et al (2007) revisando 512 pacientes com cromossomos marcadores
pequenos supranumerarios (SSMC) na ST, através da técnica de FISH, verificaram
gue mais de 99% foram derivados dos cromossomos sexuais. Foram observados
trés diferentes grupos de sSMC na ST. A maioria foi originada do cromossomo Y
(72,6%), o segundo grupo foi formado por sSMC derivados do cromossomo X (27%)
e ainda foi detectado um pequeno grupo de sSMC derivados de autossomos (0,4%).

Recentemente, Chen et al (2021) realizaram uma analise retrospectiva de
uma coorte de 244 pacientes com desordem sexual (DSD) e encontraram 69
pacientes com ST. Destas, 13 apresentaram sSMC, 11 foram testadas para o gene
SRY, que foi detectado em 10, uma foi negativa para SRY e duas ndo foram
testadas.

A presenca de sequéncias do cromossomo Y em pacientes com ST €
considerada um fator de risco para o desenvolvimento do gonodoblastoma (BIANCO
et al., 2009; de MARQUI et al., 2016; BUCERZAN et al., 2017; GRAVHOLT et al.,
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2019; GRAVHOLT et al., 2023). Gravholt et al. (2017) propuseram que O risco
degonodoblastoma é de aproximadamente 10%. Assim sendo, a gonadectomia
profilatica € recomendada em pacientes com ST que apresentam sequéncias do
cromossomo Y (RASOULI et al., 2019; GRAVHOLT et al., 2023).

2.3. MANIFESTACOES FENOTIPICAS DA SINDROME DE TURNER

O aspecto fenotipico da ST € muito diversificado, a baixa estatura (BE) e a
insuficiéncia ovariana sdo os achados clinicos mais comumente encontrados
(LARANJEIRA; BORGES, 2010; GRAVHOLT et al., 2019; GRAVHOLT et al., 2023).

O caridtipo 45,X em mulheres com ST esta associado a uma alta incidéncia
de mortalidade e de comorbidades, como o hipotireoidismo, cardiopatias e outras
condi¢des fenotipicas. No cariotipo 45,X, ocorre a perda de um dos cromossomos
X, acarretando haploinsuficiéncia dos genes desse cromossomo, podendo causar
um fendtipo mais grave nesses individuos (CAMERON-PIMBLETT, et al, 2017; LEE;
WU, 2019; MONDAL et al., 2020; GRAVHOLT et al., 2019).

Cariotipos com isocromossomo do braco longo do cromossomo X i(Xq) e
com o cromossomo em anel r(X) tém sido correlacionados a perda auditiva, a
doencas autoimunes, a cardiopatias congénitas e ao diabetes (CAMERON-
PIMBLETT, et al., 2017; LEE ; WU, 2019; NOORDMAN et al., 2021; MONDAL et al.,
2020; GRAVHOLT et al., 2019).

Nos individuos que possuem mosaicismo cromossdmico as manifestacdes
fenotipicas podem ser mais ser mais brandas, ou seja, com poucas caracteristicas
tipicas da ST, com baixa incidéncia de problemas cardiovasculares e a ocorréncia,
embora em baixa frequéncia, de puberdade espontanea (NOORDMAN et al., 2021).

Uma das principais caracteristicas da ST é a BE, acometendo em torno de
88 a 100% das pacientes com ST (ACOSTA; STEINMAN; WHITE, 2019;
GRAVHOLT et al., 2019); é o principal sinal para a suspeita da ST (GUIMARAES et
al., 2001; SKUSE; PRINTZLAU; WOLSTENCROFT, 2018; ACOSTA; STEINMAN;
WHITE, 2019; GRAVHOLT et al., 2019).

Na regido pseudoautossdmica (PAR1) dos cromossomos sexuais foi
identificado um gene denominado SHOX (short stature homeobox-containing gene),

situado em X(Xp22.3) e Y(Ypl1l.3), fundamental na determinacdo da altura normal
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(RAO et al, 1997). A haploinsuficiéncia desse gene esta associada a algumas
dismorfias em pacientes com ST, como a BE, bem como anomalias esqueléticas,
incluindo o palato ogival, cubitus valgus, genu valgum, metacarpos curtos e as
anomalias auditivas, decorrentes de alteracdes esqueléticas da orelha interna
(OLIVEIRA; ALVES, 2011; FUKAMI; SEKI; OGATA, 2016; CUI et al.,, 2018;
ACOSTA; STEINMAN; WHITE, 2019; GRAVHOLT et al., 2023).

A estatura final raramente ultrapassa média de 142 a 146,8 cm, ou seja, 20
cm abaixo da média da populacdo feminina adulta, sendo mais baixa do que
mulheres que apresentam a haploinsuficiéncia isolada do gene SHOX, sugerindo
gue outros fatores como o gene IGFBP2 (proteina 2 ligante ao fator de crescimento
semelhante a insulina; (do inglés insulin like growth factor binding protein 2), ou
outros mecanismos geneéticos e epigenéticos possam estar envolvidos na BE das
mulheres com ST (GRAVHOLT et al., 2023).

As anomalias esqueléticas mais comumente encontradas na ST sao o
cubitus valgus (aproximadamente 27 a 75%), atraso da idade O6ssea (85%), quarto
metacarpo curto e genu valgum (35%) (GONZALES; WITCHEL, 2012; GRAVHOLT
et al., 2019; MONDAL et al., 2020; KILINC; YILDIZ; GUVEN, 2020). Além disso, em
50 a 80% das mulheres com ST pode ocorrer diminuicdo da mineralizacdo 0ssea, 0
gue aumenta em 25% o risco para a ocorréncia de fraturas osteoporoticas. Esse
risco é elevado durante a infancia, particularmente a fratura de punho, e apds os 45
anos em decorréncia da osteoporose franca, presente em 55 a 64% das mulheres
com ST (GRAVHOLT et al., 2019; AUGOULEA; ZACHOU; LAMBRINOUDAKI, 2019;
MONDAL et al., 2020).

As alteracdes cardiovasculares sao a principal causa de mortalidade precoce
e reducdo da expectativa de vida na ST, contribuindo em especial as cardiopatias
congénitas e adquiridas com 8 e 41% da mortalidade por todas as causas,
respectivamente (MORTENSEN et al., 2012; SYBERT, 1998; BONDY, 2007,
PINSKER, 2012; GRAVHOLT et al, 2019, NOORDMAN et al, 2021). As
cardiopatias mais comuns sdo as que acometem o lado esquerdo do coracéo,
valvula adrtica bicuspide (VAB) (14 a 34%) e coarctacdo da aorta (CoA) (6 a 16%)
(SYBERT, 1998; PINSKER, 2012; DAVIS; GEFFNER, 2019; GRAVHOLT et al.,
2019; NOORDMAN et al., 2021; McCARRISON et al., 2023).
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Um dos principais fatores de risco para eventos cardiovasculares é a
hipertenséo, que acomete 40% das criancas e jovens e 50 a 60% das adultas com
ST (CUI et al., 2018; DAVIS; GEFFNER, 2019; McCARRISON et al., 2023).

Gravholt et al (2019) relataram que a VAB e a CoA apresentaram uma maior
incidéncia nas mulheres com ST e cariétipo 45,X (sem mosaicismo). Sybert (1998),
observou que as malformacdes cardiacas foram mais prevalentes no subgrupo de
pacientes com cariotipo 45,X (39%) em relagdo aos demais subgrupos, que incluem
isocromossomo de brago longo do cromossomo X i(Xq) (11-12%) com ou sem
mosaicismo.

Em um estudo recente, realizado por Nordmann et al (2021) foi observado
gue as pacientes com ST e cariotipo 45,X (sem mosaicismo) apresentaram uma
maior prevaléncia de malformagdes cardiacas, como a VAB ou CoA e anomalias ao
eletrocardiograma (ECG), em relacdo as demais pacientes. Corbitt et al (2018)
sugeriram que a haploinsuficiéncia do gene TIMP1 (inibidor tecidual da
metaloproteinase da matriz 1), que escapa da inativacdo do cromossomo X,
localizado no braco curto do cromossomo X, locus Xpl11.3, devido a falta de um
segundo cromossomo X completo, associada ao polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP, single nucleotide polymorphism) de seu paralogo, o gene TIMP3, situado no
braco longo do cromossomo 22, |6cus 22g12.3, aumentam sinergicamente o risco de
VAB e dilatacdo da aorta toracica nas mulheres com ST. Além disso, a
haploinsuficiéncia do gene TIMP1 esta associada a maior incidéncia de aneurisma
da aorta na ST (GRAVHOLT et al., 2019). Entretanto, ainda ndo estd bem
esclarecido o papel da perda de material do cromossomo X no desenvolvimento de
anomalias cardiacas (GRAVHOLT et al., 2023).

O hipogonadismo hipergonadotréfico esta presente em mais de 90% das
mulheres com ST, acarretando atraso puberal, esterilidade e mais tardiamente
osteoporose (GUIMARAES et al., 2001; BONDY, 2009; DOGER et al., 2015;
REDEL; BACKELJAUW, 2018; GRAVHOLT et al., 2019). Embora o mecanismo
responsavel por esse fenétipo ainda seja desconhecido, uma perda consideravel de
odcitos dos ovarios ocorre durante a vida intrauterina (OGATA; MATSUO, 1995;
SKUSE; PRINTZLAU; WOLSTENCROFT, 2018; GRAVHOLT et al, 2019).
Entretanto, 15-30% podem apresentar desenvolvimento puberal espontaneo.

Ademais, o desenvolvimento puberal esta fortemente relacionado ao cariétipo, por
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exemplo, apenas 2 a 3% das mulheres com o cariétipo 45,X apresentam periodos
menstruais regulares; nos poucos casos onde ocorre, geralmente hd o surgimento
da amenorreia secundaria, alguns anos depois (GRAVHOLT et al., 2019).

O desenvolvimento neuropsicomotor € habitualmente normal na ST. No
entanto, 25 a 40% dos individuos com ST apresentam algumas dificuldades
neurocognitivas especificas, como disturbios de memodria visual, atencéo e raciocinio
matematico, em consequéncia de problemas na percepcdo espacial e temporal,
além de dificuldades psicossociais, déficit psicomotor e neurofisiol6gico
(GONZALEZ; MITCHEL, 2012; GRAVHOLT et al, 2017, GRAVHOLT et al, 2019).
Pacientes com ST com cromossomo X em anel com tamanho pequeno ou
cromossomo marcador podem apresentar deficiéncia intelectual acentuada
associada a um quadro dismorfico ndo usual dessa sindrome, incluindo graves
malformacgdes congénitas (TOMKINS et al., 2002; LEPPIG et al., 2004; LIEHR et al.,
2013; MAZZASCHI et al., 2014; GRAVHOLT et al., 2019).

Mazzaschi et al. (2014) propuseram que Cromossomos marcadores ou em
anel com auséncia do gene XIST (transcrito especifico do cromossomo X inativo)
funcional, produzem dissomia funcional de varios genes, comprometendo o
mecanismo de compensacdo de dose e o balanceamento da expressao génica,
levando a fenotipo mais grave inclusive com deficiéncia intelectual nas mulheres
com ST.

AvaliacGes neurologicas realizadas em individuos com aneuploidia dos
Cromossomos sexuais sugerem que a inativagdo do cromossomo X e 0s genes que
escapam da inativacdo desempenham contribuicdes importantes para a funcéo e o
desenvolvimento do cérebro. De fato, as aneuploidias do cromossomo X podem
causar transtornos cognitivos, emocionais e/ou comportamentais, como observado
na sindrome de Klinefelter, sindrome do triplo X ou mesmo na ST (BERLETCH et al,
2011). Trolle et al. (2016) sugeriram que o gene KDM5C que codifica uma
demetilase lisina-especifica 5C, localizado no braco curto do cromossomo X
(Xpl11l.22) e que participa da repressao da transcricdo de genes neuronais, poderia
ter um papel importante no perfil neurocognitivo da ST, porém esta questdo ainda
ndo esta totalmente esclarecida.

Estudos prévios sugeriram que a origem parental do cromossomo X na ST

pode influenciar o fenétipo de acordo com o cromossomo X conservado (CHU et al.,
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1994; SKUSE et al., 1997; SKUSE et al., 2018). As diferencas epigenéticas entre
meninas com o cromossomo X de origem materna (45,X") e o de origem paterna
(45,XP), demonstraram que ha variacGes fenotipicas consideraveis em relacdo as
funcBes cognitivas, indicando a possibilidade de um imprinting genético na
expressdo de alguns genes do cromossomo X (SKUSE et al., 1997; SKUSE et al.,
2018). Entretanto, ainda ndo esta totalmente elucidado se o imprinting parental do
cromossomo X produz algum efeito sobre o fenétipo da ST (DEVERNAY et al., 2012;
LEPAGE et al., 2012; LEE et al., 2014).

Outros achados clinicos prevalentes na ST sdo: anomalias renais, o diabetes
mellitus, hipotireoidismo, hiperlipidemia, doencas reumaticas e autoimunes,
perturbacdes inflamatorias no intestino, otite média e obesidade (GONZALEZ;
MITCHEL, 2012; CAMERON-PIMBLETT et al, 2017, GRAVHOLT et al, 2019).

2.4. MOSAICISMO CROMOSSOMICO

O mosaicismo cromossdmico € um evento pos-zigoético decorrente de erros
nas primeiras divisbes do zigoto, resultando em uma ou mais linhagens celulares.
Ele é definido pela presenca de duas ou mais linhagens celulares geneticamente
diferentes em um unico individuo. Em humanos, tem sido detectado em embrides, e
fetos abortados espontaneamente, em criangcas com malformacdes congénitas ou
atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (LAURIE et al., 2011). Tem sido
frequentemente documentado em casos de pacientes com CromossSomos
marcadores (sSMC) (WOLF et al.,1994; LIEHR; CLAUSSEN; STARKE, 2004;
IOUROV; VORSANOVA; YURQOV, 2008).

lourov et al. (2019) sugeriram que O mosaicismo cromossdémico e a
instabilidade cromossémica sdo mecanismos ou elementos de uma cascata de
eventos que participam de um grande espectro de patologias, que atuam como
mediadores da diversidade genética interindividual, do desenvolvimento pré-natal e
do envelhecimento.

Correlacionado inicialmente a fenétipos andémalos, o mosaicismo
cromossbmico parece ser um evento comum, associado aos processos de

proliferacdo celular, acdo de agentes mutagénicos e senescéncia. Ha também uma
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relacdo do mosaicismo com eventos normais do desenvolvimento, sendo que a
caracterizacao destes processos se amplia exponencialmente; sdo exemplos desta
situacao os rearranjos presentes nos linfocitos B e T, as aneuploidias em células
cerebrais, e poliploidias em diferentes tecidos (LAURIE et al, 2012; McCONNELL et
al, 2013; FORSBERG; GISSELSSON; DUMANSKI, 2017).

O mosaicismo pode envolver células somaticas ou células germinativas,
dependendo do momento do desenvolvimento que ocorre erro na divisao celular. A
presenca de células andbmalas numa linhagem de células sométicas pode ser
limitada a uma pequena regido do organismo, caso a mutacdo ocorra apos a
diferenciacdo celular (TAYLOR et al., 2014; FORSBERG; GISSELSSON;
DUMANSKI, 2017).

Segundo Miller et al., 2010, o mosaicismo cromossOmico, pode resultar de
erros de divisdo celular que levam a perda de um cromossomo normal ou anémalo,
ou ainda, no caso dos cromossomos autossomos, ser decorrente de resgate
funcional, ou seja, da tentativa de normalizacdo de células aneuploides. Geralmente,
0 ganho ou perda de um cromossomo inteiro ocorre durante a anafase (DE, 2011). A
perda cromossOmica poés-zigotica € um mecanismo comum que pode acarretar
aneuploidia em mosaico nos estagios primordiais do embrido, e na sequéncia um
maior risco de ganho de cromossomos e mais raramente nao-disjuncéao mitética (DE,
2011).

A aneuploidia em mosaico € a presenca de duas ou mais linhagens celulares
gue diferem em numero de cromossomos, resultante do ganho ou perda de um
cromossomo durante o desenvolvimento do embrido (ROBINSON et al., 1995). A
aneuploidia em mosaico € comum nos humanos e esta associada a diversas
manifestacbes fenotipicas, principalmente em relacdo a sindromes envolvendo
cromossomos sexuais com a ST, sindrome de Klinefelter, Triplo X, entre outras
(TAYLOR, et al., 2014; SKUSE; PRINTZLAU; WOLSTENCROFT, 2018). lourov et al.
( 2019) sugeriram que a monossomia do cromossomo X e outras aneuploidias dos
cromossomos sexuais (principalmente em cariétipos femininos ou masculinos com
mosaicismo envolvendo o cromossomo X) podem estar envolvidas na etiologia de

doencas mentais e autoimunes.
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O cromossomo X é um cromossomo peculiar. Para a compensacao de dose
nas células com mais de um cromossomo X, ocorre a inativagdo aleatdria de um
desses cromossomos. Este fendbmeno ocorre no inicio do desenvolvimento
embrionario, o que torna o embrido feminino um mosaico celular com células que
inativaram o cromossomo X paterno e células que inativaram o cromossomo X
materno (ROSS et al., 2005; KOREN, 2014). Os cromossomos inativos apresentam
replicacdo tardia, o que os torna particularmente susceptiveis a erros de divisdo
celular, ja que as regifes de heterocromatina apresentam replicacdo desorganizada
e aleatdria, acarretando uma resposta diferencial a les6es do DNA, o que facilitaria o
aumento da taxa de mutagéo (KOREN, 2014).

Durante o envelhecimento feminino se observa perda dos cromossomos
sexuais, principalmente do cromossomo X inativo. Por este motivo, em mulheres
com idade igual ou superior a 35 anos existe uma maior probabilidade de
aparecerem linhagens celulares com monossomia X (mosaicismo de baixa
frequéncia) mesmo que ndo apresentem diagnostico de infertilidade (CATALAN et
al., 2000).

Um estudo analisou por PCR quantitativo (QPCR) e array de metilacdo 33
mulheres selecionadas de um conjunto de quase 40.000 mulheres, detectou
mosaicismo para o cromossomo X em 124 mulheres. Os autores observaram que a
taxa de mosaicismo do cromossomo X aumentou com a idade (0,11% aos 50 anos;
0,45% aos 75 anos). Os resultados obtidos sugeriram que 0s eventos envolvendo
monossomia do cromossomo X Sao0 mais provaveis de ocorrer no cromossomo X
inativo, podendo ser fenotipicamente neutros. Tal como acontece no mosaicismo de
cromossomos autossémicos e do cromossomo Y, 0 mosaicismo do cromossomo X
aumenta com a idade (MACHIELA et al., 2016).

A deteccdo do mosaicismo depende de quatro fatores: o tipo e 0 nimero dos
tecidos analisados, o numero de células estudadas, a sensibilidade das técnicas
utilizadas e a possibilidade de selecdo, a qual pode resultar no desaparecimento da
linhagem celular anébmala (OLIVEIRA et al., 2009). De acordo com Forsberg et al.
(2017), a escolha de quais tecidos ou células que serdo avaliados é de suma
importancia.

O estudo citogenético geralmente é realizado em células cultivadas, sendo

que fatores in vitro podem influenciar a proporcéo das diferentes linhagens. Células
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com constituicdo andmala podem ser selecionadas in vitro e in vivo por
apresentarem velocidade de proliferagdo e capacidade de sobrevivéncia distinta
(LAURIE et al., 2012).

A populagdo de linfécitos do sangue periférico representa células advindas
da expansao clonal de células progenitoras, cuja expansdo € decorrente de
diferentes fatores ambientais e fisiol6gicos, e nado reflete a composicdo do tecido que
as originou. Assim, o estudo de células provenientes de diversos tecidos,
especialmente as células do sedimento urinario, pode ser mais informativo a respeito
da constituicdo embrionéria do que a andlise das células sanguineas (LAURIE et al.,
2012).

A citogenética molecular e as técnicas de escaneamento gendmico
demonstraram que nos individuos com cromossomos estruturalmente andémalos, o
mosaicismo estava presente em 1,7-4% dos individuos (YOUSSEFIAN; PYERITZ,
2002; IOUROQV et al., 2010; IOUROQV et al., 2019). Logo, a utilizacdo de técnicas
moleculares como a hibridagéo in situ fluorescente (FISH) e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) melhoram substancialmente a deteccao de linhagens celulares de
baixa frequéncia (OLIVEIRA et al., 2009).

2.5. MOSAICISMO CROMOSSOMICO NA SINDROME DE TURNER

Considerando a alta incidéncia de perda gestacional nos embrides com
constituicdo 45,X, Hook e Warburton (1983) sugeriram que a presenca de dois
cromossomos sexuais seria essencial nas fases iniciais do desenvolvimento
embrionario; assim, todas as nativivas com ST deveriam apresentar uma segunda
linhagem celular além da monossémica. Hassold, Benham e Leppertt (1988)
demonstraram, através da analise em material de aborto, uma taxa de 7,4% de
mosaicismo dos cromossomos sexuais. No entanto, 0s autores observaram que 77%
dos abortos espontaneos ocorreram em fetos 45,X, sugerindo que os nativivos com
cariotipo 45,X devem apresentar mosaicismo.

A hipétese do mosaicismo para a sobrevivéncia dos fetos com ST € apoiada
pelo argumento de que existiria um efeito feto-protetor produzido por um ou mais
genes dos cromossomos sexuais X ou Y. Segundo esse conceito, duas copias

desses genes devem estar presentes no feto ou nos tecidos extra embrionario
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(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2000). Os autores ainda sugeriram que devido a alta
porcentagem de abortos dos fetos com monossomia pura (45,X), 0 mosaicismo seria
necessario para a sobrevivéncia dos fetos com ST, jA que o nimero de abortos
espontaneos é muito menor quando ha a presenca de uma segunda linhagem
celular, como por exemplo, 46,XX. Contudo, um elevado percentual das pacientes
com constituicdo 45,X/46,XX podem ser diagnosticadas como 45,X erroneamente.

Se esta hipétese for verdadeira, € possivel que uma linhagem celular com
frequéncia no sangue menor que 10% ndo seja detectada pela citogenética
tradicional (PREMI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). Held, Keber e Kaminsky
(1992) utilizando técnicas de biologia molecular, avaliaram 87 pacientes com ST e
detectaram uma alta frequéncia de mosaicismo em linfocitos e fibroblastos: 58
pacientes (66,7%). Das pacientes com mosaicismo, 16 pacientes (18,4% do total)
apresentavam uma segunda linhagem com cromossomo marcador. De acordo com
esses autores, somente 18 (20,7%) pacientes apresentavam constituicdo
cromossémica 45,X, enquanto 11 pacientes (12,6%) possuiam anomalias
estruturais.

Em humanos, quase todas as monossomias com oOu Sem mosaicismo
presentes em aproximadamente mais de 30% das células sdo incompativeis com a
vida, exceto a monossomia do cromossomo X (IOURQV et al., 2019). Isso sugere
gue o0s nativivos com monossomia do cromossomo X poderiam apresentar
mosaicismo (mosaicismo criptico), visto que fetos com monossomia universal do
cromossomo X sdo achados comuns em abortos espontaneos nos primeiros
estagios da gestacdo (HOOK; WARBURTON, 2014).

Quanto a presenca de sequéncias especificas do cromossomo Y em
pacientes com ST, Lopez et al. (1998) detectaram através de PCR e Southern blot
estas sequéncias em 12% de 50 pacientes com ST e cariotipos diversos, com
mosaico ou ndo. Mendes et al. (1999) em um estudo de 36 pacientes com ST e
caridtipos diversos, sem comprovacdo prévia de materiais do cromossomo Y,
encontraram duas pacientes com sequéncias de Y por PCR, no sangue periférico e
nas génadas.

A técnica de FISH aumentou a deteccdo de mosaicismo cromossémico em

pacientes com ST.
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Nazarenko et al (1999) também observaram que a analise citogenética é
insuficiente para detectar a presenca de mosaicisSmo cromossOmico em pacientes
com ST. A analise adicional de células de tecidos de diferentes origens embrionéarias
(linfécitos mesodérmicos e células ectodérmicas do epitélio oral, por exemplo)
permitiu maior precisdo na definicdo do diagndstico citogenético. A analise pela
FISH com sonda para o cromossomo X permitiu um resultado mais preciso,
mostrando que 29% dos 50 pacientes com monossomia pura do cromossomo X
detectada pelo cariétipo convencional apresentavam mosaicismo. Além disso, de
acordo com esses autores, foi observada uma constituicdo cromossdmica distinta
em diferentes tecidos do mesmo individuo, destacando assim a possibilidade de que
anormalidades cromossdmicas ou a presenca de um segundo cromossomo sexual
possam estar ausentes no sangue, mas presentes em outros tecidos de origem
embrionaria diferente.

Um estudo realizado em células de mucosa oral de 63 pacientes com
ST,pela técnica de FISH com, sondas especificas para os cromossomos X e Y,
detectou mosaicismo em 19 (30,2%), sendo que em cinco as linhagens adicionais
continham derivados do cromossomo Y. Os autores sugeriram que, a analise da
mucosa oral pela técnica de FISH ou pelo PCR em tempo real, deveria ser
considerada como rotina para investigar pacientes com ST que apresentam cariotipo
45,X nos linfécitos do sangue periférico (FRERIKS et al., 2013).

Em 2019, Thunstréom et al. compararam, pela técnica de FISH utilizando
sondas centroméricas para 0 cromossomo X, o grau de mosaicismo entre os lados
direito e esquerdo da mucosa oral em 20 mulheres com ST. Os autores observaram
gue pode ter ocorrido o mosaicismo intra-organico, com diferenca acima de 38%
proporcao de células com mosaicismo entre os dois lados da mucosa oral.

Barbosa et al. (2021) estudaram 109 pacientes com ST pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase multiplex (mPCR). Avaliaram células de mucosa oral e sangue
periférico, para investigar a presenca de mosaicismo oculto para o cromossomo Y;
observaram que em 12,8% das pacientes o cromossomo Y estava presente em
ambos tecidos e concluiram que a citogenética convencional pode ndo detectar a
presenca de uma linhagem minoritaria. Logo, a utilizagdo de métodos mais
sensiveis, como a mMPCR, é mais preciso para verificar a presenca de mosaicismo

criptico com derivados do cromossomo Y em pacientes com ST.
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Ainda ndo esta clara a relacdo entre a prevaléncia de células de cada
linhagem celular e a manifestacdo fenotipica observada. Admite-se também que a
distribuicAo do mosaicismo nos diferentes tecidos possa contribuir para a
variabilidade da manifestacao fenotipica (LIEHR et al., 2013; LEE et al., 2014; WU e
SUN, 2016).

2.6. CICLO CELULAR

O ciclo celular € uma sequéncia de eventos, no qual o crescimento da célula
ocorre pela replicacdo de todos componentes celulares, originando duas células
filhas geneticamente idénticas (WENZEL; SINGH, 2018).

Estes fendmenos sao visualizados citologicamente, periodos com o ndcleo
delimitado, denominado interfase, e a fase cinética da divisdo onde ocorre a
condensacao dos cromossomos, ruptura do nucleo e distribuicdo das cromatides
entre as células filhas, denominada mitose (SCHAFER, 1998). Compreende estas
fases subsequentes onde ocorrem eventos distintos. A interfase € subdividida nas
fases G1, S, G2; e a mitose (M), (Figura 1), (SCHAFER, 1998; WILSON;
THOMPSON, 2007; WENZEL; SINGH, 2018).

Ciclo celular

A célula ndo Duplicacao do DNA
entra em divisao .
ponto de
checagem G1

élula

C
oa/. o
Nicl G2 .
“ Aumento da
massa muscular
Mitose
ponto de checagem M

Divisao celular . ‘

ponto de checagem G2

Figura : 1. Ciclo celular.
Fonte: Modificado de S6 Biologia (https://www.sobiologia.com.br), 2008.
Nota: ponto de checagem M é denominado também de ponto de checagem do fuso mitético (SAC)
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As fases da intérfase sdo morfologicamente indistinguiveis e compreendem
diversos eventos moleculares. As fases G1 e G2 representam intervalos (gaps) que
ocorrem entre a sintese de DNA (fase S) e a mitose (SCHAFER, 1998).

O primeiro intervalo, conhecido como fase G1, tem duracdo variavel,é o
periodo entre o final da citocinese da divisdo anterior, e o inicio da fase S; as células
em G1 podem deixar temporariamente ou permanentemente o ciclo celular e entrar
em um estagio quiescente ou de repouso conhecido como GO (WENZEL; SINGH,
2018). A sintese de DNA ocorre num periodo denominado de fase S, durante esse
processo cada cromossomo se duplica em duas croméatides irmas, que se mantém
unidas firmemente ao centrémero (WILSON; THOMPSON, 2007; WENZEL; SINGH,
2018). A fase G2, segundo intervalo, ocorre entre o final da sintese de DNA e o
inicio da mitose ou fase M (SCHAFER, 1998). A fase M ou mitose pode ser
visualizada citologicamente, € subdividida em cinco etapas: profase, metéafase,
anafase, telofase e citocinese (SCHAFER, 1998; WILSON; THOMPSON, 2007,
WENZEL; SINGH, 2018).

Os mecanismos de regulacdo do ciclo celular sdo essenciais para o
desenvolvimento e reproducéo da célula, e envolvem muitas proteinas reguladoras,
tais como as ciclinas e as cinases dependentes ciclinas (do inglés Cyclin-dependent
kinases -Cdks) (SCHAFER, 1998; BARNUM; O'CONNELL, 2014; WENZEL; SINGH,
2018).

As (CDKs) sdo pequenas proteinas cinases de treonina (Thr) e serina (Ser),
gue sédo ativadas por um conjunto complexo de proteinas e enzimas, principalmente
pela associacdo transitéria das CDKs com ciclinas. Elas promovem a sintese de
DNA e a segregacao cromossdmica através fosforilagdo de grupos de substratos
protéicos (SCHAFER, 1998; HEUVEL, 2005; BARNUM; O'CONNELL, 2014; GAO;
LIU, 2019).

Existem diferentes tipos de ciclinas, mas somente algumas estao envolvidas
na regulacdo do ciclo celular. Os principais membros das ciclinas que estéo
diretamente envolvidos no controle e na progressao do ciclo celular sédo: as classes
A (Al e A2), B, D (D1, D2 e D3) e E (E1 e E2). Em relacdo as CDKs, dependendo
das funcdes que desempenham, podem ser subdivididas em dois grupos principais:
CDKs do ciclo celular (CDK1, CDK2, CDK4 e CDK6) e as CDKs transcricionais
(CDK7, CDK8 e CDK9) (VENTURA; GIORDANO, 2019).
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O ciclo celular € monitorado por uma rede de mecanismos complexos
denominados checkpoints (pontos de checagem) (RADONOVA et al., 2019). Esse
monitoramento controla a transicado entre as fases, possibilitando a fiel e completa
replicacdo do DNA e a manutencédo da estabilidade gendémica (SCHAFER, 1998;
RADONOVA et al, 2019).

No ciclo celular existem trés checkpoints: o checkpoint de G1/S, o de G2/M e
o de montagem do fuso mitético (SCHAFER, 1998; BARNUM; O'CONNELL, 2014;
WENZEL,; SINGH, 2018; RADONOVA et al., 2019).

Quando ocorrem danos na estrutura do DNA checkpoint G1 ou G1/S e o da
fase G2/M bloqueiam a transicdo para a fase subsequente, ativando processos de
reparo de DNA, e evitando a transmissdo de cromossomos danificados ou
incompletos para as células filhas (SCHAFER, 1998; KASTAN; BARTEK, 2004;
BARNUM; O'CONNELL, 2014; POON, 2016). Além disso, caso o dano seja
irreparavel, a célula interrompe o seu crescimento e entra em apoptose (KASTAN;
BARTEK, 2004).

O checkpoint da transicdo G1/S impede que as células que possuem DNA
danificado entrem na fase S do ciclo celular (VENTURA; GIORDANO, 2019;
RADONOVA et al., 2019). Quando séo detectadas lesdes no DNA, a proteina p53 é
ativada, e através da transcricdo de diversos genes induzida pela p53, o reparo de
DNA é conduzido (VENTURA; GIORDANO, 2019).

O checkpoint da fase G2, também conhecido como G2/M inibe a acédo da
ciclina Cdk 1-B impedindo que células com danos no DNA, provenientes das Gl e S
ou da fase G2 entrem em mitose (MURRAY, 2004; BARNUM; O'CONNELL, 2014;
POON, 2016; RADONOVA et al.,2019). Esse mecanismo é regulado pela proteina
ligase de ubiquitina, a CHFR (PRIVETTE; PETTY, 2008).

A CHFR regula os checkpoints durante a pro-metafase, controlando a
condensacao e a ruptura do invélucro nuclear e impossibilitando a progressao do
ciclo celular, se for o caso, durante o stress mit6tico. Além disso, ela assegura a
integridade gendmica, pela ativacdo mecanismos de reparo e protecao
cromossomica e impedindo anomalias cromossémicas (PRIVETTE; PETTY, 2008).

O Checkpoint mitético ou checkpoint do fuso mitético (SAC, do inglés
Spindle Assembly Checkpoint) evita a separacdo prematura das cromatides irmas

durante a mitose, assegurando a correta segregacdo dos cromossomos na transicao
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metafase-anafase, bloqueando a progressdo para a anafase até que todos os
cromossomos estejam corretamente ligados aos microtubulos do fuso mitético e
alinhados na placa equatorial (LARA-GONZALEZ et al.,, 2012; BASTIANS, 2015;
MUSACCHIO, 2015; RADONOVA et al., 2019). O SAC envolve diversas proteinas,
tais como a MAD1, MAD2, BUB1, BUBR1, BUB3 e a MSP1, que sao recrutadas para
0s cinetocoros, quando estes estdo ligados incorretamente aos microtubulos do
fuso. A acdo conjunta dessas proteinas com outros componentes do cinetocoro
promovem a formacdo do complexo do checkpoint mitético (MCC, do inglés Mitotic
Checkpoint Complex), constituido pelas proteinas BUB3, MAD2, BUBR1 e CDC20
(LARA-GONZALEZ et al.,, 2012; BASTIANS, 2015; IZAWA; PINES, 2015;
MUSACCHIO, 2015; RADONOVA et al.,2019; WILHELM; SAID; NAIN, 2020). O
MCC se liga e sequestra a proteina CDC20, uma subunidade ativadora do complexo
promotor de anafase/ciclossomo (APC/C, do inglés Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome), impedindo a ativacdo do APC/C e o inicio da anafase
(BASTIANS, 2015). Apos o correto alinhamento dos cromossomos na placa
equatorial, o MCC é desagregado e o SAC é silenciado, a CDC20 fica livre para
ativar o APC/C, que marca a securina e a ciclina B para serem degradadas pelo
proteossoma (IZAWA; PINES, 2015). A degradacao da ciclina B libera a CDK1 que
fica inativa, possibilitando a célula sair da mitose (LARA-GONZALEZ et al., 2012,
IZAWA,; PINES, 2015; MUSACCHIO, 2015).

O SAC pode ocorrer também quando células com DNA danificado entram
em mitose (NITTA et al., 2004). Segundo Holland e Cleveland (2009), a inativacao

do SAC pode acarretar uma ma segregacao dos cromossomos e aneuploidia.

2.6.1 AVALIACAO DO CICLO CELULAR APOS A INCORPORACAO DE 5-
BROMO-2"-DEOXIURIDINA (BrdU), (TROCAS ENTRE CROMATIDES IRMAS -
TCl)

Durante a fase S do ciclo celular o DNA ¢é replicado de maneira
semiconservativa, e cada cromossomo se duplica em duas cromatides irmas, as
guais sao unidas firmemente ao centrémero. As cromatides irmas sao visualizadas
durante a mitose no final da préfase e no inicio da metafase, antes da segregacéo,
originando células filhas (WILSON; THOMPSON, 2007).
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A incorporacdo de analogos de bases durante a proliferacédo celular permite
diferenciar o nimero de divisbes celulares in vitro pelo padrdo de incorporacdo
durante a replicagdo semiconservativa do DNA (WILSON; THOMPSON, 2007).

A caracterizacdo das divisdes celulares in vitro é realizada através do padrao
de marcacdo das cromatides, que se apresentam palidas apds a substituicdo pela
BrdU nas duas fitas, assim as células em primeira divisdo apresentam ambas as
cromatides escuras, as células em segunda divisdo apresentam uma cromatide clara
e outra escura, e as células em terceira divisdo apresentam ¥ das cromatides claras
(GERMAN; ALHADEFF, 2001).

Esta marcacdo diferencial das croméatides mostra a ocorréncia de trocas
entre cromatides irmas (TCl). As TCl sdo trocas reciprocas que ocorrem
naturalmente como eventos associados a replicacdo normal do DNA, onde as
cromatides irmas sofrem quebras com subsequente reunido e troca reciproca dos
segmentos homélogos. Geralmente, esse processo € considerado conservativo e
livre de erros, uma vez que nenhuma informacédo € alterada pela recombinacao
homdloga, apenas troca de posi¢cdo (WILSON; THOMPSON, 2007).

As TCI séao facilmente observadas ao microscopio optico em células tratadas
com 5-Bromo-2"-deoxiuridina (BrdU). A Figura 2 mostra a incorporacéo de BrdU.

Durante o segundo ciclo de crescimento em meio de cultura contendo BrdU,
as duas cromatides irmas se diferenciam sendo que uma cromatide contém a fita do
DNA original e outra com incorporacdo da BrdU; e a outra cromatide, as duas fitas
contém incorporacdo de BrdU (WILSON; THOMPSON, 2007; PAYNE; HICKSON,
2009; DAFA et al., 2015). A analise cromossémica utilizando o BrdU pode ser em
gualquer tipo de célula cultivada, contudo, a cultura de linfécitos € a mais utilizada
(DAFA et al., 2015).

Em individuos normais, as TCI ocorrem em baixa frequéncia observando-se
3 a 4 trocas por célula, entretanto em algumas condicbes onde h&a defeito no
processo de reparo de DNA, como na sindrome de Bloom (SB), ha um aumento
espontaneo desse fendbmeno, podendo ocorrer mais de 50 a 100 trocas por célula
(WILSON; THOMPSON, 2007; PAYNE; HICKSON, 2009).

Teoricamente, a inducdo das TCI pode ser influenciada pelos processos de
remocdo ou modificacdo das lesGes do DNA antes das células comecarem sua
replicagéo (TICE; HOLLAENDER, 1984).
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As TCl sado muito utilizadas como biomarcadores para a instabilidade
cromossOmica espontanea (SALAWU et al., 2018) . Alguns estudos relataram que a
TCI é um método muito sensivel capaz de detectar mutagénicos, carcinogénicos e a
instabilidade cromoss6mica (BUTLER, 1981; WILSON; THOMPSON, 2007; PAYNE;
HICKSON, 2009; DAFA et al., 2015).

Nos pacientes com mosaicismo cromossdmico, esta metodologia pode ser
utilizada para comparar a duragdo do ciclo celular das células com diferentes
constituicbes cromossdomicas e as diferencas na instabilidade cromossdémica. A
avaliacdo das TCI em individuos com mosaicismo cromossdémico permite avaliar a
contribuicdo de cromossomos especificos para este fenémeno, pois essas células se
encontram sob influéncia dos mesmos fatores endogenos e exdgenos (RIBEIRO e
MELARAGNO, 1987).

Melaragno et al. (1988) avaliaram a frequéncia de TCI nas linhagens de um
paciente com retinoblastoma e mosaicismo, com uma linhagem normal e outra com
delecdo do cromossomo 13 e ndo verificaram diferencas na frequéncia de TCI
espontanea entre a linhagem com delecédo do cromossomo 13 e a linhagem normal
(p>0.05). Além disso, a exposicdo das células a mitomicina C (MMC) produziu
aumento na frequéncia de TCI tanto na linhagem normal como na com delecdo do
cromossomo 13 (p<0.01), esse aumento foi similar em ambas as linhagens (p>
0.05).

Em 2001, Bortolai e Melaragno realizaram um estudo de TCl em cinco
pacientes com mosaicismo cromossdmico com diferentes aneuploidias (dois com o
cariotipo 46,XY/47,XY,+21, um com o cariotipo 46,XX/47,XX,+21, um com o cariétipo
45,X/46,XX e um com o cariétipo 46,XY/47,XXY). Nao houve diferencas no
percentual das células de cada linhagem em culturas de 48, 72 e 96 horas de
duracdo, nem diferencas na proliferacdo entre as células com aneuploidia e as

células com complemento cromossdmico normal do mesmo individuo.

2.7. INSTABILIDADE CROMOSSOMICA

A instabilidade cromossémica (IC), do inglés, chromosomal instability, CIN) é
definida pelo aumento da taxa de alteragbes cromossomicas (WILHELM; SAID;

NAIM, 2020). As células cancerosas, usualmente, apresentam dois tipos de CIN. A
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CNI numérica (n-CIN — do inglés, numerical chromosome instability) que envolve
ganho ou perda de cromossomos inteiros e a estrutural (s-CIN — do inglés, structural
chromosome instability) que se refere ao aumento na taxa de cromossomos
estruturalmente anémalos (THOMPSON; BAKHOUM; COMPTON, 2010; WILHELM,;
SAID; NAIM, 2020).

Um estudo relatou que o estresse replicativo € a principal causa das CIN. O
termo estresse replicativo é referido a qualquer condicdo que envolva retardo ou
impedimento na progressédo da forquilha de replicagdo ou comprometimento da
dinamica de replicacdo durante a fase S do ciclo celular. O estresse replicativo pode
ocorrer por varios fatores exégenos ou enddgenos, incluindo lesdes no DNA ou em
resposta a adutos de DNA decorrentes de compostos quimicos; radiacao ultravioleta
(UV), radiacéo ionizante e agentes oxidantes (SINAI; KEREN, 2018). Outro causador
potencial do estresse replicativo € a associacao de fatores genéticos e epigenéticos
em determinados loci, tais como teldmeros, centromeros, em loci de DNA
ribossébmico (rDNA) ou a sitios frageis, os quais sao intrinsecamente dificeis de
replicar devido a presenca de sequéncias repetidas que podem formar estruturas
secundarias (SINAI; KEREN, 2018; WILHELM; SAID; NAIM, 2020). O estresse
replicativo pode provocar instabilidade cromossémica nos estagios iniciais das
neoplasias (THOMPSON; BAKHOUM; COMPTON, 2010), como também erros
mitéticos que podem resultar em ma segregacdo cromossémica acarretando a n-CIN
e a aneuploidia (WILHELM; SAID; NAIM, 2020).

A associacdo da CIN com a tumorigénese €& bem estabelecida,
principalmente envolvendo tumores, ja que 90% tumores sélidos e 75% dos
hematopoiéticos sdo aneupléides (GEILG et al.,, 2008; THOMPSON; BAKHOUM,;
COMPTON, 2010; PARIENTE, 2012; NEWMAN; THURGOOD; GREGORY, 2019).

Instabilidade cromossdémica que leva a aneuploidia € uma caracteristica
presente tanto no implante embrionario como na invasividade tumoral. Experimentos
realizados em embrides sugeriram que a aneuploidia pode ser, paradoxalmente, um
indicativo de melhoria no potencial de implantacdo, uma teoria apoiada devido as
altas taxas de nativivos, mesmo apos transferéncias de embrides com algum DNA
aneuploide (GLEICHER et al., 2022).

O processo de aneuploidia ocorre devido a erros na segregacao

cromossOdmica durante a divisdo celular (TAYLOR et al.,, 2014). Estudos prévios



42

sobre a etiologia das aneuploidias observaram que ela pode ocorrer por dois
mecanismos principais: pela segregacao precoce das cromatides irmds durante a
divisdo celular e pela segregacdo conjunta de um cromossomo em uma unica
croméatide de seu homologo durante a meiose | (TAYLOR et al., 2014; RODANOVA,
SVOBODOVA; ANGER, 2019). Outros mecanismos, eventualmente observados em
embrides, que também podem gerar aneuploidia sdo: a divisdo prematura de
cromossomos nao replicaveis; falhas durante a citocinese, que podem resultar em
tetraploidias; fusdo celular; endoreduplicacdo e quebras cromossémicas
(RODANOVA; SVOBODOVA; ANGER, 2019).

Admite-se que a aneuploidia comprometa o fitness celular, repercutindo na
taxa proliferativa da célula (SHELTZER; AMON, 2011).Experimentos sobre
aneuploidia e diviséo celular realizados em fibroblastos de individuos com sindrome
de Down (SD), demonstraram que as células aneupldides apresentaram uma
desvantagem proliferativa em relagcédo as células de controle eupléides (SHELTZER;
AMON, 2011; TAYLOR et al., 2014; ZHU et al., 2018; RODANOVA; SVOBODOVA,;
ANGER, 2019).

Estudos prévios que investigaram as consequéncias das aneuploidias
decorrentes da supressao genética do ponto de controle da montagem do fuso
(SAC) verificaram que as células com o0 SAC comprometido apresentaram CIN e um
cariotipo que varia continuamente (SHELTZER; AMON, 2011). Falhas na replicacao,
tais como diminuicdo ou parada na forquilha de replicacdo contribui para que ocorra
0 estresse replicativo associado a aneuploidia (ZHU et al., 2018). Alguns estudos
sugeriram que a aneuploidia pode causar falhas no tempo normal de replicacédo
celular (ZHU et al., 2018). Parece existir uma diferenca no tempo de replicacdo das
células tumorais aneupldides em relacdo as células normais. No entanto, ainda ha
necessidade de analises mais precisas das diferencas do tempo de replicacéo entre
as células eupléides e aneuploides isogénicas para uma melhor compreensao desse
mecanismo. Nas células de mamiferos, o efeito da aneuploidia sobre a fidelidade
mitética ainda ndo esta totalmente esclarecido (ZHU et al, 2018).

De acordo com, Geilg et al., (2008) a aneuploidia em si, ndo é sinbnimo de
instabilidade cromossdmica. No entanto, ela pode gerar instabilidade cromossémica
tanto em células tumorais como nas ndo tumorais (GEILG et al., 2008; TAYLOR et
al., 2014; SANSREGRET; VANHAESEBROECK; SWANTON, 2018). Desse modo,
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diversas trissomias e tetrassomias acarretam ma segregacdo cromossdmica nas
linhagens celulares oriundas ou ndo de células neoplasicas (SCHUKKEN; FOIJER,
2017).

A aneuploidia de um uUnico cromossomo pode desencadear o retardo no
crescimento fetal e anormalidades cerebrais, conforme foi observado em diferentes
sindromes, inclusive na ST (ZHU et al., 2018; NEWMAN; THURGOOD; GREGORY,
2019; RODANOVA; SVOBODOVA; ANGER, 2019).

Um estudo prévio sugeriu que a presenca de aneuploidia nao contribui
necessariamente para um aumento na taxa de CIN, pois a presenca da aneuploidia
nem sempre € uma representacdo precisa do nivel de CIN, tampouco de uma maior
incidéncia de ma segregacao cromossémica, porém ainda ha controvérsias de que a
aneuploidia possa induzir, isoladamente, instabilidade cromossémica (SCHUKKEN;
FOIJER, 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

A Sindrome de Turner caracteriza-se pela auséncia total ou parcial do
cromossomo X (SYBERT; McCAULEY, 2004). Citogeneticamente, a sindrome é
associada ao cariotipo 45,X observado em 50% a 60% dos casos; as demais
apresentam alteracdes estruturais do cromossomo X ou Y e / ou mosaicismo
cromossomico (OLIVEIRA et al., 2009; BISPO et al., 2014; HOOK ; WARBURTON,
2014).

A hipotese da necessidade do mosaicismo para a sobrevivéncia dos fetos
com constituicdo 45,X, jA que aproximadamente 99% dos conceptos com
constituicao universal 54,X sdo abortados espontaneamente (MARZUKI et al., 2011;
ALVES et al., 2013), é apoiada pelo argumento de que existiria um efeito feto-
protetor produzido por mais um ou mais genes dos cromossomos sexuais X e Y
(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2000). Hook e Warburton (2014) sugeriram que todos
os individuos 45,X com ST apresentariam mosaicismo oculto e a perda do
cromossomo X seria decorrente de erros mitoticos.

As linhagens celulares com frequéncia inferior a 10% nas células
sanguineas podem nao ser detectadas pela avaliagdo citogenética tradicional, e a
utilizac&o de técnicas moleculares como a FISH e a PCR aumenta substancialmente
e deteccdo das linhagens com baixa frequéncia (HOOK; WARBURTON, 1983;
HELD; KEBER; KAMINSKY, 1992; PREMI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009;
MARZUKI et al., 2011; HOOK; WARBURTON, 2014). Ademais, uma constituicao
cromossOmica distinta pode estar limitada a alguns tecidos, acentuando assim a
possibilidade de deteccdo de anomalias cromoss6micas ou da presenca de um
segundo cromossomo sexual quando séo avaliados tecidos de origens embrionarias
diferentes (NAZARENKO, TIMOSHEVSKY e SUKHANOVA, 1999; PREMI et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2009; RASOULI et al., 2019; THUNSTROM et al., 2019).

Neste estudo buscamos esclarecer estas questbes, através de uma
avaliacdo criteriosa, utilizando células de diferentes tecidos, para detectar a
presenca de mosaicismo nas pacientes com monossomia universal e comparar a
proporcdo das células monossdmicas nas pacientes com mosaicismo. A avaliagdo
de células da mucosa oral (origem ectodérmica) e do sedimento urinario (origem

endodérmica), sendo que o sedimento urinario reflete mais a constituicdo a
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constituicdo do sistema geniturinario que a mucosa oral. A andlise em outros tecidos
de origem embrionéria distinta complementa a avaliagcéo, tradicionalmente, realizada
em células sanguineas, que sdo de origem mesodérmica.

O estudo da dinamica de proliferacdo nas pacientes com mosaicismo
também possibilita averiguar se existem diferencas celulares intrinsecas nas células
com diferentes constituicdes, como selecao in vitro e alteracdo do ciclo celular, de
forma a influenciar a proporcdo das células com cada constituicdo. Paralelamente
também avaliamos a instabilidade gendmica, comparando, as TCIs nas células de
cada linhagem celular.

Baseado no exposto acima, este estudo se justifica, pois pretende contribuir
para a compreensdo dos fendmenos celulares associados a etiologia da ST,
possibilitando também aprimorar a abordagem diagndstica no Laboratorio de
Genética do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG), com

repercussao na qualidade da atividade assistencial.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Compreender os processos celulares e cromoss6micos associados a fisiopatologia

da sindrome de Turner.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.2.1. Pacientes com monossomia 45,X
4.2.1.1 Verificar a presenga de mosaicismo oculto.
4.2.2. Pacientes com mosaicismo cromossémico
4.2.2.1 Caracterizar a constituicdo cromossdmica da linhagem celular adicional.

4.2.2.2 Comparar o comportamento em cultura das linhagens quanto a selecao in

vitro, indice de proliferacdo e instabilidade cromossémica (TCI).
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5. METODOLOGIA

5.1. TIPO DE ESTUDO

Estudo observacional, descritivo e transversal.
5.2. LOCAL DE ESTUDO

Laboratorio de Genética do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagéo
Gesteira (IPPMG), contando com o apoio do Servico de Genética Médica (IPPMG) e
de Endocrinologia.

5.3. AMOSTRA

Amostra de conveniéncia composta por pacientes com ST acompanhadas no
Servigco de Genética e Endocrinologia do IPPMG e de Endocrinologia do HUCFF, no
periodo de 1989 até 2022.

A avaliacdo em nucleos interfasicos proveniente de diferentes tecidos foi
realizada em 10 pacientes com cari6tipo 45,X (grupo 1) e em 17 pacientes com
mosaicismo cromossémico com alteracdo numérica ou estrutural (grupo 2).

A avaliacdo da dinamica de proliferacdo para verificacdo da ocorréncia de
selecdo e/ou alteracéo do ciclo celular e a quantificacdo das TCI foi realizada em 17

pacientes com mosaicismo cromossémico com alteracdo numérica ou estrutural.

5.3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com cariétipo 45,X (grupo 1) e pacientes com mosaicismo
cromossoémico (grupo 2) que concordaram em participar do estudo ou obtiveram

concordancia do responsavel para participar do estudo (Apéndices 1 e 2).

5.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Associacdo de outras alteracfes cromossdmicas e/ou génicas. Uso de
medicamentos ou exposi¢cdo ambiental a fatores tais como, o uso de metotrexato,
tabagismo e exposicdo recente a radiagcdo ionizante, que podem influenciar as

caracteristicas avaliadas.



48

5.4. DESENHO EXPERIMENTAL

Nas participantes do grupo 1, com monossomia do cromossomo X (45,X), para
a averiguacdo de mosaicismo oculto, foram avaliadas células de diferentes tecidos
(mucosa oral, células do sedimento urinario e células sanguineas).

Nas participantes do grupo 2, com mosaicismo cromossdmico, com a presenca
de cromossomo X normal e anémalo, a frequéncia de células de cada linhagem foi
comparada nos nucleos interfasicos de diferentes tecidos (mucosa oral, células do
sedimento urinario, células sanguineas).

Paralelamente, o estudo do ciclo celular nas células cultivadas nas
participantes do grupo 2, com mosaicismo, visou averiguar a ocorréncia selecao in
vitro, e diferencas na proliferacdo celular das células com diferentes constitui¢coes.
Adicionalmente, esta metodologia possibilitou o cémputo das TCI, e a comparacao
da frequéncia das TCIl nas células com constituicdo diferente pode evidenciar

diferencas na estabilidade gendémica.
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5.4.1. DESCRICAO DO ESTUDO

A Figura 2 mostra a descrigéo do estudo.

Participantes com mosaicismo

.- cromossdmico
Participantes com N=17
monossomia do cromossomo
X

N=10 Caracterizagdo dos
Estudo da frequéncia da cromossomos anémalos por
linhagens 45,X e 46,XN em bandas e FISH
culturas de 48, 72 e 96 horas Sondas: DXZ1/DYZ1; ENXY
wcep Xe Y
SRY; SHOX e XIST
Pesquisa de mosaicismo l
oculto entre os diferentes l
tecidos por FISH indice de proliferagdo por

Sondas: DXZ1/DYZ1; ENXY e incorporagdo de Brdu Avaliagao da distribuigdo
SRY Culturade 72 h entre as linhagens nos

diferentes tecidos por FISH
Sondas: DXZ1/DYZ1; ENXY e

SRY
Avaliagdo da instabilidade por
TCI
Analise intra-individual Analise interindividual
comparagado da linhagem 45,X comparagdo entre as
com a 46,XN do mesmo linhagens nos diferentes
participante participantes

Figura 2: Fluxograma do estudo mostrando todas as andlises que foram realizadas. Nota: N =
namero de participantes; FISH = hibridacéo in situ fluorescente; BrdU = 5 bromo-2’ deoxiuridina;

TCI = troca de croméatides irmas; 45 ou 46,XN =linhagens.

a- Pesquisa de mosaicismo oculto em nucleos interfasicos obtidos de
sangue periférico sem cultivo, mucosa oral, sedimento urinario em

pacientes com monossomia do cromossomo X.

b- Avaliacdo da distribuicdo das linhagens 45X e 46,XN em nducleos
interfasicos de sangue periférico sem cultivo, mucosa oral, sedimento

urinario em pacientes com mosaicismo cromossémico.
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c-Avaliacdo da selecédo in vitro de células 45,X em culturas de 48, 72 e 96h.

d- Avaliacdo do ciclo celular apds incorporacdo de BrdU,em culturas de
72horas, comparando a velocidade de proliferagcéo in vitro das linhagens

celulares.

e- Avaliacdo da frequéncia de TCl em células em segunda divisdo in vitro,
em culturas de 72horas, comparando as células das linhagens.

5. 4. 2. ESTUDO CITOGENETICO

A analise foi realizada utilizando microscoépio optico Olimpus BX 45. A captura
de imagens e a analise cromossOmica das imagens foi realizada pelo programa
Applied Spectral Imaging (version 6.0). Os resultados foram avaliados de acordo
com a nomenclatura proposta pelo International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN, 2020).

5.4.3. CULTURA DE LINFOCITOS E OBTENCAO DE CROMOSSOMOS
METAFASICOS

Foi utilizada a técnica modificada de Moorhead et al. (1960), para realizacéo
de cultura temporéaria de linfocitos e obtencdo de metafases para avaliacdo
cromossomica.

As amostras de sangue periférico foram obtidas a partir da puncdo venosa
de em tubos vaccunteiner® com heparina.

Para o preparo das culturas, em capela de fluxo laminar, foram adicionados: 4

ml de meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO), 1 ml de soro fetal bovino (GIBCO®), 0,1
ml de fito-hemaglutinina (CULTILAB) e 500 pl de sangue total. Os frascos de cultura
foram incubados em estufa com 5% de CO. a 37-C por 48, 72 e 96 horas.

Decorrido esse periodo de cultivo, adicionou-se a cada frasco de cultura, 50
pul de MAS (Mitotic Arrest Solution- Genial Genetics). As culturas foram novamente

incubadas a 37-C por mais uma hora.
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Ao término da incubacdo, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos a
1500 rpm. Apds a centrifugacéo, foi retirado o sobrenadante e adicionados 5 ml de
solucdo hipotonica (KCI 0,075 M) a 37°C e incubado em estufa a 37°C por 15
minutos.
Ap6s a hipotonizacéo, foi adicionado 0,5 ml de fixador Carnoy (Metanol +
Acido acético glacial 3:1) recém-preparado, o material foi centrifugado a 1500 rpm
por 10 minutos. A seguir, foi retirado o sobrenadante e adicionados 5 ml de fixador; o
sedimento foi ressuspendido delicadamente para evitar a formacdo de grumos e
centrifugado por 10 minutos. Este procedimento foi repetido 3 vezes.
O material obtido foi gotejado em laminas de microscopia limpas e secas ao

ar.

5.4.4. COLORAC}AO CONVENCIONAL

As laminas foram imersas durante 10 minutos em corante Giemsa 5%
diluido em tampéao fosfato. Apds, foram lavadas com agua destilada e secas ao ar,
posteriormente analisadas em microscopio Optico com lentes de imersao (100x),
discriminando-se as células 45,X das 46,XN. Foi analisado um total de 100 células

em cada cultura.

5.4.5. OBTENCAO DE BANDAS GTG

As bandas GTG foram obtidas através do pré-tratamento das laminas por
tripsina (SEABRIHGT, 1971).

As laminas recém-preparadas foram deixadas em estufa a 37°C por 5 dias. A
seguir as laminas foram imersas em solucao de tripsina 0,05% (GIBCO) diluida em
tampdo Dulbeco durante 15 a 45 segundos. O tratamento proteolitico foi
interrompido imergindo as laminas em tampdao fosfato. A seguir as laminas foram

coradas durante 15 minutos em corante Giemsa 5% diluido em tampao fosfato.

5.4.6. CULTURA DE LINFOCITOS, INCORPORACAO DA 5-BrdU NAS
CULTURAS E OBTENCAO DE CROMOSSOMOS METAFASICOS

A dinamica do ciclo celular e a troca das cromatides irmas foi investigada

através da incorporacdo por BrdU (5 bromo-2’ deoxiuridina) (Sigma) durante o
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cultivo celular. Foram adicionadas as culturas 50g/ml da BrdU em culturas com
duracéo de 72 horas.

Decorrido esse periodo foi acrescentado a cada tubo de cultura 50 pl de
MAS (Mitotic Arrest Solution - Genial Genetics). As culturas foram novamente
incubadas a 37°C por mais uma hora.

Ao término da incubacéo, as culturas foram centrifugadas por 5 minutos a
1500 rpm. Apés a centrifugacgéo, retirou-se o sobrenadante e adicionaram-se 5 ml de
solucéo hipotonica (KCI 0,075 M) a 37°C e foi incubado no banho-maria a 37°C por
15 minutos.

Apo6s a hipotonizacao as culturas foram fixadas com fixador Carnoy (Metanol +

Acido acético glacial 3:1). O fixador foi trocado trés vezes até o sobrenadante ficar
limpido e observar-se um botdo de células brancas no fundo do tubo. Esta

suspensao celular diluida no fixador Carnoy foi armazenada a -20°C.

5.4.7. COLORACAO DIFERENCIAL DAS CROMATIDES IRMAS

A coloracao diferencial apds incorporacédo de BrdU foi obtida pelas técnicas
modificadas de Perry e Wolf (1974) e Korenberg e Freedlender (1974), as laminas
foram recobertas com um filme de corante Hoechst 33258 (SIGMA®) na
concentracdo de 5g/ml e expostas a luz ultravioleta germicida (254nm) a uma
distancia de 10 cm, por 30 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas
durante 10 minutos em banho-maria a 87-89° C em tampéao fosfato (NaHPO4) 1M
pH 8,0-8,3. ApGs esta incubacdo, as laminas foram lavadas em agua destilada e
coradas com Giemsa a 5% durante 8 minutos (RIBEIRO e MELARAGNO, 1987).

Essa metodologia possibilita determinar o numero de divisGes in vitro e a
frequéncia de cada linhagem em 12, 22 e 32 divisdo in vitro, apos incorporacao de
Brdu em culturas de 72 horas. A analise foi feita em microscopio optico com lente de
imersdo (100x), sendo avaliadas 50 células em cada amostra. Para a o calculo do
indice de proliferacdo (IP) foi utilizada a seguinte férmula abaixo (PAWAR; NAIK;
KUMARI, 2014):

IP= 1x(n° células em 12 divisdo) +2x(n° células em 22 divisdo) + 3x (n° células

em 32 divisdo)/ nimero total de células.
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Nas células em segunda divisédo “in vitro” foi realizado o computo das TCI
foram avaliadas 20 células de cada constituicdo. Foram consideradas as
descontinuidades de coloracdo nas cromatides, excluiram-se as descontinuidades

na regido centromerica, pois poderiam refletir torcdes do cromossomo.

5.4.8. PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS DE SEDIMENTO URINARIO PARA
FISH

O sedimento urinario foi coletado em um recipiente apropriado. A amostra foi
transferida para um tubo Falcon de 15 ml e centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos,
em temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet
ressuspenso em 10 ml de solucdo salina 0,9% e centrifugado a 1500 rpm por 5
minutos. Esse procedimento foi repetido trés vezes.

Apoés, a amostra foi ressuspendida em 10ml de solucdo salina 0,9% e
adicionado 100ul de antibidtico/antimicético (GIBCO - New York/USA) e incubadas
overnight em temperatura ambiente.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm e
ressuspendida com 5ml de solugdo salina 0,9% novamente centrifugada. Esse
procedimento foi repetido uma vez. A seguir, foi retirado o sobrenadante e
adicionados 5ml do fixador Carnoy (Metanol + Acido acético glacial 3:1); o sedimento
foi ressuspendido e centrifugado por 5 minutos. Este procedimento foi repetido duas

vezes.
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5.4.9. PROCESSAMENTO DE AMOSTRA DE MUCOSA ORAL PARA FISH

O processamento das amostras de mucosa oral foi realizado conforme a
técnica modificada de Liehr (2017).

Antes da coleta da amostra, foi realizada assepsia bucal para diminuir a
possibilidade de contaminacg&o por bactérias.

Apos, foram coletados aproximadamente2ml de amostra de saliva em tubos
Falcon estéreis de 15ml.

A amostra foi ressuspendida em 10 ml de solucdo salina 0,9% e
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm. Esse procedimento foi repetido duas vezes.

Apo6s centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 3ml de
tripsina/EDTA (CULTILAB- Campinas/Brasil).

A amostra foi ressuspendida e incubada durante 15 minutos a 37°C em
banho maria. Ao final deste tempo foram adicionados 5ml de solucéo salina 0,9% ao
tubo e a amostra foi novamente centrifugada. Esse procedimento foi repetido duas
vezes.

Apés, o material foi ressuspendido em 10ml de soro fisiolégico e adicionado
100pl de antibiotico/antimicético (GIBCO - New York/USA) e incubados overnight em
temperatura ambiente. No dia seguinte, o material foi centrifugado e o sobrenadante
descartado. Esse procedimento foi repetido uma vez.

Em seguida, foram adicionados 5ml de solugéo hipoténica (KCI 0,075 M); a
amostra foi incubada por 15 minutos a 37°C, no banho-maria. Apds, foram
adicionados lentamente 2 ml de fixador Carnoy a 4°C, e os tubos foram novamente
centrifugados.

A sequir, foi retirado o sobrenadante e adicionados 3 ml de fixador Carnoy

(Metanol + Acido acético glacial 3:1) a 4°C. A amostra foi armazenada a -20°C.

5.4.10. PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO SEM
CULTIVO PARA FISH

As amostras de sangue foram colhidas por pulsdo venosa em tubos com
heparina. Apdés, as amostras foram transferidas para o tubo Falcon e centrifugadas

durante 10 minutos a 1500rpm, a seguir o buffy-coat foi removido e colocado em
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frasco contendo 5 ml de solugéo salina 0,9% e centrifugado a 1500 rpm por 5
minutos.

A seguir, 0 sobrenadante foi retirado, adicionando novamente a solucdo
salina 0,9% com 0,5 ml de fixador Carnoy (Metanol + Acido acético glacial 3:1). O
sedimento foi ressuspendido e centrifugado por 5 minutos. Foram realizadas
sucessivas lavagens com o fixador Carnoy até a amostra ficar limpida. A amostra foi
armazenada a - 20°C.

5.4.11. HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

A analise citogenética molecular foi realizada utilizando a técnica de FISH.

As amostras celulares processadas foram gotejadas em laminas de
microscopia silanizadas e secas ao ar. A seguir as laminas foram imersas em 2xSSC
durante 2 minutos, e desidratadas imergindo em série de etanol, 70%, 90% e 100%,
por 2 minutos cada; a seguir colocadas na placa aquecida a 65 °C por 15 minutos.

Nas laminas secas foi colocado 4 pl da solucdo de hibridacdo contendo a
sonda sobre a amostra, recoberta com laminula 18x18mm e selada com cola de
latex. As laminas foram colocadas no hibridizador (Thermobrite - Statspin) para a co-
denaturacdo, realizada durante 5 minutos na temperatura de 72°C para as sondas
(DXZ1/DYZ1/DYZ3) ou 6 minutos na temperatura 75°C para as sondas (ENXY e
DXZ1/SRY). As laminas foram mantidas a 37°C overnight para hibridacéo.

Apés a hibridacdo as laminas foram lavadas por trés vezes em solucéo de
lavagem (ZYTOVISION) a 37°C e novamente desidratadas em série de etanol, 70%,
90% e 100%, por 2 minutos cada. A contra coloracdo foi realizada com 5ul de
solucdo DAPI/ antifade na concentracdo de 0,125ug/ml (CYTOCELL). As laminas
foram cobertas com laminula 22x22mm, vedadas e visualizadas em microscoépio de
fluorescéncia com os filtros adequados.

Ja para analise de distribuicdo das células com sSMC nos diferentes tecidos,
foi utilizada sonda informativa para o sSMC, e 100 nucleos interfasicos de cada
tecido foram avaliados.

Para a caracterizagdo quanto a origem dos cromossomos anémalos, foram
avaliadas 10 metafases de boa qualidade contendo o cromossomo anémalo, sendo

utilizadas sondas de enumeracao para os cromossomos X e Y - CEP X (DXZ1) /
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CEP Y (DYZ1) (VYSIS/ABBOTT ou ZYTOVISION). Os cromossomos andémalos que
apresentaram hibridagdo com o cromossomo X, também foram avaliados com a
sonda LSI-XIST (VYSIS/ABBOTT ou CYTOCELL) e LSI-SHOX (CYTOCELL). Os
cromossomos andmalos que apresentaram hibridacdo com o cromossomo Y foram
avaliados com as sondas de pintura cromossémica wcpX e wcpY (CYTOCELL),
DYZ3 (ZYTOVISION), sonda locus especifica LSI-SHOX (CYTOCELL) e sonda
locus especifica LSI-SRY (VYSIS/ABBOTT). Para andlise de distribuicdo das células
com as linhagens 45,X e 46,XN nos diferentes tecidos, foram utilizadas sondas
informativas para as regides dos cromossomos X e Y (Tabela 1).

Na analise dos diferentes tecidos foram utilizadas laminas codificadas por
dois ou mais observadores separadamente, sendo avaliadas no minimo 200 células
de cada tecido (MASCARELLO et al., 2011).

As imagens foram capturadas através do sistema de andlise Applied
Spectral Imaging (versdo 6.0). Os achados foram descritos utilizando-se a
nomenclatura proposta pelo ISCN (2020).

Tabela 1: Sondas utilizadas para FISH indicando as regides e coordenadas
cromossémicas.

Sonda Regido cromossémica Coordenada gendmica (GRCh38)
DXz1 Xpl1l regido centromérica
DYz1 Ypl2 regido centromérica
DYZ3 Ypll regido centromérica
ENXY Xgl1.1 regido peri-centromérica
Yql.221
XIST Xqg13.2 X:73,820,650-73,852,752
SRY Ypll.2 Y:2,786,854-2,787,740
SHOX Xp22.33 X:624,343-659,410
wcp pintura cromossdmica

5.5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica do indice de proliferacdo (IP) e das TCI foi realizada
através dos programas Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e Stata
(StataCorp, College Station, TX, EUA). Foram consideradas significativas as
diferencas com p valor menor que 0.05 (p<0.05).

Foram realizadas analises intra-individuais e analises interindividuais para
cada parametro avaliado. A andlise intra-individual foi realizada comparando-se a

linhagem 45,X e a 46,XN no mesmo individuo, enquanto que a andlise interindividual
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foi realizada comparando-se as linhagens 45X e 46,XN de um conjunto de
individuos diferentes.

Para as analises intra-individuais das frequéncias de TCI das linhagens 45,X
e 46,XN foi utilizado teste t ndo-pareado de duas caudas; enquanto para o IP, foi
utilizado o teste de x? ou teste exato de Fisher. Para as andlises interindividuais das
frequéncias de TCI foi utilizada ANOVA unidirecional com o teste post hoc de
comparacdes multiplas de Dunnett. Para as analises interindividuais do IP, foi
utilizado o teste t pareado de duas caudas.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e a regressao linear foram
utilizados para medir a associagéo das frequéncias de IP e TCI das linhagens 45,X e
46,XN.

Para comparar as frequéncias das linhagens 45,X e 46,XN apo0s diferentes
tempos de cultivo numa mesma paciente (analise intra-individual) foram utilizados o
teste de x? ou teste exato de Fisher.

Os testes de comparacdes multiplas de Tukey e Sidak foram aplicados para
comparar as frequéncias das linhagens 45,X e 46,XN apos diferentes tempos de

cultivo, intra-linhagens e inter-linhagens, respectivamente.
5.6. QUESTOES ETICAS
O projeto que deu origem a este estudo foi submetido e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Puericultura e Pediatria Martag&o
Gesteira (IPPMG), sob nimero 2.768.383 em 12 de julho de 2018 (Anexo 1).
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6. RESULTADOS

6.1. GRUPO AMOSTRAL

20 participantes elegiveis o . L.
Laboratério de genetica | Nao desejou participar do estudo Perda 1

Endocrinologiado IPPMG

A\ 4

Elegiveis 19 Nao compareceu no dia da coleta Perda 2
Elegiveis 17 Nao atendeu telefone Perda 3

Figura 3: Fluxograma para a constituicdo da amostra

As participantes foram selecionadas a partir dos registros do laboratério de
Genética do IPPMG e do Servico de Endocrinologia, ao longo de mais de 30 anos
de assisténcia. Inicialmente seriam vinte participantes com mosaicismo
cromossOmico, entretanto ocorreram perdas de algumas participantes, as quais
estdo descritas na Figura 3.

Neste estudo, foram avaliados dois grupos de participantes com ST: o grupo
1 de 10 participantes com monossomia do cromossomo X (Quadro 1) e o grupo 2 de
17 participantes com mosaicismo cromossémico (Quadro 2).

A idade das participantes, no momento da obtencédo da amostra, variou de 4

a 17 no grupo 1 e no grupo 2 variou de 1,7 a 42 anos (Quadros 1 e 2).



Quadro 1: Participantes do grupo 1, com monossomia do cromossomo X. incluidos no estudo.

Participantes Cariétipogor bandal Idade no momento da obtencdo da amostra (em anos)
1Mono 45X 10
2Mono 45,X 10
3Mono 45,X 8
4Mono 45X 14
5Mono 45X 1
6Mono 45,X 4
7Mono 45X 1
8Mono 45,X 17
9Mono 45,X 15
10Mono 45X 9

Nota: Mono= monossomia do cromossomo X
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Quadro 2: Constituicdo cromossdmica do grupo 2, participantes com mosaicismo cromossémico

incluidos no estudo.

Participantes

Cari6tipo por banda G

Idade no momento da obteng&do da amostra (em anos)

1Mos 45,X[54]/46,XX[46] 27
2Mos 45,X[58]/46,XX[42] 30
3Mos 45,X [76]/46,X + 1 (X)[24] 16
4Mos 45,X [52]/46,X+mar (Y)[48] 11
5Mos 45,X[58)/46,X+mar(X)[42] 19
6Mos 45,X[49]/46,X+mar(X)[51] 11
7Mos 45,X[94]46,X+mar(X)[6] 1,7
8Mos 45,X[42)/46,X+mar(X)[58] 12
9Mos 45 X[47)/46,XY[53] 31
10Mos 45,X[42]/46,X+mar(X[58]) 15
11Mos 45,X[51)/46,X+mar(X)[49] 5
12Mos 45,X[61]/46,X+mar(X)[39] 17
13Mos 45,X[82]/46,X+mar(X)[18] 22
14Mos 45,X[45]/46,X+mar(Y)[55] 23
15Mos 45 X/[57]46,XX[43] 42
16Mos 45,X[53]/46,X+mar(X)[47] 19
17Mos 45, X [19)/46,X,i(Yp)[ 81] 14

Nota: Mos = mosaicismo cromossdmico; r = cromossomo em anel; mar = cromossomo marcador ; i =
isocromossomo e p=brac¢o curto O nimero entre colchetes representa o nimero de células analisadas.

6.2. AVALIACAO DA DISTRIBUI(;AO DAS LINHAGENS CELULARES EM
DIFERENTES TECIDOS PELA TECNICA DE FISH

Foram analisadas pela FISH células interfasicas de sangue periférico sem

cultivo (SP), mucosa oral (MO) e sedimento urinario (SU). Esta abordagem foi

realizada tanto nas pacientes com mosaicismo cromossémico como nas pacientes

com monossomia do cromossomo X (45,X). As microfotografias representativas da

analise pela técnica de FISH das células interfasicas de sangue periférico sem

cultivo (SP), mucosa oral (MO) e sedimento urinario (SU) podem ser observadas nas

Figuras4,5 e 6.



Figura 4: Microfotografias de nicleos interfasicos da amostra de SU da participante 10Mono hibridados
com a sonda DXZ1(vermelha) mostrando células com 1, 2 e 3 sinais.

Figura 5: Microfotografias de nucleos interfasicos da amostra de SP, MO e SU da participante 3Mos hibridados com
a sonda DXZ1 (vermelha) mostrando células com 1 e 2 sinais
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SP

Figura 6: Microfotografias de nucleos interfasicos das amostras de SP, MO e SU da participante 9Mos hibridados
com as sondas DXZ1 (verde) e SRY (vermelha) mostrando células com constituicdo 45,X e com constituicao 46,XY.
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6.2.1. GRUPO 1-PARTICIPANTES COM MONOSSOMIA DO CROMOSSOMO X

6.2.2. Pesquisa de mosaicismo oculto no grupo de pacientes com monossomia

Esta abordagem foi realizada integralmente em oito pacientes e
parcialmente em dois. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 9.

Em 9/10 participantes avaliadas foi detectada a presenca de uma segunda
linhagem celular, com um segundo sinal da sonda correspondente a0 cromossomo
X, em ao menos um dos tecidos analisados.

No grupo de participantes em que a abordagem foi integral, a frequéncia
verificada da segunda linhagem foi:

- Sangue periférico: participante 1Mono com frequéncia de 6%; 3M
com frequéncia de 17%; e 5Mono frequéncia de 15%.

- Mucosa oral: 5Mono frequéncia de 5%; 6Mono com frequéncia de
6%; 7Mono com frequéncia de 5%; 8Mono com frequéncia de 9%
e a 9Mono com freqUéncia de 5%.

- Sedimento urinario: 4Mono frequéncia de 6%; e 10Mono frequéncia
de 22%. A paciente 10Mono apresentou ainda uma terceira

linhagem (com 3 sinais) e frequéncia de 7% no sedimento urinario.

Apenas 2Mono nao apresentou uma segunda linhagem celular nos tecidos

avaliados.

Duas participantes foram avaliadas parcialmente, 2Mono e 7Mono, e apenas
na 2Mono nao foi detectada uma segunda linhagem.

Nas demais amostras, as frequéncias ficaram abaixo ou igual ao valor do
cut-off (<0,05) ndo caracterizando a presenca de uma segunda linhagem (Figura 8)
A frequéncia entre os tecidos das pacientes como monossomia encontram-se no

Apéndice 5.
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# Monossomica B Dissémica ETrissémica

98

3Mono

99

4Mono

5Mono

98

94

6Mono

7Mono

99

9Mono 8Mono

10Mono

71

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Quantidade de céluas noss difrentes tecidos  Unidade: percentual

Figura 7: Frequéncia das populac¢des celulares em nucleos interfasicos em células ndo co-
cultivadas de diferentes tecidos. Grupo de pacientes com monossomia do cromossomo X.
Foram utilizadas as sondas de enumeragdo DXZ1/DYZ1 ou ENXY.

Nota: SP= sangue periférico; MO = mucosa oral,SU=sedimento urinario (SU) e
Mono=monossomia
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6.3. ESTUDO CONSTITUCIONAL

6.3.1. CARACTERIZACAO DA CONSTITUICAO CROMOSSOMICA DAS
LINHAGENS CELULARES DAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO
CROMOSSOMICO

As participantes com mosaicismo apresentaram uma linhagem com
monossomia do cromossomo X (constituicdo 45,X) e outra linhagem com 46
cromossomos (46,XN). O segundo cromossomo sexual foi originario do cromossomo
X em 13 pacientes e originario do cromossomo Y em quatro (Quadro 2).

Em quatro participantes (23,5%), a segunda linhagem apresentou o segundo
cromossomo sexual integro: trés (17,6%) com a constituicdo 45,X/46,XX e uma
(5,9%) com a constituicdo 45,X/46,XY.

Em 13 participantes (76,5%), o segundo cromossomo sexual foi andémalo. A
frequéncia das linhagens com cromossomo andmalo variou de 6% a 81% pela
banda G (Quadro 2).

Em 11 (64,7%) foi observado um cromossomo marcador pequeno
supranumerario (sSMC). Em nove pacientes (52,9%), o sSMC foi derivado do
cromossomo X; em duas (11,8%), o sSMC foi derivado do cromossomo Y. Em uma
(5,9%), estava presente um cromossomo em anel derivado do cromossomo X. O
isocromossomo do braco curto do cromossomo Y estava presente em uma (5,9%)
(Figura 4).
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45,X/46,XX
45,X/46.XY
®45,X/46,X+mar(X)
45.X/46. X+mar(Y)
45,X/46,X+1(X)
45.X/46.X.i(Yp)

Figura 8: Distribuicdo do resultado do cari6tipo, pelo bandeamento G, dasparticipantes com
mosaicismo cromossomico.

A constituicdo estrutural e molecular dos sSMC das participantes com
mosaicismo cromossdmico foi pormenorizada pela andlise citomolecular utilizando-
se sondas localizadas em diversas regides dos cromossomos sexuais. Foram
utilizadas as sondas de enumeracdo DXZ1/DYZ1 ou ENXY; e sondas locus specific
identifier (LSI) SHOX, SRY e XIST (Quadro 3).
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Quadro 3: Caracterizacéo citomolecular dos cromossomos andmalos nas participantes do grupo 2

Part Cari6tipo do FISH
03Mos mos45,X/ 46,X,ish.r(X)(DXZ1+, XIST++)
04Mos mos45,X/ 46,X, + mar.ish. der (Y) (SHOX ++, SRY ++, wcpY+)
05Mos mos45,X/ 46,X,+mar. ish. der(X)(DXZ1+, XIST+)
06Mos mos45,X/ 46,X,+mar.ish. der (X)(DXZ1+, XIST+)
07Mos mos45,X/ 46,X,+mar.ish. der(X)(DXZ1+, XIST-)
08Mos mos45,X/ 46,X,+mar.ish. der(X) (DXZ1+,XIST++)
10Mos mos45,X/ 46,X,+mar.ish.der(X)(DXZ1+,XIST+)
11Mos mos45,X/46,X,+mar.ish. der(X)(DXZ1+, XIST+)
12Mos mos45,X/ 46,X,+mar.ish. der(X)(DZX1+, XIST++)
13Mos mos45,X/ 46,X,+mar.ish. der(X)(DZX1+, XIST+)
14Mos mos45,X/46,X+mar. Ish. der(Y)(ENY++)
16Mos mos45,X/ 46,X,+mar.ish. der(X)(DXZ1+, XIST+)
17Mos mos45,X/46,X,i(Y)(pter ->p10->pter).ish (ENY+,SRY ++,SHOX++, DYZ3+)

Nota: Mos=mosaicismo cromossémico; r=cromossomo em anel; mar=cromossomo marcador; der=derivativo e
i=isocromossomo.

A origem do cromossomo marcador foi estabelecida pelas sondas de
enumeracdo dos cromossomos X e Y (DXZ1/DYZ1); ENXY, wcp X e wcpY.

Houve hibridacdo com a sonda DXZ1(Xpl11l.1-q11.1) em 10 participantes
(52,9%) com cromossomo marcador e uma com cromossomo em anel (5,7%) ,
caracterizando a origem do cromossomo X .

Na participante 4Mos foi realizada a pintura cromossémica, utilizando as
sondas wcpX e wcpY e na pacientes 14Mos foi utilizada a sonda ENXY, para
caracterizar a origem do cromossomo marcador e o resultado foi que ambas
apresentaram sSMCs derivados do cromossomo Y.

Nas participantes com o cromossomo marcador derivado do cromossomo X
€ na com cromossomo em anel, avaliamos a presenca do gene XIST (Xql3.2). Foi
detectada uma copia do gene XIST em seis participantes com Cromossomo
marcador (5Mos, 6Mos, 10Mos, 11Mos, 13Mos e 16Mos). Estavam presentes duas
copias de XIST em trés participantes, a 3Mos com cromossomo em anel e nas 8Mos
e 12 Mos com cromossomos marcadores originarios do cromossomo X. Em uma
participante (7Mos) nao foi detectado pela hibridagdo do gene XIST no cromossomo

marcador.
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Na participante 4Mos o cromossomo marcador apresentou hibridagéo com a
sonda wcpY, mostrando tratar-se de um cromossomo derivado do cromossomo Y.
Nessa participante observamos duas copias dos genes SRY e SHOX, sugerindo
tratar-se de um isocromossomo do braco curto do cromossomo Y.

Na participante 14Mos houve hibridacdo para a sonda pericentromérica
ENXY, sendo observadas duas copias de ENY, sugerindo tratar-se de um
cromossomo marcador dicéntrico derivado do cromossomo Y.

A participante 17Mos apresentou hibridacdo para sonda ENY, mostrando
tratar-se de um isocromossomo do cromossomo Y, observamos uma copia de ENX
e DYZ3 e duas cépias de SRY e SHOX, sugerindo tratar-se de um isocromossomo
do brago curto do cromossomo Y.

As microfotografias das metafases parciais das participantes com o0s

cromossomos andmalos analisadas pela FISH encontram-se no Apéndice 4.

6.4. AVALIACAO DA FREQUENCIA DE CELULAS MONOSSOMICAS EM
DIFERENTESTECIDOS NO GRUPO DAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO
CROMOSSOMICO

Esta analise foi realizada integralmente em 12 participantes e parcialmente em

cinco participantes (Apéndice 6).

Houve variacdo significativa na proporcdo de células 45X e 46,XN entre os

diferentes tecidos analisados em 14 dos 16 individuos avaliados (Figuras 9a, 9b e 9c¢).
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Quantidade de células nos diferentes tecidos. Unidade: percentual

Figura 9a: Frequéncia da linhagem 45X e 46,XN em nlcleos interfasicos em diferentes tecidos das
participantes (1Mos a 8Mos) com mosaicismo cromossOmico com o cromossomo integro ou  andmalo
originario do cromossomo x. Sondas de enumeragéo utilizadas DXZ1/DYZ1, ENXY ou DXZ1/SRY.

Nota: SP=sangue periférico, MO= mucosa oral e SU= sedimento urinério. Linhagens: azul-dissémica,
vermelhos-dissémica e verde-trissémica
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Figura 9b: Frequéncia da linhagem 45,X e 46,XN em nucleos interfasicos em diferentes tecidos das
participantes (10Mos a 16Mos) com mosaicismo cromossdmico com o cromossomo integro ou  andémalo
originario do cromossomo X. Sondas de enumeracéo utilizadas DXZ1/DYZ1, ENXY ou DXZ1/SRY.

Nota: SP=sangue periférico; MO= mucosa oral e SU= sedimento urinério. Linhagens: azul-dissémica,
vermelhos-dissémica e verde-trissémica
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Figura 9c: Frequéncia da linhagem 45,X e 46,XN em nucleos interfasicos em diferentes tecidos das participantes

(4Mos a 17Mos) com mosaicismo cromossdmico com o cromossomo integro ou
X. Sondas de enumeragéo utilizadas DXZ1/DYZ1, ENXY ou DXZ1/SRY.

Nota: SP=sangue periférico; MO= mucosa oral e SU= sedimento urinario. Linhagens: azul-dissémica, vermelhos-

dissémica e verde-trissémica

anomalo originario do cromossomo
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A comparacgdo estatistica entre a quantidade de células em cada tecido

das participantes com mosaicismo cromossomico encontra-se no Apéndice 7.
Nas 13 participantes com o segundo cromossomo sexual originario do
cromossomo X integro ou anémalo, em duas (11Mos e 12 Mos) a quantidade de
células de cada linhagem entre os tecidos foi similar; nas demais, observamos as

seguintes diferencas (Quadro 4 e Quadro 5).

Quadro 4: Variagdo da quantidade de células 45,X entre os tecidos das participantes com
mosaicismo cromossdmico e cromossomo sexual integro ou andmalo originario do cromossomo X

Linhagem 45,X

Participantes 6Mos 8Mos 15Mos 16Mos
Tecidos SPxSU SPxSU SPxSU SPxSU
Variacdo na quantidade de células 13,0 -18,3 54,9 -15,7
entre os tecidos

Tecidos - SPxMO - SPxMO
Variacdo na quantidade de células - -27,6 - -13,5
entre os tecidos

Tecidos MOxSU - MOxSU -
Variacdo na quantidade de células 17,5 - 55,8 -
entre os tecidos

Nota: Mos = mosaicismo cromossémico; SP = sangue periférico; MO = mucosa oral

SU = sedimento urinario
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Quadro 5 : Variagdo da quantidade de células 46,XN entre os tecidos das pacientes com mosaicismo cromossdmico das participantes com mosaicismo
cromossémico e cromossomo sexual integro ou andmalo originario do cromossomo X

Linhagem 46,XN

Participantes 1Mos 2Mos 3Mos 5Mos 6Mos 7Mos 8Mos 10Mos 13Mos 15Mos 16Mos
Tecidos SPxSU - - - SPxSU SPxSU SPxSU - SPxSU SPxSU
Variacdo na quantidade de 10,8 - - - -15,2 -27,3 13,5 - -56,3 61,0
células entre os tecidos

Tecidos SPxMO - SPxMO SPxMO - - SPxMO SPxMO SPxMO - SPxMO
Variacdo na quantidade de 15,5 - -27,8 25,9 - - 28,3 16,7 -12,5 - 47,7
células entre os tecidos

Tecidos - MOxSU MOxSU MOxSU MOxSU - MOxSU MOxSU - MOxSU MOxSU
Variacdo na quantidade de - -14,7 -21,1 -23,1 -23,3 - -15,4 -14,9 = -59,6 20,0
células entre os tecidos

Nota: Mos=mosaicismo  cromossdmico; SP = sangue periférico; MO = mucosa oral e SU = sedimento  urinario.
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Nas participantes com o cromossomo originario do cromossomo Y, integro
ou anémalo, a analise dos diferentes tecidos evidenciou que houve variagbes na

guantidade de células de cada linhagem em trés pacientes (Quadro 6 e Quadro 7)

Quadro 6: Variacdo da quantidade de células 45,X entre os tecidos das participantes com
mosaicismo cromossdmico das pacientes com mosaicismo cromossémico e cromossomo sexual
integro ou andmalo originario do cromossomo Y

Linhagem 45,X
Participantes 4Mos 9Mos 14Mos
Tecidos SPxSU SPxSU SPxSU
Variacdo na quantidade de células entre os -45,3 -37,1 -11,8
tecidos
Tecidos SPxMO SPxMO -
Variacdo na quantidade de células entre os -32,6 -24,4 -
tecidos
Tecidos MOxSU MOxSU -
Variacdo na quantidade de células entre os -14,9 -14,0 -
tecidos

Nota: Mos = mosaicismo cromossémico (Mos); SP = sangue periférico; MO = mucosa oral e
SU = sedimento urinério.

Quadro 7: Variagdo da quantidade de células 46,XN entre os tecidos das participantes com
mosaicismo cromossdmico das pacientes com mosaicismo cromossémico e cromossomo sexual
integro ou anémalo originario do cromossomo Y

Linhagem 46,XN
Participantes 4Mos 9Mos 14Mos
Tecidos SPxSU SPxSU SPxSU
\Variagdo na quantidade de células entre os 40,3 93,0 42,9
tecidos
Tecidos SPxMO SPxMO -
\Variagdo na quantidade de células entre os 35,0 35,8 -
tecidos
Tecidos MOxSU MOxSU -
\Variagdo na quantidade de células entre os - 85,7 -
tecidos

Nota: Mos = mosaicismo cromossdmico (Mos); SP = sangue periférico; MO = mucosa oral e
SU = sedimento urindrio.
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6.5. SELECAO IN VITRO, FREQUENCIA DE CELULAS MONOSSOMICAS DE
ACORDO COM A DURACAO DAS CULTURAS (48, 72 e 96 horas)

Para verificar a ocorréncia de selecdo celular in vitro, a quantidade de
células de cada linhagem foi averiguada em culturas com duracdo de 48, 72 e 96
horas.O valor absoluto de células em duracdo das culturas de 48, 72 e 96 horas

encontram-se no Apéndice 8.

6.5.1. ANALISE INTRA-INDIVIDUAL

Na Figura 10, encontra-se a quantidade de células 45,X nas culturas

incubadas por 48, 72 e 96 horas.
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Figura 10. Quantidade de célulasda linhagem 45,X nas culturas de 48, 72 e 96 horas.

Nota: Mos =mosaicismo; p= p valor
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Na Tabela 2 temos os resultados obtidos através do teste exato de Fisher.

Tabela 2: Frequéncia de células com a linhagem 45,X de cada individuo nos diferentes tempos de
cultura.

Participantes Caridtipo em culturas Frequénciada Frequénciada Frequénciada VG p valor
de 72 horas linhagem linhagem linhagem 45,X
45X - 48h (%)  45,X -72h(%) - 96h (%)
1Mos 45,X[54]/46, XX[46] 41 54 57 2,380 0,3042
2Mos 45,X[58]/46, XX[42] 65 58 56 1,075 0,5843
3Mos 45,X[76]/46,X+r(X) [24] 85 76 69 7,193  0,0274*
4Mos 45,X [46]/46,X + mar (Y) 52 46 40 2,809  0,2347
5Mos £155f]x [41]/46,X + mar (X) 58 41 50 0,7246  0,6961
6Mos 51559,]X [43]/46,X + mar [57] 49 43 46 o 0,0234*
7Mos 45,X[94]/46,X + mar[6] 96 94 95 o 0,7475
8Mos 45,X [48]/46,X + mar[52] 42 48 47 0,8329 0,6594
9Mos 45,X[47]/46, XY[53] 45 47 49 0,3212 0,8517
10Mos 45,X [42]/46,X + mar [58] 40 42 44 0,3284  0,8486
11Mos 45,X[56] /46,X mar[44](X) 51 56 53 0,5089 0,7753
12Mos 45,X [68]/46,X + mar [32] 61 68 71 2,370 0,3057
13Mos 45,X[82]/46, X+mar 83 82 84 0,1417  0,9316
(X)18]
14Mos 45,X[45]/46,X+mar(Y)[55] a7 45 42 0,5125 0,7739
15Mos 45,X[57]/46, XX[43] 55 57 59 0,3264  0,8494
16Mos 45,X [53]/46,X + mar [47] 48 53 58 2,007 0,3666
17Mos 45,X[19]/46,X+i(Yp)[81] 13 19 17 1,366 0,5051

* Valores estatisticamente significantes ** Teste exato de Fischer 48 e 72h
Nota: Mos = mosaicismo cromossémico; Mar=cromossomo marcador; r = cromossomo em aneli=zisocromossomo e p=braco
curto.

Esta andlise mostrou diferencas significativas em duas participantes:

- participante 3Mos (p = 0.0274), quantidade decrescente de
metafases da linhagem 45,X e crescente de metafases da linhagem
46,X+r(X), ao longo do periodo;

- participante 6Mos (p = 0.0234), houve uma queda do numero de
metafases na linhagem 45,X e um incremento das metafases na

linhagem 46,X+mar(X), ao longo do periodo.
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6.5.2. ANALISE INTERAMOSTRAL

A analise do interamostral, pelo teste de Tukey, ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre as culturas de 48h versus (vs) 72h, 48h vs. 96h,
72h vs. 96h, tanto na linhagem 45,X quanto na 46,XN (p valor = 0.6625, 0.8490 e
0.8803, respectivamente) (Figura 11).

A andlise entre as linhagens, pelo teste de Sidak, em relagéo a duracéo das
culturas, também ndo mostrou diferencas estatisticamente relevantes (p valor =
0.2082 - 48h; p valor = 0.3511 - 72h; p valor = 0.2810 - 96h) (Figura 12).

Frequéncia das linhagens 45,X e 46,XN apos os diferentes tempos de cultivo

" s . 48hrs
e 1
ns ns ns ns 72hrs

1.0- i_ll_\ .rlﬂ 96 hrs

Frequéncia

45X 46,XN
Linhagens

Figura 11: Frequéncia das células com constituicdo 45,X e 46,XN nas culturas
com duracao de 48, 72 e 96 horas, segundo andlise de do teste de Tukey.
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Frequéncia das linhagens 45,X e 46,XN apos os diferentes tempos de cultivo
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Figura 12: Frequéncia das células com constituicdo 45, e 46,XN nas culturas com duragéo
de 48, 72 e 96 horas, segundo analise do teste de SidakK.

. DINAMICA DE PROLIFERACAO

O indice de proliferacdo (IP) de cada linhagem celular foi calculado

individualmente avaliando-se a quantidade de células em primeira, segunda e

terceira divisdo celular, de acordo com o padrédo de incorporacédo da BrdU (Figura

13).
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Figura 13: Padrao de diferenciacdo das células apds incorporacdo de BrdU (A) célula em primeira
divisdo da participante 3Mos (B) célula em segunda divisdo da participante 9Mos (C) célula em terceira
divisdo da participante 3Mos.

Nota: r = cromossomo em anel, Y= cromossomo Y e m = cromossomo marca
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O IP de cada linhagem participantes com mosaicisSmo cromossémico

encontra-se na Figura 14.

indice de Proliferagio
m45X W48 XN
1Mos Lk
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14Mos 2k
15Mos i
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Figura 14: IP nas diferentes linhagens celulares das participantes com mosaicismo
cromossoémico.
Nota: Mos=mosaicismo
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6.7. ANALISE INTRA-AMOSTRAL DO iNDLCE DE PROLIFERACAO (IP) NAS
PACIENTES COM MOSAICISMO CROMOSSOMICO

A andlise intra-amostral do IP pelo teste do x2 ou exato de Fisher nédo
mostrou diferenca significativa entre as linhagens 45X e 46,XN no grupo das
pacientes com sindrome de Turner e mosaicismo cromossémico incluidas no estudo
(Tabela 3).

Tabela 3 : Andlise de dinamica de proliferagéo das linhagens 45,X e 46,XN de cada participante

Participantes Linhagem N°células em N°células em N°células em P X2 p valor
12 diviséo 22 diviséo 32 diviséo

1Mos 45,X 25 45 30 2,05 0,9387 0,6254
46,XX 21 43 36 2,15

2Mos 45,X 07 27 16 2,18 0,9859 0,6108
46,XX 07 23 21 2,27

3Mos 45,X 12 23 15 2,06 1,016 0,6017
46,X,+1(X) 08 26 16 2,16

4Mos 45,X 10 25 15 2,10 0,1640 0,9213
46,X,+mar(Y) 09 27 14 2,10

5Mos 45,X 12 25 13 2,02 0,7311 0,6938
46,X,+mar(X) 11 29 10 1,98

6Mos 45,X 11 26 13 2,04 0,4380 0,8033
46,X,+mar(X) 10 24 16 2,12

7Mos 45,X 06 33 11 2,10 0,1829 0,9126
46,X,+mar(X) 07 31 12 2,10

8Mos 45,X 12 32 06 1,88 0,1814 0,9133
46,X,+mar(X) 13 30 07 1,88

9Mos 45,X 08 31 11 2,06 2,123 0,3460
46,XY 14 26 10 1,92

10Mos 45,X 13 25 12 1,98 3,187 0,2032
46,X,+mar(X) 06 30 14 2,16

11Mos 45X 10 28 12 2,04 0,4600 0,7945
46,X,+mar(X) 09 26 15 2.12

12Mos 45,X 12 29 09 1,94 1,432 0,4886
46,X,+mar(X) 10 26 14 2,08

13Mos 45X 16 26 08 1,84 0,2741 0,8719
46,X,+mar(X) 15 25 10 1,90

14Mos 45X 11 21 18 2,14 0,7435 0,6895
46,X,+mar(Y) 12 24 14 2,04

15Mos 45X 15 30 05 1,80 4,399 0,1108
46,XX 09 29 12 2,06

16Mos 45,X 13 29 08 1,90 0,1673 0,9198
46,X+mar(X) 14 27 09 1,90

17Mos 45,X 12 28 10 1,96 1,000 0,6065
46,X+,i,(YQ) 08 31 11 2,06

Nota: IP =indice de proliferacéo; e x2=qui-quadrado. Mos= mosaicismo cromossdémico;
mar=cromossomo marcador; r= cromossomo em anel, izisocromossomo e gq=bra¢o longo



82

6.7.1. ANALISE INTERAMOSTRAL DO iNDICE DE PROLIFERACAO (IP) NAS
PACIENTES COM MOSAICISMO CROMOSSOMICO

Considerando o grupo amostral, a analise interamostral das médias do IP
das linhagens 45X e 46,XN apresentaram diferenga significativa pelo teste t
pareado (p = 0.0338) (Tabela 4).

Tabela 4 : Teste t pareado entre as médias do IP das linhagens 45,X e 46,XN

Desvio Padréao

N Média Erro Padrao Intervalo de Confianca 95%

Variavel (€3]

IP linhagem 45,X 17 2.005 0.026 0.106 1.951 2.060
IP linhagem 46,XN 17 2.078 0.038 0.155 1.998 2.157
t=-2.3211 p =0.0338

A avaliagdo pela correlacdo de Pearson evidenciou uma correlagéo
moderada positiva entre o IP da linhagem 45,X e da linhagem 46,XN (r=0.5716). Isto
€, hd uma associacao positiva entre a IP das duas linhagens, assim, quando a IP da
linhagem 45,X aumenta, também tende a elevar-se a IP da linhagem 46,XN (Tabela
5).

Tabela 5: Correlagéo Pearson para o IP das linhagens 45,X e 46,XN do grupo amostral

Variavel Média Desvio Padréo (%) Min Max IP linhagem 45,X IP linhagem 46,XN
IP linhagem 2.005 0.106 1.80 2.18 1.000

45,X

IP linhagem

46 XN 2.078 0.155 1.84 2.48 0.5716 1.000

A regressao linear simples do IP também mostrou uma correlacéo
significativa (p = 0.017) entre as linhagens. Portanto, ao assumir o IP da linhagem
45,X como variavel dependente continua (desfecho) e o IP da linhagem 46,XN como
variavel independente, observou-se uma relacdo positiva entre as duas variaveis.
Deste modo, as pacientes com valores de IP mais elevados da linhagem 46,XN
apresentaram uma maior probabilidade de valores de IP mais elevados também

para a linhagem 45,X (Figura 15).
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Figura 15: Regresséao Linear do IP das linhagens 45,X e 46,XN

6.8. AVALIA(;AO DA INSTABILIDADE CROMOSS@MICA ATRAVES DA
FREQUENCIA DE TROCAS E CROMATIDES IRMAS (TCI)

A avaliacdo da instabilidade cromossdmica foi realizada pelo computo das
TCIl em culturas de 72 horas na presenca de BrdU. As imagens das células em
segunda divisado celular in vitro onde as TCI foram computadas encontram-se na

Figura 16. Em cada uma das pacientes avaliamos 20 metafases de cada linhagem.



Figura 16: Metafases em segunda divisédo, apds incorporacdo com BrdU, das pacientes com
mosaicismo. As setas indicam: as TCls, o cromossomo marcador, quando presente pela letra (m);
(r) para cromossomo em anel, o (Y) para cromossomo Y e 0 i(Yp) o isocromossomo de braco curto

do cromossomo Y.
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6.8.1. ANALISE INTRA-AMOSTRAL DA QUANTIDADE TROCA DE CROMATIDES
IRMAS (TCI) NAS PACIENTES COM MOSAICISMO CROMOSSOMICO

A média das TCIl computadas em cada linhagem celular das participantes

com mosaicismo cromossOomico encontram-se na Figura 17.
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Figura 17: Média das da TCI nas diferentes linhagens obtidas das participantes com

mosaicismo cromossémico.
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A analise intra-amostral pelo teste t ndo pareado evidenciou que houve
diferenca significativa entre as duas linhagens celulares em cinco participantes (2, 3,
4,7 e 12) (Tabela 6).

Tabela 6: Diferencas da TCI entre as linhagens das participantes

Participantes Linhagem Média das TCI p valor

1Mos 45X 3,15 0,0551
46,XX 2,6

2Mos 45X 3,65 0,0454(*)
46,XX 2,95

3Mos 45X 3,95 0,0046(**)
46,X,+r(X) 5,25*

4Mos 45X 4,45*% 0,0046(**)
46,X,+mar(Y) 3,55

5Mos 45X 4,15 0,3583
46,X+mar(X) 3,75

6Mos 45X 3,55 0,0779
46,X,+mar(X) 4,25

7Mos 45X 4,2 0,0100(**)
46,X,+mar(X) 5,55*

8Mos 45X 3,45 0,0714
46,X,+mar(X) 4,2

9Mos 45,X 3,6 0,7805
46,XY 3,75

10Mos 45,X 3,7 0,1183
46,X,+mar(X) 4,5

11Mos 45,X 3,5 0,1544
46,X,+mar(X) 4,1

12Mos 45X 3,8 0,0105 (*)
46,X,+mar(X) 4,85*

13Mos 45,X 4,3 0,0745
46,X,+mar(X) 5.25

14Mos 45,X 4,4 0,5248
46,X,+mar(Y) 4,7

15Mos 45,X 3,75 0,4647
46,XX 4,05

16Mos 45,X 4 0,5228
46,X,+mar(X) 4,3

17Mos 45,X 4,35 0,0703
46,X+,i(Yp) 3,3

Nota: P-valor <0,05; ** P- valor <0,01. Mar=cromossomo marcador; r=
cromossomo em anel; i=isocromossomo e p=brago curto.

Em trés amostras, (3Mos; 7Mos e 12Mos), a quantidade de TCI foi maior
nas linhagens com 46 cromossomos, As linhagens apresentaram cromossomos
anbmalos, em duas sSMS derivado do cromossomo X (46,X+mar(X)) e em outra

cromossomo em anel (46,Xr(X)), em relagéo a linhagem 45,X.
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Em duas amostras a quantidade de TCI foi maior na linhagem 45,X. Na
amostra (2Mos), foi maior em relacdo a linhagem 46,XX. Na amostra 4Mos, foi
maior em relacdo a linhagem com cromossomo marcador derivado do cromossomo
Y (46,X+mar(Y)) (Figura 18).

154

N° de TCls

Figura 18: Quantidade média de TCI entre as linhagens celulares das amostras com mosaicismo
cromossomico.

6.8.2. ANALISE INTERAMOSTRAL TROCA DE CROMATIDES IRMAS (TCI) NAS
PACIENTES COM MOSAICISMO CROMOSSOMICO

Em relacdo a analise interamostral da quantidade das TCIl, ndo foram
verificadas diferencas significativas nas médias das linhagens 45,X e 46,XN (p =
0.2871) (Tabela 7).
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Tabela 7: Teste t pareado para as médias de TCI das linhagens 45,X e 46,XN

Variavel N Média  Erro Padrdo Desvio Padréo (+) Intervalo de confiangca 95%
e puencia TC! 17 3.879 0.093 0.383 3.682 4.076
Frequéncia TCI

46 XN 17 4.112 0.227 0.934 3.631 4.592
t=-1.1012 p =0.2871

Foi detectada uma correlacao fraca entre a quantidade média de TCI entre a
linhagem 45,X e a linhagem 46,XN, pela correlacdo de Pearson (r=0.3615), (Tabela
8). Portanto, ao contrario do IP, a associacdo positiva entre as frequéncias de TCI
das duas linhagens foi fraca, ndo sendo possivel afirmar com seguranca que valores
mais elevados da frequéncia de TCI da linhagem 45,X estdo associados a valores
correspondentes mais elevados da frequéncia de TCI da linhagem 46,XN.

Tabela 8: Correlacdo de Pearson para a troca de crométides irmés (TCI) das linhagens 45,X e 46,XN
do grupo amostral.

Desvio TCllinhagem  TCllinhagem
Variavel Média Padréo () Min Max 45 X 46,XN
TCI linhagem
45,X 3.879 0.383 3.15 4.45 1.000
TCI linhagem
46,XN 4.112 0.934 1.95 5.55 0.3615 1.000

A regressao linear simples da frequéncia da TCl mostrou uma correlacéo
nao significativa (p = 0,154) entre as linhagens. Assim sendo, ao assumir a
frequéncia de TCI da linhagem 45,X como variavel dependente continua (desfecho)
e a da frequéncia de TCI da linhagem 46,XN como variavel independente, a relacéao
positiva entre as duas varidveis ndo foi estatisticamente significativa.
Consequentemente, ndo se pode afirmar que as participantes com valores da
frequéncia de TCI mais elevados da linhagem 46,XN apresentaram uma maior
probabilidade de valores da frequéncia de TCl mais elevados também para a
linhagem 45,X (Figura 19).
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Figura 19: Regresséo linear da TCI das linhagens 45,X e 46,XN

A analise interamostral da quantidade de TCI entre as linhagens 45,X e
46,XN evidenciou que houve diferenca estatisticamente significativa entre a
linhagem 45,X em relacdo as linhagens 46,XX; 46,Xr(X), 46,X+mar(X) (p valor=
0,0155; 0,0007 e <0,0001 respectivamente); a 46,XX com as linhagens 46,Xr(X),
46,X+mar(Y), 46,X+mar(X) (p=<0,0001; 0,0328 e <0,0001 respectivamente); a
46,Xr(X) com as linhagens 46,XY e 46,X+i(Y)(p valor=<0,0198 e 0,0004
respectivamente) e 46,X+mar(X) com a linhagem 46,X+i(Y) (p valor=0,0060)
(Tabela 9 e Figura 20).

Tabela 9: Analise interamostral da TCl entre as linhagens 45,X e 46,XN das pacientes com
mosaicismo cromossdmico.

Cariétipo 46,XX 46,Xr(X) 46,X+mar(Y) 46,X+mar(X) 46,XY 46,X+i(Yp)
45,X 0,0151*  0,0007 * 0,9995 <0,0001 * >0,9999 0,8204
46,XX <0,0001* 0,0328 * <0,0001* 0,9542 >0,9999
46,Xr(X) 0,0841 0,4991 <0,0198* 0,0004 *
46,X+mar(Y) 0,9079 0,9998 0,5310
46,X+mar(X) 0,3630 0,0060 *
46,XY 0,9997

Nota: Valores estatisticamente significantes em negrito* mar= cromossomo marcador, r=
cromossomo em anel, i = isocromossomo e p= brago curto.
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Figura 20: Andlise interamostral da TCIl entre as linhagens 45,X e 46,XN das amostras com

mosaicismo cromossomico.
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7. DISCUSSAO

A ST é a ser a Unica monossomia observada em nativivos, sendo uma das
aberragbes cromossOmicas mais comumente encontradas em humanos (CUI et al.,
2018). A compreensdo dos processos que acarretam as aneuploidias e suas
consequéncias celulares e biolégicas é de interesse fundamental na genética
(GRAVHOLT et al., 2023).

Existem poucos estudos que avaliaram a constituicdo em diferentes tecidos
mulheres com ST, ndo encontramos registros do estudo em células de sedimento
urinario (FRERIKS et al.,, 2013; GRAFF et al., 2020; BARBOSA et al., 2021).
Ademais, ndo ha literatura estudo que avaliaram a proliferacdo celular e a

instabilidade cromossdmica em individuos com ST.

7.1.AVALIACAO DE NUCLEOS INTERFASICOS EM DIFERENTES TECIDOS

7.1.1 GRUPO DE PARTICIPANTES COM MONOSSOMIA DO CROMOSSOMO X

7.1.1.1 Presenca de mosaicismo oculto

Muitas mulheres com ST e caridtipo 45,X podem apresentar mosaicismo
cromossomico, que pode ndo ser detectado no sangue periférico, porém estar
presente em outros tecidos de origem embrionaria distinta, tais como mucosa oral,
gbnadas, entre outros (FRERIKS et al., 2013; THUNSTROM et al., 2019, BARBOSA
et al., 2021).

A caracterizagdo do mosaicismo em ST com constituicdo 45X é
desafiadora, e entre outros fatores depende da metodologia utilizada (HOOK &
WARBURTON, 2014).

Esta abordagem experimental ampliou o poder analitico, permitindo avaliar
células sem o viés do cultivo in vitro, expandindo para diferentes tecidos da mesma
participante.

No grupo 1, participantes com monossomia do cromossomo X, a presenca
de uma linhagem celular adicional foi observada em 9 das 10 participantes e estava
presente em mais de um tecido. Uma das participantes apresentou ainda uma

terceira linhagem celular confinada as células do SU.
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Alguns estudos consideram que linhagens de baixa frequéncia, mesmo
inferior a 5%, poderia ser uma evidéncia de mosaicismo oculto (HASSOLD et al.,
1988; HELD et al., 1992; JACOBS et al., 1997; ARAUJO & RAMOS, 2008; IOUROV
et al., 2019). Neste estudo, a avaliagdo de células de diferentes tecidos mostrou que
a presencga da segunda linhagem celular foi consistente, ocorrendo em todos o0s
tecidos avaliados, mesmo que em frequéncia inferior ao cutt-off. Apenas uma
participante apresentou 100% das células monossdmicas, nos tecidos que foram
avaliados.

O estudo realizado por Freriks et al. (2013), avaliou pela FISH com sondas
especificas para os cromossomos X e Y, células da mucosa oral de 63 pessoas com
ST e caridtipo 45,X, também detectou a presenca de uma segunda ou terceira
linhagem em 19 participantes (30,2%) avaliadas.

Na ST o mosaicismoocorre em aproximadamente 50% dos individuos,
sendo comum a presenca de linhagens cripticas, que por terem baixa frequéncia no
sangue periférico podem nao ser detectadas pela avaliagcdo citogenética rotineira
(BIANCO et al., 2008; MARZUKI et al., 2011; GRAVHOLT et al., 2023). Em nosso
estudo, a frequéncia de participantes com mosaicismo oculto foi de 90%, sendo
superior a verificada em outros estudos, enfatizando a importancia da avaliacdo em
amostras provenientes de diferentes tecidos.

Estes resultados apoiam a hipotese que as nativivas com ST apresentam
mosaicismo cromossémico (BASTIANS et al., 2015; BARBOSA et al., 2021).

Outros estudos também avaliaram células interfasicas de um ou mais
tecidos. Barbosa et al., (2021) admitem que a analise da mucosa oral é uma opc¢éao
vantajosa, tanto pelo baixo custo, como por ser pouco invasiva. A origem
embriondria destas células é diversa das células sanguineas. Da mesma forma, para
Thunstrém et al. (2019), a FISH em células da mucosa oral € uma ferramenta Uutil
para deteccdo de fragmentos cripticos do cromossomo Y, que podem nao ser
detectados pela citogenética rotineira.

Curiosamente, em todas as participantes deste estudo, a segunda linhagem
detectada apresentou dois sinais correspondentes ao cromossomo X.

A populacédo de linfocitos do sangue periférico representa células advindas

da expansao clonal de células progenitoras, cuja expansdo € decorrente de
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diferentes fatores ambientais e fisiologicos, e pode ndo refletir a constituicdo do
tecido que as originou (LAURIE et al., 2012).

Desse modo, o estudo de células apdés cultivo in vitro pode ser influenciado
pela duracéo do ciclo celular e capacidade de proliferacdo de cada linhagem. Logo,
a abordagem experimental utilizada, avaliando células interfasicas provenientes de
diferentes folhetos embrionarios permite uma analise com mais amplitude sem o viés
do cultivo celular.

A presenca da linhagem adicional nas células de tecidos de origem
embrionaria distintas evidencia que as linhagens foram geradas no inicio do
desenvolvimento embrionario.

As consequéncias fenotipicas do mosaicismo sao dificeis de estimar, ja que
a frequéncia e distribuicdo de células anormais variam em relacdo ao momento do
desenvolvimento em que ocorreram 0s erros, sendo influenciada por processos
aleatorios da distribuigéo das células (SPINNER; CONLIN, 2014).

As diferencas na quantidade de células de cada linhagem refletem também a
dinamica de proliferacdo de cada tecido. Enquanto as células de sangue periférico
séo derivadas do mesoderma, as células da mucosa oral sédo de origem ectodérmica
e as células do sedimento urinario tém origem no endoderma (LAURIE et al., 2012;
ARSHAM; BARCH; LAWCE, 2017). Logo, as células do sedimento urinario seriam
mais proximas embrionariamente das células gonadais, podendo refletir com maior
precisdo a constituicdo gonadal. Porém o estudo de células do sedimento urinario é
complexo, pois a presenca de bactérias pode inviabilizar esta abordagem em alguns
individuos. Ainda € inédito na literatura a andlise de sedimento urinario nessa
sindrome.

Esses resultados demonstram que a analise citogenética convencional pode
ser insuficiente para verificar a presenca de mosaicismo cromossémico, como ja
constatado por diversos outros autores, que recomendam a utilizacdo de técnicas
moleculares (FISH; PCR) mais sensiveis para deteccdo de linhagens minoritarias
(NAZARENKO; TIMOSHEVSKY; SUKHANOVA, 1999; FRERIKS et al., 2013;
THUNSTROM et al., 2019, BARBOSA et al., 2021). Nesse estudo, a avaliagcdo por
FISH foi crucial para a identificacdo das linhagens com baixa frequéncia nas

participantes do grupo 1, monossomia do cromossomo X, .
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7.2. GRUPO DAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO CROMOSSOMICO

7.2.1. CARACTERIZACAO DA CONSTITUICAO CROMOSSOMICA NO GRUPO
COM MOSACISMO CROMOSSOMICO

A manutengao de cromossomos estruturalmente anormais durante a divisdo
celular é comprometido, sendo que a perda destes cromossomos pode originar o
aparecimento de uma nova linhagem celular acarretando o mosaicismo. O
mosaicismo cromossdmico ocorre na maioria dos individuos com cromossomos
an6malos (WOLF et al.,1994; LIEHR, CLAUSSEN e STARKE, 2004; BIESECKER &
SPINNER, 2013).

Em nosso estudo, apenas em 23,5% das participantes, a linhagem
monossOmica foi acompanhada de uma linhagem normal. Nas demais 76,5% das
participantes, a segunda linhagem celular apresentou um cromossomo
estruturalmente anémalo.

Neste grupo amostral os sSMC foram caracterizados em 11 das 13
participantes que apresentaram cromossomos estruturalmente anémalos. A
prevaléncia foi de sSMC derivados do cromossomo X, em 9 participantes (52,9%).
Os sSMC derivados do cromossomo Y estavam presentes em 2 participantes
(11,8%).

Na ST os sSMC ocorrem numa frequéncia em torno de 3-6.6% e podem ser
derivados do cromossomo X ou do Y ou de cromossomo autossomos (BONDY,
2005; LIEHR et al., 2007). Neste estudo, todos os sSMCs foram derivados apenas
dos cromossomos sexuais, sem participacdo de cromossomos autossomos.

Nos 9 sSMC derivados do cromossomo X, estava presente uma copia de
DXZ1, em seis apresentaram somente uma copia de XIST e em dois (8Mos e
12Mos) haviaduas cOpias desta regido e em um (7Mos) o XIST estava ausente.

A natureza relativamente benigna das anomalias associadas a monossomia do
cromossomo X ou a presenca do cromossomo X estruturalmente anormal pode ser
explicada pelo fato de as mulheres possuirem apenas um cromossomo X ativo
(CALLEN et al.,, 1995). Segundo Thermam e Susman (1996), o desequilibrio
funcional do cromossomo X, ou seja, a presenca de segmentos ativos adicionais tem

uma repercussao fenotipica similar ao desequilibrio de cromossomos autossomos.
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Assim a manutencdo do gene XIST possibilita a inativagdo adequada do
cromossomo an6malo. Mazzaschi et al. (2014) sugeriram que a auséncia do gene
XIST nos cromossomos marcadores ou em anel, poderia acarretar um fenotipo mais
grave inclusive com DI nas portadoras da ST. Kalkan et al. (2016) sugerem que a
variabilidade fenotipica, nos casos que o cromossomo marcador foi originario do
cromossomo X, depende tanto do tamanho do cromossomo marcador quanto da
presenca do gene XIST. Em nossa amostra, apenas uma participante com sSMC
ndo apresentou hibridacdo para o0 gene XIST, entretanto ndo foi possivel
estabelecer uma correlacédo fenotipica devido a pouca idade da participante.

Em uma participante (5,9%) estava presente um cromossomo X em anel. Na
ST a presenca de cromossomo em anel é rara, ocorrendo em 5% dos individuos
(LUO et al., 2022). H4 uma instabilidade intrinseca aos cromossomos em anel que
pode produzir sua duplicacéo interna formando cromossomos dicéntricos, e também
estdo sujeitos a perda mitdtica (DAVEMPORT, 2010). Nesta participante, o
cromossomo em anel apresentou uma coOpia da regido centromérica. Nos
cromossomos em anel muito pequenos pode ocorrer a perda do gene XIST,
resultando em dissomia funcional dos genes contidos nesses Cromossomos
(TOMPIKINS et al., 2002; LUO et al., 2022). O cromossomo em anel da participante
apresentou duas copias do gene XIST, sugerindo que a capacidade de inativacéo
deste cromossomo pode ter sido preservada.

Admite-se que 0S Cromossomos sexuais seriam suscetiveis a arranjos
estruturais pelo padrdo de organizacdo e replicacdo do DNA. Nas regibes de
heterocromatina, o DNA se replica no final da fase S (replicacdo tardia) e apresenta
uma taxa de mutacdo maior que o DNA que se replica no inicio da fase S (replicacéo
precoce) (ALADJEM & FU, 2014)

A heterocromatina € uma caracteristica arquitetbnica fundamental dos
cromossomos eucarioticos que confere a determinadas regibes genbmicas
propriedades funcionais especificas (ALLSHIRE; MADHANI, 2018). Ela foi descrita
pela primeira vez por Heiz, através de métodos de coloracdo da cromatina,
observando a presenca de duas regides distintas nos cromossomos: a eucromoatina
com diferentes graus de condensacao e a heterocromatina que se apresenta mais

compactada ao longo do ciclo celular (HEITZ, 1928).
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A heterocromatina é classificada em dois tipos facultativa e constitutiva: A
heterocromatina facultativa se refere a uma regido do cromossomo que contém
genes, e sua condensacao varia no decorrer do desenvolvimento do organismo. Em
contraste, a heterocromatina constitutiva € formada por sequéncias de DNA
repetitivo, repeticdes in tandem, por DNA satélite e elementos transponiveis,
apresentado um maior grau de condensacdo em relacéo a eucromatina. No entanto,
ela possui um papel crucial na manutengao da estabilidade cromossdmica, formagao
de centrdmero, pareamento e segregacao cromossdmica ao longo do processo de
divisdocelular (ALLSHIRE; MADHANI, 2018; LIU; ALI; ZHOU, 2020)

Nos cromossomos sexuais a heterocromatina constitutiva esta presente no
cromossomo Y e a heterocromatina facultativa esta presente no cromossomo X
inativo. O cromossomo X inativo se duplica de forma rapida através sintese de DNA
sincronica de diversas regides adjacentes, de forma desorganizada em sequéncias
ao acaso, predispondo a instabilidade (ALADJEM & FU, 2014).

Para Onal et al., (2012), nas pacientes com ST e com anomalias estruturais
do cromossomo X, que incluem delec¢Ges, duplicacbes, inversdes, translocacdes e
cromossomos em anel (r), acarretam ha um desequilibrio significativo nos genes
presentes no cromossomo X. Geralmente essas anomalias sdo toleradas, porque a
inativacdo preferencial do cromossomo X andmalo pode restaurar, em parte, 0
equilibrio genético.

Cromossomo anormal derivado do cromossomo Y foi identificado em trés
participantes: a 4Mos ,14Mos e 17Mos. Na 4Mos a presenca de duas copias de SRY
e SHOX sugere tratar-se de isocromossomo do braco curto do cromossomo Y. Na
14Mos havia duas copias de ENY, sugerindo tratar-se de cromossomo marcador
dicéntrico. A 17Mos apresentou um isocromossomo do brac¢o curto do cromossomo
Y.

A frequéncia do cromossomo Y nas pacientes com ST é variavel na literatura
(BISPO et al; 2014; GRAVHOLT et al , 2017; GRAVHOLT et al., 2019). Estima-se
gue na ST ele ocorra em 3 a 12% dos casos (LIEHR et al, 2007; WANG et al, 2017;
GRAVHOLT et al, 2019; RASOULI et al, 2019; THUNSTROM et al., 2019;
GRAVHOLT et al., 2023). No presente estudo a prevaléncia do cromossomo Y foi

em 26,5% das amostras.
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Nos cromossomos andmalos das participantes: 4Mos e 17Mos houve
marcagao dupla para o gene SRY, no entanto todas apresentaram diferenciagcéo
sexual feminina. Segundo Teraoka et al (1998) o fenétipo pode ser influenciado pela
presenca de determinados loci, como o SRY e pela proporgéo de células 45,X nos
tecidos especialmente na gbnada. Bullejos e Koopman, (2001); Larney; Bailey;
Koopman, (2014) sugeriram que a constituicdo das células sanguineas pode nao
refletir exatamente a constituicdo das células gonadais, de forma que a frequéncia
de células 45,X nas gbnadas ndo pode ser determinada. Logo, a auséncia de SRY
nas células gonadais ou a producdo de SRY abaixo do limiar critico podem resultar
na auséncia de diferenciacdo masculina.Assim, nestas participantes € provavel que
a populacéo de células gonadais com SRY néo tenha sido suficiente para induzir a
diferenciacao do testiculo e subsequente diferenciacdo sexual masculina.

A presenca de sequéncias do cromossomo Y em individuos com ST esta
associada ao aumento do risco de desenvolvimento do gonadoblastoma em
aproximadamente 30% (BIANCO et al.,, 2008; OLIVEIRA et al., 2009; ZHONG,;
LAYMAN 2012; FRERIKS et al., 2013; MARZUKI et al, 2011; MAZZASCHI et al.,
2014; BISPO et al, 2014; GRAVHOLT et al , 2017; GRAVHOLT et al., 2019;
RASOULI et al., 2019; THUNSTROM et al., 2019; GRAVHOLT et al., 2023), todas

as participantes deste estudo haviam realizado gonadectomia profilatica.

7.2.1.2. AVALIACAO DE NUCLEOS INTERFASICOS EM DIFERENTES TECIDOS
NO GRUPO DAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO CROMOSSOMICO

E um fato bem estabelecido que em individuos com mosaicismo o padr&o de
distribuicdo das linhagens celulares em diferentes tecidos pode ser extremamente
variavel, sendo comum a ocorréncia de linhagens cripticas, que por terem baixa
frequéncia no sangue periférico podem nao ser detectadas pela avaliacdo
citogenética rotineira. Assim a avaliacdo de diferentes tecidos € de grande interesse
em relacdo as manifestacfes clinicas e fenotipicas. A avaliagdo citomolecular
proporciona esta oportunidade (MRASEL et al., 2008; LIEHR, 2008; BIANCO et al.,
2008; MARZUKI et al., 2011). Em todas as participantes do grupo 2, a linhagem
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monossOmica foi prevalente. No estudo em nucleos interfasicos, quando houve, a
prevaléncia da linhagem dissdmica foi restrita a um dos tecidos.

Na ST o mosaicismo € usual, sendo a linhagem 45,X, acompanhada de uma
ou mais linhagens com distintas constituicdes numeéricas e/ou estruturais (OLIVEIRA
et al., 2009; DAVEMPORT, 2010; MARZUKI et al., 2011; ALVES et al., 2013; HOOK,;
WARBURTON, 2014; GRAVHOLT et al, 2017; TUKE et al., 2018; GRAVHOLT et al,
2019).

A constituicdo cromossdmica do grupo 2, com mosaicismo cromossomico,
foi bem diversificada.

Em 6 participantes estava presente uma terceira linhagem celular, sendo que
em 5 destas, a linhagem com 46 cromossomos possuia um cromossomo anémalo.
Nas participantes 4Mos e 14Mos, ambas com cromossomo andmalo derivado do
cromossomo Y, a linhagem adicional estava presente em mais de um tecido e
apresentou proporcdo acima do cut-off. Estes resultados podem sugerir uma
instabilidade mitética dos cromossomos anémalos, originando células com novas
constituicdes. Sheltzer e Amon, (2011), e, Wilhelm, Said e Naim, (2020) sugeriram
gue o estresse replicativo e erros mitéticos sao as principais causas da instabilidade
cromossomica (IC) numérica ou estrutural; o estresse replicativo pode produzir
falhas no mecanismo mitético, por conseguinte acarretar a aneuploidia, por outro
lado a aneuploidia, procedente dos erros mitoticos, pode gerar estresse replicativo e
danos ao DNA, como uma reacao em cadeia. De acordo com LIEHR et al., 2010, os
sSMCs sdao instaveis, o0 que pode acarretar sua perda mitdtica causando
mosaicismo, além disso podem ocorrer novos rearranjos produzindo evolucédo do
cariotipo.

Considerando a distribuicdo das diferentes linhagens celulares, Thunstrom et
al. (2019) compararam o lado direito e esquerdo da cavidade oral em 20 mulheres
com ST. Houve uma variacdo em torno de 38% na quantidade de células de cada
linhagem.

Em nosso estudo, no grupo 2, observamos que 14/16 das participantes houve
diferenca na frequéncia das células de cada linhagem entre os diferentes tecidos
avaliados (Quadros 4, 5 6 e7).

Nas 13 participantes com mosaicismo cromossémico e cromossomo sexual

integro ou anémalo originario do cromossomo X (Quadros 4 e 5), houve variagédo
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acima de 10% entre as células 45,X e 46,XN em todas as participantes, sendo que
na 15Mos foi acima de 50% entre os tecidos analisados. Em uma participante a
16Mos essa variagdo foi acima de 60% na quantidade de células comparando o
SPxSU.

A comparacao entre diferentes tecidos foi realizada por Graff et al. (2020),
gue determinou através da FISH a proporcao de células 45,X presentes no sangue e
na mucosa oral, numa coorte de 142 participantes com ST. Em 67,6% das
participantes havia diferenca significativa na quantidade de células 45,X, sendo que
em aproximadamente 10% das participantes essa diferenca foi superior a 50%.

Nossos resultados, portanto, concordam com os descritos por esses autores.

Todas as participantes do grupo 2, com cromossomo sexual integro ou
an6malo originario do cromossomo Y (Quadros 6 e7), apresentaram uma variagcao
significativa entre os tecidos, contudo na participante 9Mos essa variacdo foi acima
de 90% na quantidade de células comparando o SPxSU, além disso essa
participante apresentou monossomia do cromossomo X nas células do sedimento
urinario. Além disso, duas participantes apresentaram uma terceira linhagem nos
tecidos avaliados.

Na ST com mosaicismo observa-se uma correlacdo positiva entre a idade e
a quantidade de células dipldides (CATALAN; FALK; NORPPA, 2000; DENES et al,
2015; MACHIELA et al, 2016; ORTA et al., 2021; VORSANOVA et al., 2021). A
composicao dos tecidos é dinamica, refletindo o momento em que a avaliacédo é
realizada.

A perda dos cromossomos sexuais relacionada a idade € um fato bem
estabelecido na literatura (FORSBERG; GISSELSON; DUMANSKI, 2017; ORTA et
al., 2021). Myado e Fukami (2019) sugeriram que a perda do cromossomo Y em
mosaico pode estar associada a desordens do desenvolvimento sexual como
também a ST. Na populacdo normal, a perda de um cromossomo sexual
acarretando a monossomia 45,X € considerada parte do processo normal de
envelhecimento (CATALAN; FALK; NORPPA, 2000; MACHIELA et al, 2016). Um
estudo de realizado durante 10 anos com 67 mulheres septuagenarias e
octogenarias, revelou que 16% desenvolveram a inativagdo extrema do cromossomo
X ocorrendo, portanto, uma mudanca no padrédo de inativacdo desse cromossomo

(FROM et al., 2021). Ha evidéncias de selecéo in vivo negativa para as células 45,X
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e outras anomalias cromossdmicas, com o aumento da idade em mulheres com
ST(DENES et al., 2015). No entanto, em nossa amostra, observamos uma variagao
significativa na quantidade de células 45,X e 46,XN também nas participantes mais
novas.Admite-se que a presenca de cromossomos anémalos pode ser uma possivel
razdo para essas diferencas, ou ainda diferencas em relacdo ao segundo
cromossomo sexual, derivado do X ou do Y (LIEHR, 2008; HOOK; WARBURTON,
2014; DENES et al., 2015), logo € possivel que essa variacdo observada seja

decorrente da constituigdo cromossomica de cada linhagem.

7.3. CONSEQUENCIAS CELULARES DA MONOSSOMIA DO CROMOSSOMO X

A fidelidade na duplicacdo e segregacéo dos cromossomos € indispensavel
para a estabilidade do genoma e perpetuacédo da vida (JACKSON & BARTEK 2010)

Admite-se que o funcionamento celular alterado, que ocorre nas
aneuploidias, possa impactar a morfogénese, quando € necessaria a proliferacédo
celular ativa em periodos criticos. As alteragdes no ciclo celular podem impactar a
morfogénese adequada (ALVAREZ-NAVA; LANES, 2022).

O conhecimento adquirido evidencia a pouca adaptabilidade das
aneuploidias constitucionais humanas, que sdo observadas, sobretudo em perdas
gestacionais espontaneas de primeiro trimestre.

O ciclo celular é um processo refinado, altamente impactado por lesdes e
danos nos cromossomos e no DNA cromossdmico. O repertério celular para detectar
lesdes do DNA é bastante sofisticado, capaz de sinalizar sua presenca e acionar 0s
processos de reparo (JACKSON; BARTEK 2010)

As anomalias cromossOGmicas sao alteracbes de grande magnitude.
Devemos considerar que as alteracBes cromossdmicas, além do desequilibrio
genbmico, interferem na mecanica da divisdo celular, pois proporcionalmente
significam uma mudanca importante da matéria bruta do contetdo celular.

Entre as aneuploidias humanas, as aneuploidias envolvendo os
cromossomos sexuais sdo paradoxais. Na maioria das vezes nao acarretam um
impacto critico na morfogénese, possibilitando uma vida adequada aos individuos,

gque muitas vezes ndo sao diagnosticados. A principal repercussdo destas
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aneuploidias, e quanto ao desenvolvimento sexual e a capacidade reprodutiva. Por
outro lado, contribuem com uma fragdo importante das perdas gestacionais
espontaneas (9-15%) e natimortos (0,25%). Além disso, a monossomia do
cromossomo X é a Unica monossomia que ocorre naturalmente em humanos (HOOK
e WARBUTON, 2014)

Nos embrides 45,X, em razdo da aneuploidia, o desenvolvimento, tamanho e
funcdo de diversos 6rgados é impactado pela diminuicdo da quantidade de células
durante periodos criticos da organogénese. Admite-se que os fendétipos relacionados
ao crescimento na ST sdo mediados pelos efeitos da aneuploidia e da razdo de
turnover celular (ALVAREZ-NAVA; LANES,2022). As células monossémicas
apresentam um padréo de expressdo génica peculiar, influenciando até mesmo loci
gue nao estao localizados no cromossomo X (SHARMA, 2015).

Estudos pioneiros foram realizados em culturas de fibroblastos cutéaneos
obtidas de diferentes individuos, comparando as diferencas no ciclo celular das entre
os ciclos celulares de células aneuplodides (45,X), em relacéo a células das linhagens
celulares com anomalias estruturais do cromossomo X, e células dipldides normais
46,XX e 46,XY, demonstraram que o ciclo celular das linhagens 45,X foi
significativamente maior em comparacdo aos controles euploides (SIMPSON; LE
BEAU, 1981). A possivel explicagdo seria uma fase S mais prolongada
consequentemente, este periodo inter-mitotico mais longo nas células 45,X poderia
acarretar uma diminuicdo na taxa de proliferacéo celular. Uma vez que essas células
nao conseguem proliferar a um ritmo normal, poderia ocorrer uma diminuicdo da sua
guantidade durante a organogénese, podendo interferir em processos criticos do
desenvolvimento. (SIMPSON; LE BEAU, 1981; ALVAREZ-NAVA; LANES, 2022).

Sao escassos 0s estudos que avaliaram a proliferacdo celular em células
45,X e outras anomalias dos cromossomos sexuais. O grupo 2 avaliado constitui,
portanto, uma oportunidade impar de caracterizar de forma fidedigna as
consequéncias celulares do desequilibrio cromossémico.

Nos casos de mosaicismo considera-se que as linhagens celulares sdo
isogénicas, diferindo apenas no cromossomo andmalo; além de apresentarem o
mesmo background genético, foram expostas aos mesmos fatores enddégenos e
exogenos. Portanto, a avaliagdo da selecdo in vitro, dindmica de proliferacdo e

instabilidade cromossd6mica pode ser bastante informativa sobre os efeitos celulares
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dos desequilibrios cromossémicos destas células (BORTOLAI; MELARAGNO, 2001,
RAFFERTY etal., 2021).

7.4. SELECAO IN VITRO, FREQUENCIA DE CELULAS MONOSSOMICAS DE
ACORDO COM A DURACAO DAS CULTURAS

Um dos enfoques do nosso estudo foi averiguar a selecédo in vitro das
células com monossomia do cromossomo X. Para isso, nas participantes com
mosaicismo cromossémico, a frequéncia de cada linhagem foi avaliada em culturas
com duracao progressiva.

Das dezessete participantes avaliadas, apenas duas apresentaram
diminuicdo das células da linhagem 45,X: a participante 3Mos, com Cromossomo em
anel derivado do cromossomo X e a 6 Mos, com o0 sSMC derivado do cromossomo X
ocorrendo  diminuicdo das células monossdmicas nas culturas mais
prolongadas.Curioso que em ambas a linhagem com 46 cromossomos apresentava
um cromossomo andmalo, e mesmo assim houve vantagem proliferativa em relacéo
a linhagem 45,X

Esses resultados sugerem, portanto que ndo ocorreu selecdo in vitro, nas
amostras estudadas.

Bortolai e Melaragno (2001), avaliaram a dinamica da proliferacédo celular em
culturas de 48, 72 e 96 horas, em cinco pacientes com mosaicismo cromossémico,
(dois com o cariétipo 47,XY,+21/46,XY, um com o caribtipo 47,XX,+21/46,XX, um
com o caribétipo 45,X/46,XX e um com o caribétipo 47,XXY/46,XY. Este estudo
também n&o observou diferencas significativas na proliferacdo das células em
relacédo as células aneuploides e as células com complemento cromossémico normal
do mesmo individuo.

Por outro lado, a andlise inter-individual, agregando as linhagens de todas as
participantes, também ndo mostrou diferencas significativas entre as linhagens 45,X
e 46,XN nos diferentes periodos de cultura, sugerindo que séo proliferativamente
equiparadas.

Considerando as andlises pareadas, uma vez que foram comparadas células
isogénicas cocultivadas, este resultado pode ser mais fidedigno que a comparacéo

de culturas celulares fibroblastos de individuos com diferengas genéticas.
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Um estudo similar, em nosso laboratério, realizado por Freitas (2022),
avaliou 13 pacientes com mosaicismo cromossomico, sendo 12 com uma linhagem
com sSMS adicional,derivados de cromossomo autossomos; e 1 com SSMS
complexo derivado dos cromossomo X e Y e uma linhagem 45,X. Em apenas uma
das 13 amostras houve evidéncia de sele¢&o in vitro, com diminui¢c&o significativa da
quantidade de células anémalas com a maior duracdo do cultivo, tratava-se de um
SSMC originario do cromossomo 8.

Na andlise interamostral, a frequéncia de células an6malas foi maior nas
culturas de 48hs, e a frequéncia de células normais foi maior na cultura de 96h
sugerindo selecdo in vitro das células andmalas (FREITAS, 2022).

No presente estudo, a analise interamostral ndo mostrou diferengas entre a
guantidade de células 45,X e as células 46,XN com o tempo de cultivo. Portanto os
desequilibrios envolvendo cromossomos autossomos podem ser mais
comprometedores do que os desequilibrios envolvendo cromossomos sexuais.

O desequilibrio genémico pode favorecer a selecdo in vitro por varios
processos. Além do ciclo celular mais prolongado, as células anémalas podem ter
uma demanda nutricional diferenciada, limitando sua proliferacdo in vitro, ou ainda
serem mais vulneraveis a morte celular.

E possivel, que os desequilibrios envolvendo cromossomos sexuais n&o
confiram diferencas importantes na proliferacdo e sobrevida celular, ndo estando

sujeitos ao processo de selecéo.

7.5. ANALISE DO INDICE DE PROLIFERACAO (IP) NAS PARTICIPANTES COM
MOSAICISMO CROMOSSOMICO

A avaliacdo da proliferacdo celular in vitro, através da incorporacédo de BrdU
possibilitou diferenciar células em primeira, segunda e terceira divisdo celular, e
calcular o indice de proliferacdo nas linhagens celulares das patrticipantes.

A analise intra-amostral do IP ndo mostrou diferencas significativas entre as
linhagens 45,X e 46,XN em nenhuma das 17 participantes avaliadas.

No estudo realizado por Bortolai e Melaragno (2001) também nédo houve
diferenca entre as linhagens 45,X e 46,XX de uma participante. Nossos achados,

num ndmero maior de amostras, corroboram os resultados deste estudo.
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Outros estudos que avaliaram desequilibrios cromossémicos diversos
mostraram um efeito na proliferacao celular.

O estudo de um paciente com Sindrome de Down (SD) e mosaicismo da
trissomia 21 detectou diferencas significativas no IP entre as linhagens 46,XY e
47,XY,+21 (p<0.01) (Heidermann; Schmalenberger; Zankl 1983). O estudo de
Freitas (2022) em individuos com cromossomos andémalos verificou que em 3/13
individuos que o indice de proliferagdo da linhagem anémala foi menor em relacéo
ao indice de proliferacdo da linhagem normal, evidenciando maior velocidade de
proliferacdo da linhagem normal em relagéo a linhagem anémala.

Novamente, sugerindo que a repercussdo celular dos desequilibrios de
cromossomos autossomos pode ser mais importante do que os desequilibrios de
Cromossomos sexuais.

No entanto a andlise interamostral mostroudiferencas estatisticamente
significativas na média dos valores do IP tanto nas células 45,X como nas 46,XN,
como também entre as células 45,X e 46,XN. Entretanto, observamos que o valor do
IP da linhagem 46,XN foi um pouco maior que o da linhagem 45,X, sugerindo que
houve uma desvantagem proliferativa da linhagem 45,X em relacdo a linhagem
46,XN.

Como esta abordagem envolve células com background genético diverso, o
significado desta diferenca ndo pode ser esclarecido. Além disso, podem refletir a
exposicdo a fatores ambientais diversos. Devemos considerar que muitas das
participantes fazem ou fizeram uso de GH e estrogénios, o que pode influenciar a
proliferacdo das células.

Enquanto as diferencas da abordagem interamostral sdo concordantes com
estudos anteriores, que evidenciaram uma menor proliferacdo de células
monossdmicas, nos mostra que a interpretacdo de resultados experimentais deve
ser analisada cuidadosamente.

Estes resultados demonstram a importancia do desenho experimental,
realizando estudo pareado em pessoas com mosaicismo, para esclarecer questdes
criticas.

Nossos resultados, no entanto, demonstraram que ocorreram diferencas na

velocidade de proliferagdo na linhagem 45,X como também na linhagem 46,XN.
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7.6. ANALISE DAS TCI NAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO
CROMOSSOMICO

As TCI sao bioindicadores da instabilidade cromossémica espontanea
(BARALE et al, 1998), e sé&o influenciadas tanto por fatores enddégenos como fatores
exogenos (SANTOVITO: GENDUSA: CERVELLA, 2017). A frequéncia aumentada
de TCI esta associada a instabilidade cromossémica (XU et al., 2015; SALAWU et
al., 2018).

As TCl sédo consideradas manifestacdes citologicas da recombinacéo
homdloga. Ocorrem naturalmente como eventos associados a replicagdo normal do
DNA, sendo estimada a ocorréncia de 3-4 trocas por célula por ciclo de replicacao.
Em células normais o aumento das TCI pode ser esperado como parte da resposta
das células em divisdo a agentes genotoxicos (WILSON; THOMPSON, 2007,
PAYNE; HICKSON, 2009). Niveis elevados de TCI sao caracteristicas de células
com defeito no reparo do DNA (THOMPSON & WILSON, 2007).

Nenhuma das amostras avaliadas neste estudo apresentou quantidade
expressiva de TCI, sendo a média das TCIl observadas similares ao considerado
basal.

Considerando que nas amostras pareadas, as linhagens celulares possuem
0 mesmo background genético e foram expostas aos mesmos fatores exogenos, as
diferencas observadas pode ser atribuida a constituicdo cromossdémica distinta de
cada linhagem, logo esse fato poderia ser uma possivel razdo para observar essas
diferencas.

A andlise pareada mostrou diferenca significativa na quantidade de TCI
entre as linhagens celulares em cinco participantes. Em trés participantes (3Mos,
7Mos e 12Mos) a quantidade de TCI foi maior na linhagem como cromossomo
an6malo em relacao a linhagem 45,X. Em uma (2Mos) a quantidade de TCI foi maior
nas células 45,X em relacdo as células 46,XX e na 4Mos a quantidade de TCI foi
maior nas células 45,X em relacéo as células com sSMC derivado do cromossomo Y
Nas demais amostras, ndo houve diferenca na quantidade de TCI entre as

linhagens.
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Uma vez que em nosso estudo a frequéncia de TCI foi comparada entre as
linhagens isogénicas 45,X e 46,XN dos individuos com ST, a influéncia de fatores
genéticos e ambientais pode ser desconsiderada..

A maior quantidade de TCI nas células com cromossomos estruturalmente
anOmalos evidencia a repercussao dos cromossomos anormais no ambiente celular,
aumentando a instabilidade genOGmica. No entanto, se houve aumento da
instabilidade ndo houve repercusséao na proliferacdo celular, pois em nenhuma das
amostras houve diferenca no IP entre as linhagens.

O aumento espontaneo das TCIl é observado na Sindrome de Bloom, a
guantidade de TCI por células € cerca de 10x maior que nos individuos normais
(WILSON; THOMPSON, 2007; PAYNE; HICKSON, 2009).

Observamos que nas amostras em que houve aumento na quantidade de
TCl na linhagem com 46 cromossomos em relacdo a linhagem com 45
cromossomos, 0 segundo cromossomo sexual apresentava alteracdo estrutural,
assim a presenca da alteracdo estrutural do cromossomo pode influenciar a
instabilidade da célula.

Por outro lado, a monossomia X parece ndo impactar a instabilidade
genbmica, e a ocorréncia de TCI foi similar em ambas as linhagens em 12/17
participantes avaliadas.

Poucos estudos exploraram a instabilidade gendmica em aneuploidias,
apesar das limitacbes dos dados, foi sugerido que as células de pacientes com
sindrome de Down, Edward, Turner e Patau podem ser cariotipicamente menos
estaveis que células de individuos normais (POTAPOVA et al, 2013).

Considerando cromossomos estruturalmente andmalos, Butler (1981)
comparou as frequéncias de TCI entre um grupo controle de 10 individuos e um
individuo com translocacao Y/Y, ndo observando diferencas.

No estudo recente realizado por Freitas (2022), as células anémalas, com
sSMC, também apresentaram maior quantidade de TCl em relacdo as células
normais em 10 das 13 amostras individuais pareadas.

Considerando a abordagem interamostral, a comparacao da quantidade de
TCl entre as linhagens 45X e 46,XN mostrou diferencas estatisticamente
significativas. Da mesma forma houve diferencas estatisticamente significativas entre

as células 45X em relacdo as células com constituicdo 46,XX; 46,Xr(X) e
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46,X+mar(X); das células 46,XX em relagdo as células com constituicdo 46,Xr(X),
46,X+mar(Y) e 46,X+mar(X); e das células 46,Xr(X) em relacdo as células com
constituicdo 46,XY e 46,X+i(Y) e a das células 46,X+mar(X) as células com
constituicdo 46,X+i(Y). No entanto, nenhuma das amostras apresentou uma
guantidade expressiva de TCls na andlise interamostral.

Entretanto, a andlise interamostral considerando as médias das TCIl néo
evidenciou diferencas significativas entre as células monossomicas, sendo
detectada uma correlacéo fraca entre a quantidade média de TCI entre as células
45,X e a células 46,XN, logo ndo foi possivel afirmar com seguranca se houveram
diferencas relevantes entre as diferentes constituicbes cromossomicas.

Ademais, alguns fatores como idade, fatores ambientais e genéticos ou 0 uso
de horménios como GH e o estrogénio podem influenciar a quantidade de TCI, o
sexo parece ter um papel importante, ja que as mulheres apresentaram niveis de
TCI superiores aos homens (LANDI et al, 1999; SANTOVITO et al, 2017). Em nosso
grupo amostral, ndo foram observadas diferencas significativas na quantidade de
TCI das participantes com idade acima dos 30 anos de idade.

Das quatro participantes com cromossomo integro ou anémalo derivados do
cromossomo Y, apenas uma apresentou diferencas significativas na TCI entre as
duas linhagens. A presenca de material do cromossomo Y esta associada a risco de
desenvolvimento de gonodoblastoma (BIANCO et al.,, 2008; BISPO et al.,2013;
THUNSTROM et al., 2019; KRIVEGA et al., 2022; GRAVHOLT et al., 2023).

Assim, nos genomas associados a predisposicdo ao desenvolvimento
tumoral ndo houve aumento da instabilidade cromossémica. Outro estudo
envolvendo mosaicismo de uma anomalia cromossémica associada a predisposicao
ao retinoblastoma, dell3q(14), ndo verificou aumento das TCIl espontaneas e
induzidas pela mitomicina C nas células com delecdo em relacéo as células normais
(Melaragno et al, 1988)

Os individuos com desordens do desenvolvimento sexual (DSD) como a ST
podem apresentar instabilidade do genoma, tais como mosaicismo genético com
fendtipos altamente variaveis, causados por quebras no cromossomo Y, pela
presenca de cromossomos isodicéntricos (idic(Y)) ou pela distribuicdo do
mosaicismo no organismo. De acordo com as autoras, os individuos com ST cujas

células apresentam taxas elevadas de dano na molécula do DNA e a expressao
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alterada da proteina TP53, poderiam explicar a perda funcional ou total do
cromossomo Y (KRIVEGA et al.,, 2022). Contudo, a participante 4Mos néo
apresentou um aumento da quantidade de TCI na linhagem com o sSMC derivado

do cromossomo Y.
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7. 7. LIMITACOES DO ESTUDO

A avaliacgao citogenética e citogenética molecular em cromossomo anémalos
em participantes com mosaicismo cromossémico e sindrome de Turner é
desafiadora, pois a frequéncia das linhagens minoritarias costumam ser muito
baixas, necessitando-se analisar um grande nimero de metafases.

A FISH possibilitou caracterizar a origem dos cromossomos andmalos,
contudo é limitada para a avaliacdo precisa das regides envolvidas, além disso, é
uma técnica muito dispendiosa o0 que impossibilita sua utilizacdo em um grupo
amostral com muitos participantes.

Se por um lado a avaliacdo de células interfasicas sem necessidade de
cultivo prévio ampliou a nossa capacidade analitica, a obten¢cdo das amostras nao
foi 6bvia. Muitas vezes o material coletado, como a mucosa oral e principalmente o
sedimento urinario, apresentava bactérias, muco e debris celulares, sendo
inadequado para o procedimento. Em algumas participantes foi necessaria a
realizacéo de diversas coletas.

Além disso, mesmo com a maior parte dos protocolos laboratoriais
disponiveis na literatura, houve necessidade de ajustes e padronizacao.

Ademais, todas as analises do presente estudo foram realizadas
visualmente, exigindo treinamento técnico adequado e consumindo tempo.

Em relacdo ao comportamento das células, a avaliacdo longitudinal dos
participantes contribuiria para confirmar os resultados obtidos, o que néo foi possivel
realizar. Apesar do tamanho amostral, cada participante necessitou de 200
avaliacbes em cada tecido (no sangue sem cultivo, na mucosa oral e no sedimento
urinario) pela técnica de FISH por participante, o que de certa forma limitou a

entrada de mais participantes
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7. 8. CONCLUSAO

Este estudo se caracterizou por duas abordagens inovadoras: 1) a avaliacao
de ndcleos interfasicos de células de diferentes origens embrionarias para a
deteccdo/ caracterizacdo mais abrangente do mosaicismo cromossomico; 2)
comparacado do comportamento das células monossémicas em relacdo as ceélulas
isogénicas dissbmicas num grupo de participantes com ST e mosaicismo
cromossomico.

A avaliacdo conjunta de células sangue periférico, mucosa oral e sedimento

urinario ampliaram a capacidade de deteccao de linhagens celulares adicionais.

7.8.1 Participantes com monossomia 45,X

No grupo 1 (monossomia do cromossomo X) foi identificada uma segunda
linhagem celular em 90% das participantes, sugerindo que 0 mosaicismo
cromossOmico pode estar presente na maior parte dos individuos com monossomia

do cromossomo X.

7.8.2 Participantes com mosaicismo cromossoémico

No grupo 2 (mosaicismo cromossOémico), a analise pela FISH permitiu a
determinacdo da origem cromossdmica e caracterizacdo das regides envolvidas em
todas as participantes que apresentaram cromossomos andmalos. 13/17
participantes apresentaram cromossomos estruturalmente anémalos, sendo 12 SMC
e 1 cromossomo em anel. A presenca do cromossomo Y foi caracterizada em 4
participantes.

Houve variabilidade na distribuicdo das linhagens 45,X e 46,XN entre 0s
tecidos. A presenca de uma terceira linhagem foi detectada em 6/17 participantes, 5
delas com altera¢des estruturais.

As células monossdbmicas ndo apresentaram diferencas em relacdo as
células dissdbmicas isogénicas quanto aos parametros avaliados. As diferencas intra-
individuais observadas podem ser atribuidas a presenca de cromossomos
estruturalmente anémalos.

A analise intra-amostral da selecdo in vitro sugeriu que houve uma
desvantagem proliferativa na linhagem 45,X em relacao a linhagem 46,XN em duas

participantes.
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A andlise interamostral do IP mostrou diferencas significativas nos valores
médios entre as células 45,X e 46,XN, sendo estes dados discrepantes a avaliacdo
intra-amostral.

A andlise intra-amostral das TCI, mostrou diferencas significativas entre as
linhagens 45,X e 46,XN em 30% das participantes

Nossos achados, ndo evidenciam a ocorréncia de selegdo in vitro, diferenga
na proliferagdo celular e aumento da instabilidade cromossdmica nas células com

monossomia do cromossomo X.
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7.9. PRESPECTIVAS FUTURAS
7.9.1 CIENTIFICA
Aumento do tamanho amostral para analise mais abrangente dos resultados.

7.9.2 ASSISTENCIAL

Nos individuos com caridtipo 45,X pela citogenética tradicional (sangue periférico):
sugerimos  analise citomolecular (FISH; PCR) em outros tecidos de origem
embrionaria distinta (mucosa oral) para deteccdo de mosaicismo oculto,

principalmente em relagdo ao cromossomo Y;
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APENDICE 1: TERMO DE ASSENTIMENTO E LIVRE ESCLARECIMENTO
TiTULO: “AVALIACAO DA DISTRIBUICAO E DINAMICA DE REPLICACAO EM
POPULAQ@ES CELULARES EM PACIENTES COM SINDROME DE TURNER E
MOSAICISMO CROMOSSOMICO”

Local: Servico de Genética Médica do IPPMG / Ambulatorio de Endocrinologia do
IPPMG/ Laboratério de Genética do IPPMG

Nome dos Investigadores: Marcia Gongalves Ribeiro, Maria Cecilia Menks Ribeiro,
Marilia Martins Guimarées, Miriam Beatriz Goulart, Sandra Alves Peixoto Pellegrini

Vocé/ sua filha, estd sendo convidada a participar do projeto de pesquisa.
Antes de decidir se participard € importante que vocé entenda porque o estudo esta
sendo feito e 0 que ele envolvera. Reserve um tempo para ler cuidadosamente as
informacdes a seguir e discuta-as com as pessoas e seu medico se desejar. Faca as
perguntas se algo ndo estiver claro ou se quiser mais informacdes. Nao tenha
pressa de decidir se vocé/sua filha, deseja ou n&o participar deste estudo.

A pesquisa consiste na avaliacao da distribuicdo e dinamica de replicacao das
populacdes celulares na Sindrome de Turner, sera realizada em pacientes com
cariotipo 45,X ou mosaicismo cromossdmico com uma linhagem 45X e outra
linhagem com células normais ou com alteracdo cromossémica. Neste estudo além
do sangue serao avaliadas células da mucosa oral e do sedimento urinario. Também
sera estudada a velocidade de replicacdo das células. Com isso podemos
aprofundar nosso conhecimento sobre a Sindrome de Turner, possibilitando
aperfeicoar os exames realizados para diagndstico.

Vocé/ sua filha, foi escolhida por apresentar Sindrome de Turner. Vocé /sua
filha decide se gostaria de participar ou ndo deste estudo. Se decidir participar
recebera esta folha de informacdes para guardar e devera assinar um termo de
consentimento. Mesmo se decidir participar/ deixar sua filha participar, vocé ainda
tem a liberdade de sair do estudo a qualquer momento e sem dar justificativa. Isso
nao afetara o padrao de cuidados que vocé/ sua filha recebera.

SO serd necessaria a obtencdo de 5 ml de sangue. Esta quantidade de
sangue nao traz prejuizo nenhum para a saude. Pode ocorrer incbmodo na hora da
entrada da agulha para a coleta do sangue e também existe a possibilidade de ficar
uma mancha roxa no local da coleta de sangue. Caso aconteca, seré orientada em

relacdo aos cuidados necessarios. Também faremos fotografias sem identificar.
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Além disso, serdo colhidas amostras de urina e de saliva. A obtencao destas
amostras nao traz nenhum incomodo ou risco.

N&o existem efeitos colaterais ao participar do estudo e isto que estd sendo
feito tem o beneficio de aprofundar o conhecimento sobre problema seu/da sua filha,
e mostrar para outros profissionais que trabalham na area da saude

Este estudo foi revisado pelo seguinte Comité de Etica em Pesquisa:

Nome: Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Puericultura e Pediatria
Martagao Gesteira

Endereco: Rua Bruno Lobo 50, llha do Fundao—Cidade Universitaria—Rio de
Janeiro— RJ.

E recebeu parecer favoravel na reunido realizada em:

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso ao profissional responsavel. Se
vocé precisar de informacdes adicionais sobre a participacdo no estudo, sobre os
direitos de seu (a) filho (a) ou sobre possiveis efeitos colaterais, ligue para o meédico:
ProféDr2; Marcia Goncgalves Ribeiro

Em: Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira / Universidade Federal
do Rio de Janeiro.

Telefone: 21 3938-4700

Ou

ProfaDr2 Maria Cecilia Menks Ribeiro

Em: Laboratorio de Genética do IPPMG; Universidade Federal do Rio de Janeiro
Telefone: 21 98766-2214

Se vocé tiver alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagdo Gesteira/Universidade Federal do Rio de Janeiro — Rua Bruno
Lobo, 50/terceiro andar, Cidade Universitaria/llha do Fundéo, Rio de Janeiro, pelo
telefone (21)3938-4916 de segunda a sexta-feira das 8 as 15h.

E garantida a liberdade de ndo querer participar do projeto de pesquisa ou de
retirar o consentimento a qualguer momento, no caso da aceitacdo, sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

Nenhum incentivo ou recompensa financeira esta previsto pela participacao

de seu(a) filho(a) neste estudo de pesquisa laboratorial / clinico.
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Nome da paciente/ Nome dos pais ou responsaveis legais:

Assinatura: Data:

Nome da pessoa que obteve o consentimento:

Assinatura: Data:

Observacao: Duas copias devem ser feitas: uma para o paciente e outra para o

pesquisador.
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APENDICE 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO: “AVALIACAO DA DISTRIBUICAO E DINAMICA DE REPLICACAO EM
POPULAQ()ES CELULARES EM PACIENTES COM SINDROME DE TURNER E
MOSAICISMO CROMOSSOMICO”

Local: Servico de Genética Médica do IPPMG / Ambulatorio de Endocrinologia do
IPPMG/ Laboratério de Genética do IPPMG

Nome dos Investigadores: Marcia Gongalves Ribeiro, Maria Cecilia Menks Ribeiro,

Marilia Martins Guimarées, Miriam Beatriz Goulart, Sandra Alves Peixoto Pellegrini

Dados do Paciente:

Nome completo:

Nome do responsavel:

Data de nascimento: _ / [/

Numero de cadastro do paciente no IPPMG / HUCFF:

Endereco:
Telefone para contato:
Nome do médico responsavel:

CONSENTIMENTO
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacfes sobre o
estudo acima citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com o Dr.

___, sobre a decisdao de participar nesse estudo / minha filha participar. Ficaram
claros para mim quais sdo o0s propositos do estudo, os procedimentos a serem

realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
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esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participacdo/ da
minha filha é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou
prejuizos e sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio
gue eu possa ter adquirido. Eu receberei uma cépia deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficara com o pesquisador responsavel por essa
pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu representante legal) e o
pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas deste TCLE e assinar
na ultima folha.

Concordo que nosso médico de tratamento primario seja informado por escrito sobre
a minha participagcdo/ de minha filha, neste estudo laboratorial/clinico. Isso pode

incluir outros médicos que nao estejam envolvidos no estudo clinico.

Nome da paciente/ Nome dos pais ou responsaveis legais:

Assinatura: Data:

Nome da paciente/ Nome dos pais ou responsaveis legais:

Assinatura: Data:

Nome da pessoa que obteve o consentimento:

Assinatura: Data:
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APENDICE 3: MICROFOTOGRAFIAS DAS METAFASES PARCIAIS DAS PARTICIPANTES COM OS CROMOSSOMOS
ANOMALOS ANALISADAS PELA FISH

Participante 3 Mos

Figura 1: metafases parciais mostrando o cromossomo em anel:A- um sinal da sonda
DXZ1+/DYZ1-, B- dois sinais de XIST.
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Participante 4Mos

Figura 2: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador:A- sonda wcpY(vermelho); B- dois sinais de
SHOX(vermelho) e C- dois sinais de SRY(vermelho).
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Participante 5 Mos

Figura 3: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A- sonda
DXZ1+/DYZ1-; B- um sinal deXIST.
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Participante 6Mos

[2]

Figura 4: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A- um
sinal da sonda DXZ1+/DYZ1-, B- um sinal de XIST.
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Participante 7Mos

Figura 5:nucleos interfasicos mostrando o cromossomo marcador: A -um sinal da
sonda DXZ1+/DYZ1-, B- XIST-
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Participante 8Mos

Figura 6: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A - um sinal da sonda DXZ1+/DYZ1-, B- dois de
XIST.
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Participante 10Mos

Figura 7: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A um sinal da
sonda DXZ1+/DYZ1-, B- dois de XIST.
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Participante 11Mos

Figura 8: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador Aum sinal da sonda
DXZ1+/DYZ1-, B- um sina de XIST.
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Participante 12Mos

Figura 9: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A -um
sinal da sonda DXZ1+/DYZ1-, B- dois sinais de XIST.
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Participante 13Mos

Figura 10: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A - um sinal da sonda
ENX+(verde), B- um sinal de XIST+(vermelho).
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Participante 14Mos

Figura 11: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A- um sinal
dasonda ENY- (verde); B- dois sinais de ENY++(vermelho)
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Participante 15Mos

Figura 12: metafases parciais mostrando o cromossomo marcador: A - um
sinal da sonda DXZ1+/DYZ1-, B- um sinal de XIST.
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Participante 17Mos

Figura 13: metafases parciais mostrando o iscromossomo de braco curto do cromossomo: A- sonda ENY+ (vermelho); B- um
sinal de DYZ3+; C -dois sinais de SHOX (vermelho) e D - dois sinais de SRY(vermelho).
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APENDICE 4:PERCENTUAL DAS LINHAGENS NOS DIFERENTES TECIDOS
DAS PARTICIPANTES COM MONOSSOMIA DO CROMOSSOMO X

Participantes Tecidos Monossdmica (%) | Dissdmica (%) | Trissémica(%)
M Sangue periférico 94 6
Mucosa oral 97 3
Sedimento urinario 98 2
2M Sangue periférico | @ ----- | —eeee-
Mucosa oral 100 | 0 -
Sedimento urinario 00 | -
3M Sangue periférico 83 17
Mucosa oral 98 2
Sedimento urinario 96 04
aM Sangue periférico 99 1
Mucosa oral 97 3
Sedimento urinério 94 6
5M Sangue periférico 85 15
Mucosa oral 95 5
Sedimento urinario 98 2
6M Sangue periférico 98 2
Mucosa oral 94 6
Sedimento urinario 95 5
™ Sangue periférico 98 2
Mucosa oral 95 5
Sedimento urinario | @ -—— [ -
8M Sangue periférico 99 1
Mucosa oral 91 9
Sedimento urinario 96 4
oM Sangue periférico 99 1
Mucosa oral 95 5
Sedimento urinario 96 4
10M Sangue periférico 99 1
Mucosa oral 0,99 1
Sedimento urinario 0,71 22 7
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APENDICE 5: PERCENTUAL DE CELULAS DE CADA LINHAGEM NOS

DIFERENTES

TECIDOS

DAS

PARTICIPANTES

COM

MOSAICISMO

CROMOSSOMICO. LINHAGEM 45X 1 SINAL; LINHAGEM 46,XN- 2 SINAIS E
47,XNN = 3 SINAIS.

Participantes Tecidos Monossdmica Diss6mica Triss6mica
1 Mos SP 59 41
MO 70 30
SuU 67 33
2Mos SP 64 36
MO 68 32
SuU 57 43
3Mos SP 87 13
MO 85 15
SuU 77 23
4Mos SP 29 54 17
MO 57 27 16
SuU 77 23
5Mos SP 66 34
MO 80 20
SuU 68 32
6Mos SP 61 39
MO 67 33
SuU 47 53
7Mos SP 96 4
MO 93 7
SuU
8Mos SP 38 59 3
MO 67 33
SuU 55 45
9Mos SP 45 55
MO 74 26
SuU 98 2
10Mos SP 72 28
MO 80 20
SuU 73 27
11Mos SP 70 29 1
MO 66 34
SuU
12Mos SP 95 5
MO 94 6
SuU
13Mos SP 86 14
MO 82 18
SuU 83 17
14Mos SP 60 35 5
MO
SuU 76 14 10
15Mos SP 79 21
MO 81 19
SuU 23 75 2
16Mos SP 67 33
MO 88 12
SuU 92 8
17Mos SP 82 16 2
MO
SuU




APENDICE 6A: VARIACAO ENTRE OS TECIDOS DAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO
CROMOSSOMO INTEGRO OU ANOMALO DERIVADO DO CROMOSSOMO X.
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CROMOSSOMICO COM

PARTICIPANTES 1 Mos 2 Mos 3 Mos 5 Mos
TECIDOS: SP MO SuU SP MO SuU SP MO SuU SP MO SuU
LINHAGEM 1: 45X 59 70 67 64 68 57 87 85 77 66 80 68
LINHAGEM 2: 46,XX 41 30 33 36 32 43 13 15 23 34 20 32
LINHAGEM 3: 47, XXX - - - - - - - - - - - -
COMPARACAO TECIDOS: SPx MO | SPxSU | MO X SU SPXMO | SPxSU | MO X SU SPXMO | SPx SU | MO xSU SPxMO | SPx SU MO x SU
LINHAGEM 1: -8,56 -6,3 2,2 -3,0 58 8,8 1,2 6,1 4,9 -9,6 -15 8,1
LINHAGEM 2: 15,5 10,8 -4,8 59 -8,9 -14,7 -7,1 -27,8 -21,1 25,9 3,0 -23,1
LINHAGEM 3: - - - - - - - - - - - -
PARTICIPANTES 6 Mos 7 Mos 8 Mos
TECIDOS: SP MO SP SP MO SP SuU MO SuU
LINHAGEM 1: 45,X 61 67 47 96 93 - 38 67 55
LINHAGEM 2: 46,XX 39 33 53 4 7 - 59 33 45
LINHAGEM 3: 47, XXX - - - - - - 3 - -
COMPARACAO TECIDOS: SP x MO | SPx SU | MO x SU SP X MO SPx SU MO X SU SPXMO | SPxSU | MO xSU
LINHAGEM 1: -4.,7 13,0 17,5 1,6 - - -27,6 -18,3 9,8
LINHAGEM 2: 8,3 -15,2 -23,3 -27,3 - - 28,3 13,5 -15,4
LINHAGEM 3: - - - - - - - - -

LEGENDA:

SP - SANGUE PERIFERICO

MO - MUCOSA ORAL

SU - SEDIMENTO URINARIO




APENDICE 6B: VARIACAO ENTRE OS TECIDOS DAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO CROMOSSOMICO

COM CROMOSSOMO INTEGRO OU ANOMALO DERIVADO DO CROMOSSOMO X.

SP - SANGUE PERIFERICO

MO - MUCOSA ORAL

SU - SEDIMENTO URINARIO

PARTICIPANTES 10 Mos 11 Mos 12 Mos 13 Mos
TECIDOS: SP SP SP SP MO SU SP MO SU SP MO SU
LINHAGEM 1: 45 X 72 80 73 70 66 95 94 - 86 82 83
LINHAGEM 2: 46,XX 28 20 27 29 34 5 6 - 14 18 17
LINHAGEM 3: 47 XXX - - - 1 - - - - - -
COMPARACAO SP x SP x SP x SP x MO x SP x SP x MO x SP x SPx | MO x
TECIDOS: MO MO MO MO SP x SU SU MO SU SU MO SuU SU
LINHAGEM 1: -5,3 -0,7 4,6 2,9 - - 0,5 - - 2,4 1,8 -0,6
LINHAGEM 2: 16,7 1,8 -14,9 -7,9 - - -9,1 - - -12,5 -9,7 2,9
LINHAGEM 3: - - - - - - - - - - -
PARTICIPANTES 15Mos 16 Mos
TECIDOS: SP MO SU SP MO SU
LINHAGEM 1. 45,X 79 81 23 67 88 92
LINHAGEM 2: 46,XX 21 19 75 33 12 8
LINHAGEM 3: 47 XXX - - 2 - - -

SP x SPx | MO x SP x SPx | MO x
LINHAGEM 1. MO SU SU MO SU SU
LINHAGEM 2: -1,3 54,9 | 55,8 -13,5 | -15,7 -2,2
LINHAGEM 3: 5,0 -56,3 | -59,6 46,7 61,0 20,0
LEGENDA:
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APENDICE 6C: VARIACAO ENTRE OS TECIDOS DAS PARTICIPANTES COM MOSAICISMO

CROMOSSOMO INTEGRO OU ANOMALO DERIVADO DO CROMOSSOMO Y.

9 Mos
SP MO SuU
45 74 98
55 26 2
SPx MO | SPx SU | MO x SU
-24,4 -37,1 -14,0

PARTICIPANTES 4 Mos

TECIDOS: SP MO SuU
LINHAGEM 1: 45,X 29 57 77
LINHAGEM 2: 46,XX 54 26 23
LINHAGEM 3: 47 XXX 17 17
COMPARACAO TECIDOS: SPx MO | SPx SU | MO x SU
LINHAGEM 1: 45,X -32,6 -45,3 -14,9
LINHAGEM 2: 46,XX 35,0 40,3 6,1
LINHAGEM 3: 47 XXX 0,0 -

LEGENDA:

SP - SANGUE PERIFERICO

MO - MUCOSA ORAL

SU - SEDIMENTO URINARIO

35,8

93,0

85,7

14 Mos
SP MO SuU
60 76
35 14
) 10
SP x MO | SPx SU | MO X SU
- -11,8 =
42,9

150

CROMOSSOMICO COM



APENDICE 7:FREQUENCIA DAS CELULAS 45,X NOS DIFERENTES TEMPOS DE CULTURA
MOSAICISMO CROMOSSOMICO.

151

NAS PARTICIPANTES COM

Participantes | IMos | 2Mos | 3Mos | 4Mos | BMos | 6Mos | 7Mos | 8Mos | 9Mos 10Mos 11Mos 12Mos 13Mos 14Mos 15Mos 16Mos 17Mos
48 hs 41 65 85 52 58 49 96 42 45 40 51 61 83 47 55 48 13
72 hs 54 58 76 46 41 43 94 48 47 42 56 68 82 45 57 53 19
96 hs 57 56 69 40 50 46 95 47 49 44 53 71 84 42 59 58 17




152

ANEXO I: PARECER E APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UFRJ - INSTITUTO DE
PUERICULTURA E PEDIATRIA ‘€ Qgiovgforma
MARTAGAO GESTEIRA DA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA DISTRIBUIGAC E DINAMICA DE REPLICAGAC DAS POPULACOES
CELULARES EM PACIENTES COM SINDROME DE TURNER E MOSACISMO
CROMOSSOMICO.

Pesquisador: MARIA CECILIA MENKS RIBEIRO

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Geneatica Humana gue ndo necessita de analise
éfica por parte da COMNEP;);

Versdo: 4

CAAE: 87150318.2 0000 5264

Instituigdo Proponente: Instituto de Puericultura e Pediatria Martag3o Gesteira - R.J
Patrocinador Principal: UNMIVERSIDADE FEDERAL OO RIO DE JANEIRO

DADODS DO PARECER
Nimero do Parecer: 2.768.383

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, transversal. Serdo incluidas pacientes com cariotipo 45, %
pacientes com mosaicismo cromossdmico com alteragio numérica ou estrutural acompanhadas no Servigo
de Genética & Endocrinologia do IPPMG

e de Endocrinologia do HUCFF.

0 mosaicismo cromossSmico & Wm evento pas-zigotico decomente de emros nas
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definido pela presenga de duas ou mais linhagens celulares geneticamente diferentes em um dnico
individuo.

SEgundo os autores, "

o mosaicismo cromossémico parece ser um evento comum, associado aos
processos de proliferagdo celular, agio de agentes mutagénicos e senescéncia. Ha também relagdo do
mosaicismo com eventos nommais do desenvelvimento. Os processos que acarretam mosaicismo
cromossdmico envolvem alterages da divisdo celular como na poliploidia e aneuploidia, rearranjos
estruturais, eventos de transposigio & mesmo eventos epigenéticos como a inativagdo do X.

A Sindrome de Tumer caracteriza-se pela auséncia total ou parcial do cromossomo X (SYBERT &
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MeCAULEY, 2004 ). Cliogenelicamenie, 3 sindmome € assodada ao cantipo 45 X obsenado em 50% a 60%
dos casos, a5 demals apresentam ateragdes estruturals do cromossoma X ou Y & f ou mosalcismo
cromassimico. (OLIVEIRA et al., 2005; BISPO et al., 2014, HOOK E WARBURTON, 2014).
Aproximadamentie 99% dos conceplos com constitulgdo pura 45X 530 abortados esponianeaments
(MARZLIK] et al., 2011; ALVES et al., 2013).

Consiferandn 3 aka Incidénda da perda gestacional nos emionles com monossomia

pura, ol sugerido Que 35 natvivas com 5T apresantam mas o uma Inhagem celular,

consifuingo assim um mosalsisma comossdmico (OLVEIRA of al., 2008 HOOK &

WARBURTOM, 2014).

A hiptiese da necessidade do Mos3akEEmD para 3 sobrevivenda dos T'elos oom
constiulco 45X [ST) & apoiada pelo angumenio de que existina um efeito feto-protetor produzido por mals
UM U Mals QEnes 06 NOMOSEOMOE SENEas X & Y [FERMANDEZGARCLA &1 al., 2000). Hook & Wariurton
{2014) sugeriram que fodos 05 Indviduos 45, com ST apresentariam mosakismo oculio & 3 ausenda do
CIOMOssomD X sania decomente de emos mitdlicos. A5 linhagens calulares oom frequénda Inferor a 108
nas células s=anguineas podam ndo ser detectadas pela citogenética fradiclonal & a apicagdo de 1ecnicas
maoleculares como @ FISH e a PCR aumenta substancalments & detecgdo o2 lInhagens com balxa
frequendia (HOOK E WARBURTOM, 1533, HELD, KEEER &

KAMINSEY, 1952 PREMI ef al,, 2008; CUVEIRA = al, 2009; MARZUK] et al.,

2011; HOOHK E WARSURTOM, 2014). Ademals, uma consiiuicio cromossamica

disinia pode estar presente em diferentes teckdos do mesma Individuo, acentuando

assim a pessiblidace de detecpSo de anomallas CMossAMICaS ou o3 presanca de um

SEqUr0 CIOMOEE0MI SexUE quanco 530 avalanos tBcitos de oigens embionanas

diferemtes (NAZARENKD, TIMOSHEWIKY & SUKHANCWA, 19599; PREMI =t al., 2008, OLIVEIRA et al.,
2009).

Neste eslldo DUSCamos escdanscer eitas questies, alraves de uma avallacio

orfieriosa, ulllzando caluas de diferentes teckdos, para detectar a presenca de

MMOSSCEETD N35 Paclentss COMm moncssomla unlversal @ cOmparar a proporgdo das

cRlulas monoEsamIcas Nas paclentes com mosacisEmo. A avallacdo de células da mucosa oral e do
sedimenty uinaria, que sao de arigem echodsrmica, complementa & avalacao

tradclonamente realzada em células sanguingss, que 530 e Orgam Mesodemica.

0 estudo da dndmica de profferagio nas pacentes com mosaiciemo ambam
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possbilia averiguar se sxstem dilerengas celuiares INTinsecas nas coiulas com
difzrentes constiuiches, como seegdo & aleragdo do dolo celular, de Torma 3

Irfueneiar 3 propoman 436 celulas com cada consTicao. Paralelaments ambam sera

possival avallar, nas calulas em sequida dvisSo In vino, 3 ocomencla da TCH, &

disrengas na Tequenda destes eventos ras caulas de populacies dizrantes.

Ba5aa00 No Sxposin acima, este estd0 52 |USITCE, pols pretente coninbur

[ar3 & compreensa0 dos fEnomence cliogenéticos assocladss 3 eiologla da 3T ea

possbilkands sprimorsrs aoordagem dagnostica no Laboraiono de Genstica do

InEin de Pusricuiung & Pedlaina Martagio Gestela (IPPMG), cm repereussdo na

qualidade fa Ailvidade asslsencial.”

O autores descievem a melodologla 3 ser empregada bem como as andlses estatisticas, que estdo

aequadas.
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sedimento WINAnNo & sangue parienco, 5em cutivn.

2 Investigar 3 presenca e mosaldsmo em padentes com candtpa 435
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da 5-Bril e dizrenciando das calulas.
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PRODUCOES

Dois artigos foram produzidos utilizando resultados obtidos nesse estudo, um
deles ja foi publicado em 2020 no Global Journal of Medical Research e outro foi
publicado em preprints pela Life. Ambos podem ser observados abaixo. O segundo
foi produzido em co-autoria com outra aluna de Doutorado do Laboratério de
Genética do IPPMG, porém ambas contribuiram igualmente para o manuscrito.
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Abstract: Turner syndrome (TS) is caused by a complete or partial absence of an X or Y chromosome, including
chromosomal mosaicism, affecting 1 in 2,500 female live births. Sister chromatid exchange (SCE) is used as a
sensitive indicator of spontaneous chromosome instability. Cells from mosaic patients constitute useful
material for SCE evaluations as they grow under the influence of the same genetic background and endogenous
and exogenous factors. We evaluated proliferation dynamics and SCE frequencies of 45,X and 46,XIN cells of
17 mosaic TS patients. In two participants, 43,X cells exhibited a proliferative disadvantage in relation to 46, XN
cells after 72h of cultivation. The analysis of mean PI showed significant differences between 45X and 46, XN
lineages; however there were no intraindividual differences. On the other hand, mean SCE frequencies showed
no differences between the two lineages, but there were intraindividual differences in 5 patients. The absence
of mean SCE frequency differences between 45X and 46,XN lineages may indicate that both were equally
unstable, as more than 70% of the 46, XN lineages had an anomalous karyotype. However, 46, XN had a higher
mean P, suggesting that the amount of cells with a karyotype distinct from 45,X may increase with time in
mosaic TS women.

Keywords: Turner syndrome; chromosomal mosaicism; cell lineages; proliferation index; sister
chromatid exchange; chromosomal instability

1. Introduction

The process of aneuploidy that occurs due to chromosome mis-segregation during meiosis is a
major cause of birth defects, infertility, and spontaneous miscarriages [1]. Most constitutional
aneuploidies cause embryonic lethality, the most notable exception in humans being trisomy 21, also
known as Down syndrome (DS) [2].

Monosomies are relatively common events in early embryonic development, but survival

beyond fetal period is exceptional [3]. The embryonic and fetal survival of 45,X concepts although
extremely low (0.01%) can result in live births, which can be explained by the fact that it is a
monosomy of sex chromosomes.
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Turner syndrome is due to a partial or total loss of the second sexual chromosome, resulting in
the development of highly variable clinical features, affecting 1 in 2,500 female live births [4,5]. Itis a
unique chromosome aneuploidy observed in newborns [4-6]. Monosomy of X chromosome is the
cytogenetic hallmark for TS [4], but a wide variety of other anomalies of X or Y chromosome have
been found, including chromosomal mosaicism, with whole or part of a sex chromosome [4-6]. At
least 15-25% of TS patients have mosaicism [4,5].

It has been suggested that 45X lineages have a prolonged cell cycle that can affect the
differentiation of tissues and organs [7]. These preliminary data indicate that there could be an
association between a prolonged cell cycle and the phenotypic features in TS [3].

TS phenotype is a result not only of the genomic imbalance from deleted genes, especially those
that escape X inactivation or are in the pseudoautosomal region, but also from epigenetic influences,
as X-chromosome and autosomal DNA-methylation and gene expression profiles from TS cells differ
from normal female 46,XX cells [8,9]. Nonetheless, chromosome instability (CIN) could also play a
role in TS complex pathogenesis and clinical variability [8].

Chromosome instability (CIN) is characterized by a high rate of loss and gain of whole
chromosome segments per cell cycle resulting in cell-to-cell variability [10, 11]. It is a hallmark in
tumorigenesis and is also common during early human embryogenesis [11]. CIN can be associated
with monosomy-trisomy of a whole chromosome and other genomic and chromosomal variations
[3].

A higher incidence of sister chromatid exchange (SCE) can be associated with CIN, as is seen in
some cancers and congenital syndromes [12-16]. Therefore, SCE has been used as a sensitive indicator
of spontaneous CIN [12,17-20]. Previous research has reported high SCE incidences in patients with
Bloom syndrome, Werner syndrome, and various types of neoplasia [12,13,20].

SCE represents the interchange of DNA between replication products at apparently homologous
loci, and at low levels constitutes a normal occurrence. Although the molecular basis for SCE
formation is not completely understood, it presumably involves DNA damage and repair [21,22].

On the other hand, there are few reports comparing cell-cycle kinetics and SCE frequencies in
mosaic TS patients until the present date. According to Melaragno et al [18], mosaic patients are
useful for SCE evaluation because the different cell lineages grow under the influence of the same
exogenous and endogenous factors. Previously, Bortolai & Melaragno [23] analyzed by SCE one
45,X/46,XX patient in a small study series. The “mosaic” study design approach not only removes the
confounding effects of interindividual differences due to total genetic make-up, but also controls for
the effects of environmental influences, since both cell lines in individuals with mosaicism share
identical exposure histories [24].

The main aim of the present cross-sectional study was to analyze the proliferation dynamics and
SCE frequencies among 45X and 46,XN lineages from a moderately large cohort of mosaic TS
participants.

2. Materials and Methods

A total of 17 mosaic Turner syndrome (TS) participants were included in the present study from
a cohort of circa 124 TS females diagnosed by the Cytogenetic Laboratory of Institute of Pediatrics
and Childcare Martagdo Gesteira (IPPMG) and followed by the Endocrinology Department of
Clementino Fraga Filho University Hospital (HUCFF), Federal University of Rio de Janeiro (UFR]),
Brazil, from 1989 to 2022. The study was approved by the Ethical Review Board of IPPMG, UFR]
(Ethical Review Board protocol n. 2.768.383). All participants or their parents gave their written
consent.

Peripheral blood cultures were performed using standard protocols modified from Moorhead
et al. [25]. Peripheral blood from each participant was added to 5 mL RPMI 1640 medium (Gibco,
Grand Island, NY, USA) supplemented with 20% fetal bovine serum (Cultilab, Campinas, SF, Brazil)
and phytohemagglutinin P (Cultilab).

Cultures were incubated for 48, 72 and 96 hours. Cultures were harvested by standard
procedures after one hour in MAS (Mitotic Arresting Solution, Genial Genetics, Chester, UK), treated
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with a hypotonic solution (0.075 M KCI) and fixed in 3:1 methanol: acetic acid. Cytological
preparation and slide mounting were performed according to routine methods.

For bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation, 50 pg/mL BrdU (Sigma-Aldrich, Barueri, SP,
Brazil) was added in the beginning of the cultures, which were incubated for 72 hours. Differentiation
staining was performed using a modified standard technique from previous studies [26,27].

Proliferation index (PI) after BrdU labeling was estimated by scoring fifty metaphases from each
cell lineage. A total of 100 metaphase cells (50 metaphases from 45,X and 50 from 46,XIN cell lineages)
from each participant were scored for the determination of the PI, calculated according to the
following equation: PI = (M1+ 2M2 + 3M3)/N, where M1, M2, and M3 represent the number of
metaphases undergoing first, second and third division and N is the total number of cells scored.

The frequencies of 45,X and 46,XN lineages, and evaluation of in vitro selection were performed
in 48, 72 and 96-hour cultures, counting a total of 100 metaphases (50 cells from 45,X lineage and 50
cells from 46,XN lineage).

To appraise chromosomal instability, sister chromatid exchange (SCE) frequencies among 45,X
and 46,XN lineages were compared. Twenty well-spread second-division metaphases from each cell
lineage were analyzed and the amount of SCE was computed for each one cell.

The frequencies of SCE were compared between 45,X and 46,XN lineages in an intraindividual
analysis, comparing the lineages of the same individual participant, and in an interindividual
analysis, considering the pool of monosomic and disomic cells in the group of participants.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed using the following commercial probes
specific for chromosomes X and Y, according to manufacturers’ instructions: DXZ1/DYZ1
(centromeric regions, Xp1l.1-q11.1 and Yql2; Vysis/Abbott, Abbott Park, IL, USA or Zytovision,
Bremerhaven, Germany), whole chromosome painting (wcp) for X and Y (Cytocell, Milton,
Cambridge, UK), SHOX (Xp22.33 and Ypll.3; Cytocell, Milton, Cambridge, UK), XIST (Xql3.2;
Vysis/Abbott, Abbott Park, IL, USA or Cytocell, Milton, Cambridge, UK), DYZ3 (centromeric region,
Ypll.l-ql1.1; Zytovision, Bremerhaven, Germany), ENXY (pericentromeric regions, Xqll.l and
Yq11.22.1; Lexel, Buenos Aires, Argentina), and SRY (Yp11.31; Vysis/Abbott, Abbott Park, IL, USA).

For statistical analysis, the Tukey’s and Sidak multiple comparisons tests were applied to
compare interindividual (group) comparisons of the frequencies of lineages 45,X and 46,XIN, when
considering different cultivation times of the same lineage, or both lineages of each participant at
different cultivation times, respectively. The 2 test or Fisher's exact test were used to compare the
frequencies of the 45,X and 46,XN lineages after different cultivation times in the same participant
(intraindividual analysis). The two-tailed unpaired t-test was used for the intraindividual
comparisons of the SCE frequencies of the 45X and 46,XN lineages, while the ¥2 test or Fisher's exact
test was used for the PL. One-way ANOVA with Dunnett's post hoc multiple comparison test was
used for the comparisons of SCE frequencies between 45,X and several 46 XN karyotype groups. The
means for PI and for SCE frequencies of lineages 45X and 46, XN were compared by two-tailed
paired-t test. Pearson’s correlation coefficient (r) and linear regression were employed to measure the
association of PI and of the SCE frequendes between 45X and 46,XIN lineages. Statistical analyses
were performed using Prism (GraphPad Software, Boston, MA, USA) and Stata (StataCorp, College
Station, TX, USA) statistics software.

The workflow below summarizes the methods employed in this study (Figure 1):
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Chromosomal mosaicism
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tion: frequencies of 45.X lin-
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Proliferation index evalua-
tion: Brdy incorporation in
culture after 72 h

A4

Chromosomal instability
assessment: SCE analysis

/ Statistical analyses \
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ages from different partici-

Intraindividual analysis;
comparisons between 45.X
and 46, XN lineages from
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\ pants /

Figure 1. Flowchart showing the methods and statistical analyses used in this study.

3. Results

The participants had a diagnosis of TS verified by karyotype and were selected from the medical
records of the Laboratory of Genetics of IPPMG and the Pediatric Endocrinology Service spanning
over more than 30 years of healthcare. From this cohort of circa 124 participants, 27 were included by
convenience sampling and agreed to participate in a larger study constituting the FhD thesis of one
of the authors (MBG). A subset of 17 participants with mosaic TS comprises the sample of the present
study. Their age ranged from 1.7 to 42 years (Table 1).
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Table 1. Karyotypes of participants with Tumer syndrome mncluded in this study.
Participant Karyotype by conventional cytogenetics and FISH Age (yr.)

1 mos45,X/46, XX 27
2 mos45,X/46,XX 30
3 mos45,X/46,X,ish.r(X)(DXZ1+ XIST++) 16
4 mos45,X/46,X,+mar.ish.der(Y)(SHOX++SRY ++,wcpY+) 11
5 m0s45,X/46,X, +mar.ish.der(X)(DXZ1+,XIST+) 19
6 mos45,X/46,X,+mar.ish.der(X)(DXZ1+XIST+) 11
7 mos45,X/46,X,+mar.ish. der(X)(DXZ1+XIST-) 1.7
8 mos45,X/46,X,+mar.ish.der(X)(DXZ1+ XIST++) 12
9 mosd5,X/46,XY 31
10 mos45,X/46,X,+mar.ish.der(X)(DXZ1+XIST+) 15
11 mos45,X/46,X,+mar.ish.der(X)(DXZ1+XIST+) 5

12 Mos45,X/46,X,+mar.ish.der(X)(DXZ1+ XIST+) 17
13 mos45,X/46,X, +mar.ish.der(X)(DXZ1+,XIST+) 22
14 mos45,X/46,X+mar.ish.der(Y)(ENY++) 23
15 mos45,X/46,XX 42
16 mos45,X/46,X,+mar.ish.der(X)(DXZ1+XIST+) 19
17 mos45,X/46,X,i(Y)(pter->p10->pter).ish (ENY++,SRY++SHOX++DYZ3++) 14

Karyotype was confirmed using standard cytogenetic technique and GTG-banding for
chromosomal analysis of participants 1, 2, 9, and 15, which showed besides 45,X, a typical 46,XX (1,
2, 15) or 46,XY (9) lineages. Anomalous chromosomes found in 13 participants were characterized by
FISH (Figures 51 to 513).

FISH analysis showed that small supernumerary marker chromosomes (sSMC) were derived
from the X chromosome in participants 5-8, 10-13, and 16 (Figures $3-S6, 57-510, and S$12). In two
participants (4 and 14, Figures 52 and 511), sSMC were derived from the Y chromosome. A ring X
chromosome was present in one participant (3, Figure S1) and another participant (17) presented an
isochromosome of the short arm of Y chromosome Figure 513).

One copy of XIST (Xq13.2) was present in sSMC of six participants (5, 6, 10, 11, 13 and 16; Figures
53, 54, 57, 58, 510, and S12) and two copies in two participants, 3 within a ring chromosome (Figure
51), and 12 within an sSMC (Figure $9), both derived from X chromosome. In one participant (7,
Figure S5), the XIST gene was not detected by hybridization on the sSMC.

The sSMC of participant 4 was positive for Y whole chromosome painting, and presented two
copies of SRY and SHOX, suggesting that it was an isochromosome for the short arm of the Y
chromosome (Figure 52). On the other hand, the sSMC of participant 14 presented two copies of ENY,
suggesting that it was a dicentric sSMC derived from the Y chromosome (Figure 511). Participant 17
presented an isochromosome for the short arm of the Y chromosome with two copies of ENY, SRY,
SHOX and DYZ3 (Figure 513).
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3.1. In Vitro Selection

The occurrence of in vitro cell selection was verified by the amount of cells of 45,X and 46,XN
lineages in cultures after 48, 72 and 96 h of incubation. No significant effect of incubation time was
found in the proportion of the two lineages for most participants, with two exceptions:

*  participant 3: there was a decrease in the number of metaphases in the 45X lineage and a
simultaneous increase in the number of metaphases of lineage 46,X+1(X ) over the period (p =
0.0274).

- participant 6: there was a decrease in the number of metaphases in the 45,X lineage and an
increase in the number of metaphases in the 46,X+mar(X) lineage when comparing 48h and 72h
incubation (p = 0.0234).

The frequencies of 45,X and 46, XN lineages in the cultures incubated for 48, 72 and 96 h is shown
in Figure S14.

The interindividual comparisons of the frequencies of 45,X and 46,XN cell lineages after different
cultivation times revealed no significant difference within both 45,X and 46,XN lineages when 48h
vs. 72h, 48h vs. 96h, and 72h vs. 96h were compared (p values=0.6625, 0.8490 and 0.8803, respectively)

(Figure 2).
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Figure 2. Frequencies of 45X and 46,XN cell lineages after different culture times. Comparisons done
within each cell lineage. ns: non-significant.

The comparisons between the two cell lineages after different cultivation times also did not
detect any statistically significant differences (p values = 0.2082, 0.3511, and 0.2810, for 48h, 72h, and
96h, respectively) (Figure 3).
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Figure 3. Frequencies of 45X and 46,XN cell lineages after different culture times. Comparisons done
between cell lineages. ns: non-significant.
3.2. Proliferation Index (PI)

The proliferation index (PI) of each cell lineage was calculated individually by evaluating the
number of cells in first, second and third cell division, according to the BrdU incorporation pattern

(Figure 4).
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Figure 4. Metaphases in (A) first division (participant 3), (B) second division (participant 9), and (C)
third division (participant 3).

The intraindividual comparisons of PI between 45,X and 46,XN lineages showed no significant
differences (p =0.5) in participants with Turner syndrome and chromosomal mosaicism included in
this study. However, the intergroup comparison of the PI means showed a significant difference
between 45,X and 46,XN lineages (p = 0.0338) (Table 2).

Table 2. Paired t test on the equality of means for the proliferation index (PI) of lineages 45,X and

46,XN.
N Mean Std. Err. Std. Dev.(+) 95% Conf. Interval
PI
45X lineage 17 2.005 0.026 0.106 1.951 2.060
46,XN lineage 17 2.078 0.038 0.155 1.998 2.157

=-23211 p=0.0338
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There was a positive correlation between the PI of both lineages (r=0.5716). Consequently the PI
of lineages 45,X and 46, XN tended to move in the same direction: as the PI value of one lineage
increased or decreased so did the value of the other lineage (Table 3). Indeed, this correlation was
confirmed by linear regression (p = 0.017) (Figure 5).

Table 3. Pearson’s correlation for the proliferation index (PI) of lineages 45,X and 46,XN.

Mean Std. Dev.(x) Min Max 45,X P1 46,XN PI
Pl
45,X lineage 2,005 0.106 1.80 2.18 1.000
46,XN lineage 2.078 0.155 1.84 2.48 0.5716 1.000
2.2
oA
2-
1kt
°
1.8 hd
I Ll I I Ll
1.8 2 22 24 2.6
Proliferation Index - Lineage 46,XN
® Proliferation Index - Lineage 45,X (y axis) — Linear prediction

Figure 5. Linear regression of the proliferation index (PI) of lineages 45,X and 46,XN.

3.3. Sister Chromatid Exchange (SCE) Frequency

Chromosomal instability was assessed by calculating the SCE frequencies in 20 second division
metaphases of each cell lineage in 72-hour cultures after BrdU labeling. The pictures of second
division metaphases of the 17 participants, highlighting SCEs, along with first and third division
metaphases, which are employed in PI calculation, are depicted in supplementary Figures 515-517.

Intraindividual comparisons of SCE frequencies using the unpaired t-test showed a significant
difference between the two cell lineages in five participants (2, 3, 4, 7 and 12) (Table 4).
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Table 4. SCE frequencies and FI of the two cell lineages of the participants.

Participants Lineages S5CE mean p value PI X2 p value
45X 3.15 2.05

1 0.0551 0.9387 0.6254
46, XX 2.6 215
45X 3.65 2.18

2 0.0454* 0.9859 0.6108
46, XX 2.95 227
45X 3.95 2.06

3 0.0046** 1016 0.6017
46,X,+1(X) 5.25 2.16
45X 4.45 2.10

4 0.0046** 0.1640 0.9213
46,X,+mar(Y) 3.55 2.10
45X 4.15 2.02

5 0.3583 0.7311 0.6938
46,X,+mar(X) 3.75 1.98
45X 3.55 2.04

6 0.0779 0.4380 0.8033
46,X,+mar(X) 425 2,12
45X 4.2 2.10

7 0.0100%* 0,1829 0.9126
46,X,+mar(X) 5.55 2.10
45X 345 1.88

8 0.0714 0.1814 0.9133
46,X,+mar(X) 42 1.88
45X 3.6 2.06

9 0.7805 2,123 0.3460
46,XY 3.75 1.92
45X 3.7 1.98

10 0.1183 3,187 0.2032
46,X,+mar(X) 45 2.16
45X 35 2.04

11 0.1544 0.4600 0.7945
46,X,+mar(X) 4.1 212
45X 3.8 1.94

12 0.0105* 1.432 0.4886
46,X,+mar(X) 485 2.08
45X 43 1.84

13 0.0745 0.2741 0.8719
46,X+mar(X) 5.25 1.90
45X 44 2.14

14 0.5248 0.7435 0.6895
46, X+mar(Y) 47 2.04
45X 3.75 1.80

15 0.4647 4.399 0.1108
46,XX 4.05 2.06
45X 4 1.90

16 0.5228 0.1673 0.9198
46,X,+mar(X) 43 1.90
45X 4.35 1.96

17 0.0703 1.000 0.6065
46,XA(Yp) 33 2.06

+p=0.05, ++p<0.01.

In 3 participants (3, 7 and 12), the SCE frequencies were higher in 46, XN lineage, compared to
45,X lineage. These 46,XN lineages presented anomalous chromosomes: two participants had an
sSMC derived from the X chromosome (46,X+mar(X)), and the third a ring chromosome derived from
X chromosome (46,Xr(X)).
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In two participants, the SCE frequencies were higher in 45,X lineage. In participant 2, it was
higher in relation to 46,XX lineage, and in participant 4, it was higher in relation to the lineage with
a sSMC derived from Y chromosome (46, X+mar(Y)) (Figure 6).
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Figure 6. Intraindividual comparisons of SCE frequencies of 45,X and 46,XN lineages from the 17
participants. There were significant differences between the lineages of participants 2, 3, 4, 7, and 12.
ns, non-significant (p>0.05), *p=<0.05, **p=0.01

Regarding interindividual comparisons of SCE frequencies, the analysis showed no significant
differences in the means of the 45,X and 46, XN lineages (p = 0.2871) (Table 5).

Table 5. Paired t test on the equality of means for the sister chromatid exchange (SCE) frequencies of

lineages 45,X and 46,XN.
SCE N Mean Std. Err. Std. Dev. (+) 95% Conf. Interval
45,X 17 3.879 0.093 0.383 3.682 4.076
46, XN 17 4112 0.227 0.934 3.631 4.592

t=-1.1012 p=0.2871

A weak correlation (r=0.3615) was demonstrated between 45X and 46,XN lineages SCE
frequencies. Therefore, unlike PI, the positive association between the SCE frequencies of the two
lineages was weak, and it is not possible to affirm with certainty that higher values of the SCE
frequency of the 45,X lineage are associated with correspondingly higher values of the SCE frequency
of the 46, XN lineage (Table 6). Additionally, linear regression indicated that the relationship of SCE
frequencies of the two lineages are not statistically significant (p = 0.154) (Figure 7).
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Table 6. Pearson’s correlation for the sister chromatid exchange (SCE) frequencies of the lineages 45, X

and 46,XN.
SCE Mean Std. Dev (%) Min Max SCE 45,X SCE 46,XN
45X 3.879 0.383 3.15 445 1.000
46, XN 4112 0.934 1.95 5.55 0.3615 1.000
4.5 >

.
3 -
T T T T T
2 3 4 5 6
SCE frequencies - lineage 46,XN
® SCE frequencies - lineage 45,X (y axis) ——— Linear prediction

Figure 7. Linear regression of the sister chromatid exchange (SCE) frequencies of lineages 45,XN and
46,XN.

The intergroup comparisons of SCE frequencies among the 45,X and the distinct 46,XN lineages
showed statistically significant differences between the 45X lineage and 46,XX, 46,Xr(X),
46,X,+mar(X) lineages (p values=0.0155, 0.0007 and <0.0001, respectively); between the 46,XX lineage
and 46,Xr(X), 46X+mar(Y), 46,X,+mar(X) lineages (p values= <0.0001, 0.0328 and <0.0001,
respectively); between the 46,X,r(X) lineage and 46,XY, 46,X,i(Yp) lineages (p values= <0.0198 and
0.0004. respectively); and the 46,X,+mar(X) lineage and 46,X,i(Yp) lineage (p value= 0.0060) (Table 7
and Figure 8).
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Table 7. p-values of Sidak’s multiple comparisons test to support mtergroup differences of SCE
frequencies among 45,X and 46, XN lineages of mosaic Turner syndrome participants.

Karyotype 46,XX 46,Xr(X) 46, X+mar(Y) 46,X+mar(X) 46, XY 46, X+(Yp)
45X 0.0151*  0.0007* 0.9995 <0.0001* =0.9999 0.8204
46,XX <0.0001* 0.0328* <0.0001* 0.9542 >0.9999
46,X1(X) 0.0841 0.4991 <0.0198*  0.0004*
46,X+mar(Y) 0.9079 0.9998 0,5310

46, X+mar(X) 0.3630 0.0060*
46, XY 0.9997

*significant values (p<0.05); mar=marker chromosome (sSMC); i=isochromosome, r =ring chromosome and

p=short arm.
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Figure 8. Intergroup comparisons of SCE frequency means among 45X and the various 46,XIN
lineages found in the study participants.

4. Discussion

The present study evaluated in vitro selection, PI and SCE frequencies of seventeen mosaic TS
patients. So far in the literature, only few studies have evaluated cell proliferation of 45,X cells and of
cells having other sex or autosomal chromosome anomalies [12,13,20,24,28,29,30-32]. TS individuals
who carry structurally abnormal chromosomes are a unique group, and they have provided
opportunities to appraise the cellular consequences of chromosomal imbalance.
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Evidence of in vitro selection was observed in only two of 17 participants. Participant 3,
displaying a ring X chromosome, and 6, displaying an sSMC derived from X chromosome, both of
them with a decrease in monosomic cells after increased cultivation times, suggesting that there was
a selective disadvantage in vitro of 45X lineage in these participants. However, interindividual
comparisons of the frequencies of 45X and 46,XN cell lineages revealed no significant differences in
the proportions of 45,X and 46,XN lineages after cultivation over time. Summarizing, results from
most of the participants in this study did not reveal differences in 45X and 46,XX cell lineages
proportions in culture over time. However, differences were found eventually in some (12%) mosaic
TS individuals.

Bortolai and Melaragno [23] also did not observe statistically significant differences between the
proliferation of aneuploid and normal cells of a mosaic 45,X/46,XX TS patient after 48, 72 and 96 h
cultivation times. We did not detect in vitro selective disadvantage of 45,X lineage in three 43,X/46XX
and one 45X/46XY participants in this study (Figure S14). It is possible that cultures for periods
longer than 96 h are required to detect the in vitro selective disadvantage of 45,X cell lineages.

Although the intraindividual comparisons showed no significant differences between 45X and
46,XN lineages, the intergroup comparison of the PI means of the 17 participants evaluated in this
study showed a significant difference between both lineages (p = 0.0338). PI of 46, XN lineage was
slightly higher than the 45,X lineage, suggesting 45,X lineages had a proliferative disadvantage in
relation to 46XIN lineages. A previous study with skin fibroblast cultures comparing differences in
cell cycle of aneuploid cell lines (45,X) to cell lines with structural anomalies of the X chromosome,
and normal diploid cell lines, 46,XX and 46,XY, showed the cell cycle of 45X cell lines was
significantly longer compared to euploid controls [3]. A possible explanation for this phenomenon
would be a longer S phase, resulting in a prolonged inter-mitotic period in 45,X cells that could lead
to a decrease in their quantity during organogenesis, which could contribute to important
phenotypical features in TS [3,7].

This differential PT between 45,X and 46,XN lineages could explain the increase in the proportion
of diploid cells with age in TS individuals [33], contrasting with the increase of aneuploid cells due
to a loss of X chromosome in unaffected women with age [34-35].

SCE are considered to be cytological manifestations of homologous recombination. They occur
naturally as events associated with normal DNA replication, with estimates being 34 exchanges per-
cell per replication cycle [21,36]. In Bloom's syndrome, a very high SCE frequency is found, well above
that of cells from unaffected individuals or individuals with any other genetic disorder. SCE can also
reflect genomic instability and may serve as a preclinical biomarker for early detection of genomic
instability [12,20,22]. Nonetheless, in this study, the amount of SCE in the participants was not
remarkable, and the average was similar to the baseline.

SCE frequencies were significantly different between 45X and 46,XN cell lineages in five
participants. In three participants (3, 7 and 12), the SCE frequencies were higher in the lineage with a
structurally anomalous sex chromosome compared to 45X lineage. In participant 2 the SCE
frequency was higher in the 45,X lineage compared to the 46,XX lineage, and in participant 4 the SCE
frequency of 45,X lineage was higher than that of a lineage with sSMC derived from Y chromosome.
However, interindividual comparisons of SCE frequencies revealed no significant differences in the
means of 45,X and 46, XN lineages (p value = 0.2871).

Igbal, Martin & Simpson demonstrated significantly increased mean SCE frequencies in all
fibroblast cell lines with abnormalities of the X chromosome: 45,X; 46,X,del(X)(q13); 46,X,del(X)(p11);
and 46,X,i(Xq) compared to normal 46,XX cell lines [37]. In our study, more than 70% of the
participants presented a lineage with anomalous chromosomes and only four were mosaics with a
normal female (46,XX) or male (46,XY) cell lineage. Consequently, most of the intraindividual
comparisons were between cell lineages with a certain amount of genomic instability. However, we
employed primary lymphocyte cultures and not established fibroblast cell lines, therefore our results
may reflect more closely what is happening in mosaic TS tissues and organs.

The frequency of the Y chromosome in TS is variable [16, 38] usually being found in 3 to 12% of
individuals [38-41]. The presence of Y sequences in our study was 23.5% (4/17). Probably, this higher
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frequency in our study is due to the significant number of individuals with marker chromosomes
(sSMC). From the 4 participants with intact or anomalous chromosomes derived from the Y
chromosome, only one showed significant differences in SCE frequencies between the two lineages.
Surprisingly, 45,X lineage from this participant showed higher SCE frequency than the lineage with
a sSMC derived from Y chromosome cells.

As far as we know, the number of articles that have studied genomic instability in aneuploidies
is limited. Yet, all data suggest that cells from Down syndrome, Edward syndrome, Turner syndrome
and Patau syndrome patients may be karyotypically less stable than cells from unaffected individuals
[2]. Our cross-sectional study with a sample of mosaic TS selected by convenience, with a significant
number of participants with sSMC, showed some evidence that the 45X cell lineage may have a
selective disadvantage over time, although there was a significant variation concerning the
differences in SCE frequencies between 45X and 46, XN lineages. Therefore, the presence of
chromosomal structural abnormalities, especially the presence of sSMC, could have been responsible
for the variation of 46, XN lineages instability observed in our study.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at the website of this
paper posted on Preprints.org, Figure 51: FISH results for participant 3; partial metaphases showing the presence
of a ring chromosome derived from chromosome X. Figure 52: FISH results for participant 4; partial metaphases
showing sSMC derived from Y chromosome. Figure 53: FISH results for participant 5; partial metaphases
showing the presence of an sSMC derived from X chromosome. Figure S4: FISH results for participant 5; partial
metaphases showing the presence of an sSMC derived from X chromosome. Figure 55: FISH results for
participant 7; interphase cells showing an sSMC derived from chromosome X. Figure 56: FISH results for
participant 8; partial metaphases showing the presence of an sSSMC derived from X chromosome. Figure 57: FISH
results for participant 10; partial metaphases showing the presence of an sSMC derived from X chromosome.
Figure S8: FISH results for participant 11; partial metaphases showing the presence of an sSMC derived from X
chromosome. Figure S9: FISH results for participant 12; partial metaphases showing the presence of an sSMC
derived from X chromosome. Figure S10: FISH results for participant 13; partial metaphases showing the
presence of an sSSMC derived from X chromosome. Figure S11: FISH results for participant 14; partial metaphases
showing the presence of an sSMC derived from Y chromosome. Figure S12: FISH results for participant 16;
partial metaphases showing the presence of an sSMC derived from X chromosome. Figure 513: FISH results for
participant 17; partial metaphases showing isochromosome for short arm of Y chromosome. Figure S14:
Frequencies of 45X and 46, XN cell lineages after different incubation times. Figure S15: Micrographs of
metaphases in second division of participants 1 to 6 displaying sister chromatid exchanges. Figure S16:
Micrographs of metaphases in second division of participants 7 to 12 displaying sister chromatid exchanges.
Figure S17: Micrographs of metaphases in second division of participants 13 to 17 displaying sister chromatid
exchanges.
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Complex sSMC Involving X and Y Chromosomes in
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Abstract- Gomplex small supemumerary marker chromosomes
(sSMCs) consist of chromosomal material derived from two or
more different chromosomal regions and constitute one of the
smallest subsets of sSMC. Most of complex sSMCs are
represented by a der(22)t(11;22) in Emanuel syndrome. As far
as we know, only one recent report has described sSMCs
involving simultanecusly X and Y chromosomes in Turner
Syndrome.

We report two patients, a female and a male, both
with a complex sSMC derived from X and Y chromosomes in
mosaic with a 45X cell line. In both patients, the marker
chromosomes were early replicating and the XST gene was
absent. FISH and PCR confimed the presence of Yp loci
(TSPY, AMGY, SRY, DYZ3), and negative for DYZ1. The DAZ4
sequence was present only in patient 1. Our findings
suggested that complex sSMC involving X and Y chromosome
could be a kind of sSMC of the gonosomes.

Keywords: molecular cyfogenetics, mosaicism. Ssex
chromosomes, complex small supemumerary marker
chromosome, turner syndrome.

L. INTRODUCTION/BACKGROUND

C omplex small supermumerary marker
chromosome (s3MC) consist of chromosomal
matenal derived from itwo or more different
chromosomal regions (Liehr, 2012). sSMC are only
identifiable by molecular cytogenetic analysis, because
their size and the variability of involved chromosomal
regions (Trifonov et al., 2008). The characterization of
the structure, regions and genes involved in the sSMC
are important for the genotype-phenotype correlation
(Liehr, 2012).

Comrespending Authors 1. Laboraténo de Genélica do Institute de
Puericultura e Pediatra Maragac Gesteira (IPPMG). Universidade
Federal do Rio de Jansire (UFRJ). e-mails: miramgou@gmail.com,
niguecullen@gmail. com

"These authars contributed equally fo this manuscript.

Author § x: Laboratério de Genética do Instituto de Puericultura e
Pediatia Martagao Gesteira (IPPMG). Universidade Fedeml do Rio de
Janeiro (UFRJ).

Author p v: Servigo de Genética Médica do IPPMG, UFRJ.

e-mails: ekahn@tera.com br, marciagen@yahoo.com.br

Authar (J: Servigo de Endocrinologia Pedigtrica do IPPMG, UFR..
e-mail: marguimad4@gmail.com

Authar ¥: UNIGRANRIO and UNIFESQ. e-mail: ispaiva@gmail.com
Authar x: Laboratornio NUMPEX-BIO. Campus Dugue ds Caxias. UFRJ.
e-mail: cecilia.menks@gmail.com

Complex e5MC constitute 84% of all s3MC,
and are observed mainly in Emanuel syndrome (ES;
82.2%) (Liehr et al., 2013). Fewer than 100 cages are
known (Liehr et a/., 2013). Excluding ES cases, as they
are difficult to identify and their frequency Iis
underestimated (Trifonov ef af., 2008; Liehr et a/_, 2013).

Parental studies in 57 complex sSMCs
(excluding ES) showed that 36% of them were de novo,
and the remainder (64%) were inherited from a balanced
translocation In one parent. Mosaic cases with
karyotype 47 XN,+mar/46 XN were only seen in de novo
complex sSMCs (Liehr et al., 2013).

sSMC can be present in numerically abnormal
karyotype like in a Turner syndrome (T3) Karyotype
(45, X/46 X, +mar), leading to female or male phenotypes
(Lighr et al., 2007; Wang et &/, 2017). In TS, the s5MC
are derived from one of the gonosomes in more than
99% of the cases; there are also exceptional reports on
sSMC derived from autosomes (Liehr et al., 2007; Wang
et al., 2017, Sheth et al., 2009; Jafari-Ghahfarokhi et al.,
2015).

Recently, a complex sSMC from X and Y
chromosomes have been described in a Tumer
syndrome (Ui ef al, 2020). Here we report two mosaic
patients, a TS patient and an unidentified syndrome
male, with a 45X cell line and a cell line with complex
£SMC involving X and Y chromosomes, charactenzed
by Fluorescence in situ  hybridization (FISH) and
Polymerase Chain Reaction (PCR).

II. METHODS

Patient 1 (P1) come from a cohort of 21 TS
patients with marker chromosomes, and Patient 2 (P2)
from ancther cohort of 19 patients with uncharacterized
marker chromosomes, evaluated In Cylogenetic
Laboratory of IPPMG, UFRJ. The informed consent was
obtained from the patients or their parents (Approved by
the Ethics Committee of IPPMG/UFRJ n® 13/09).

Chromosomes were examined using G banding
and differential replication staining (late BrdU labelling).
Fluorescence in sty hybridization (FISH) were
performed  using commercial probes:  Whole
Chromosome Painting (wcp) X and Y, XYpter and
K¥qter, SHOX (Xp22 and Yp11.3), KALT and STS
(Xp22.3); XIST (Xg13.2), DYZ3 (Ypi1.1-g11.1), SRY
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(Yp11.31) and DYZ1 (Yg12), according manufacturers’
instructions.

Genomic DNA was isolated from peripheral
blood using a commercial DNA isolation kit and the
polymerase chain reaction (PCR) was performed using
six primers sets for Y-chromosome-specific sequences:
SRY (Yp11.31), TSPY1 (Yp11.2), AMGY (Yp11.2), DAZ4
(Yg11.23), DYZ3 (Yp10-q10) and DYZ1 (Yq12).

[1I.  CLINICAL INFORMATIONS

P1: female, referred at 7 years of age due to short
stature. First child of an unrelated couple, a young
mother and an unknown father. Vaginal delivered at 40™
week gestation; birth weight of 2.6kg and birth length of
48cm. She developed short stature, developmental
delay and intellectual disability. Menarche was induced
at 17" year. On physical examination at 30th year she
presented: short stature (145cm; not treated with growth
hormone), relative macrocephaly, ocular hypertelorism,
high-arched palate, short neck, low posterior hairline,
shield shaped thorax, widely spaced nipples, cubitus
valgus, multiple pigmented nevi, hyperconvex nails,
hypoplasia of the second toe, bicuspid aortic valve and
obesity (Fig. 1a) and a typically female external genitalia.

Ultrasound examination showed reduced uterus and
unidentified ovaries. Prophylactic gonadectomy was
recommended.

P2: male, referred at 4 years of age due to
neuropsicomotor  developmental delay, autistic
behaviour, aggressiveness and hyperactivity. First child
of a healthy and unrelated young couple. Maternal
thrombocytopenia. Vaginal delivered at 38" week
gestation; birth weight of 2.3Kg, birth length of 47cm
and head circumference of 32cm. He didn't walk until
his 15th month of age. Speech delay was evident by 2
years of age. Recurrent episodes of pneumonia. On
physical examination at 8 years, he presented triangular
face, ocular hypertelorism, arched eyebrows, long
eyelashes, long palpebral fissures, high-arched palate,
diastema, widely spaced nipples, single fransverse
palmar crease (Fig. 1b) and a typically male external
genitalia (normal scrotum, palpable testes and a normal
sized penis). Ultrasound examination showed normal
prostate size and absente Mdullerian remnants. No
specific syndrome could be related to this patient
clinical symptoms.

Figure 1: Appearance of P1 and P2: a) P1: 30-years-old, woman showing minor facial dysmorphic features and
hypoplasia of the second toe. b) P2: 8-years-old, boy phenotype showing minor facial dysmorphic features, ocular
hypertelorism and bilateral transverse palmar crease.

P1: Karyotype was 45X/46X.+mar; the marker
chromosome was a dicenfric sSMC, with early
replication, and altemating morphology. The mother
presented normal karyotype.

The sSMC was positive for both X and Y with
wep, and presented two copies of XYpter, DYZ3, SRY
and SHOX, one copy of KALT and STS; was negative for
XIST, DYZ1 and XYgqter (Fig. 2). The wep analysis also
showed the presence of cryptic cell populations, one
with the presence of an sSMC derived from

£ 2020 Globsal Journsis

chromosome X(wcpX+) and another with a sSMC
derived from chromosome Y(wcpY+), but the frequency
of these cells was too low to be determined. The
frequency of nuclei with two DXZ1 signals was 1,7%. In
each metaphase only one sSMC was observed.

PCR was positive for TSPY7, AMGY, SRY, DYZ3
and DAZ4, and negative for DYZ1.

The redefined karyotype was: mos 45,X/46 X, +
mar.ish.der(X;Y)(DYZ3++ ,SHOX++ SRY+ + KAL1+ X
Ypter++ wcpX+ wepY + XIST-,STS-, DXZ1-,DYZ1-)



178

gure 2: FISH results for P1. Partial metaphases showing the presence of: a) both signals of wepX and wepY (red
arrow) indicating the participation of X and Y chromosomes in complex sSMC; b) two copies of DYZ3 (red arrow); c)
two copies of XYpter (red arrow); d) two copies of SHOX (red arrow); e) two copies of SRY (red arrow) and f) one
copy of STS/ KAL1 (red arrow).

P2: Karyotype was 45X/46 X +mar, the marker PCR was positive for TSPY, AMGY, SRY, DYZ3 and
chromosome was a de novo ring sSMC, early negative for DAZ4 and DYZ1.
replicating. Both parents presented normal karyotype. The redefined karyotype was: mos

The sSMC was positive simultaneously for X  45X/46 X, +mar.ish.der(X;Y)(DYZ3+ ,SHOX+ ,SRY + KA
and Y with wep, and presented one copy of XYpter, L1+ XYpter+ wcpX+ wepY+ XIST- STS- DXZ1-,DYZ1-)
DYZ3, SRY, SHOX, and KALT; it was negative for XIST,
STS, DYZ1(Yq12) and XYqter (Fig. 3). Sometimes the ~
sSMC appeared to be dicentric

igure 3: FISH results for P2. Partial metaphases showing the presence of: a) both signals of wepX and wepY (red
arrow) indicating the participation of X and Y chromosomes in complex sSMC; b) DYZ3 (red arrow); c) XYpter (red
arrow); d) SHOX (red arrow); e) SRY (red arrow) and f) KAL1(red arrow).
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V. DiscussioN AND CONCLUSION

We report two original cases of complex sSMC,
a TS5 patient and a unidentified syndrome male patient
involving X and Y chromosomes, both mosaic with a
45X cell line. Molecular techniques were crucial to
determine the presence of the ¥ chromosome material
in these patients. The presence of Y chromosome
segments could increase the risk for gonadoblastoma.
Prophylactic gonadectomy is recommended by expert
consensus i TS patients with euchromatic Y-
chromogome, due to an increased rigk (around 10%) of
gonadoblastoma  (Gravholt ef al, 2017). The
gonadectomy was recommended to P1.

In P2, the sex differentiation and a normal male
external genital were possible because of the presence
of SAY gene, despite of a 45X lineage. The clinical
variability could be strongly influenced by the
concentration and distribution of the 45X cell line in the
various tissues, and the differential expression of genes
located on the Y chromosome (Patsalis ef al, 2005;
Lindhardt et al, 2012). Males with a 45X/46XY
karyotype and its variants seem to have a strong chance
of normal testicular function (Lindhardt ef al., 2012).
However, the association of the phenotypic
characteristics with the presence or absence of Y-
chromozomal loci, hosting genes other than SRAY
remains uncertain (Patsalis et a/, 2005; Lindhardt et al.,
2012). In both patients, the absence of XI5T on sSMC,
and the early replication suggested that the sSMC was
not inactivated. This may lead to different clinical
outcomes, especially about mental development (Lishr
et al, 2007). Studies in TS females have indicated that a
severe phenotype and intellectual disability could be
primarily caused by active partial X disomy resulting
from the deletion or impaired expression of the XIST
(Migeon et af., 2000).

Complex sSMC of P1 had two copies of SHOX
gene, and patient 2 one copy. SHOX haploinsufficiency
have been associated with short stature and wvarious
skeletal features in TS patients, such as scoliosis, high
arched-palate, and micrognathia (Li ef al., 2017). The
short stature in P1 should be due the presence of a 45 X
cell line.

Complex cryptic mosaicism for sSMC derived
from chromosome X has been described earlier (Liehr,
2012; Bantos et al, 2010]. Some Y-chromosome
microdeletions in critical regions could provide instability
on the Y-chromosome leading to the development of a
45X cell line (Patsalis et al., 2005). Adikusuma et al.
(2017) using CRISPR/Caz9 technology to remove Y
chromosome sequences showed that both centromere
removal and chromosome shredding induced Y
chromosome logs. In both P1 and P2, the
rearrangement occurred near the pseudoautosomal
region; this region could be prone to rearangements
because of its sequence homology. Structural
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chromosome rearrangements invelving both X and Y
chromosomes are very unusual (Bispo et al,, 2014).
Liehr ef al (2013) reviewed 73 complex sSMC
(excluding ES), which only three were derived from sex
chromosomes, cne with material from X chromosome
and two with material from the Y chromosome. Although
complex markers represent a small percentage (—0,9%)
of eé5MCs, this may be underestimated as highlighted in
recent studies applying aCGH (Reddy et al., 2013). A
complex e3SMC involving both X and Y chromosomes in
a TS patient in a group of 75 marker chromosomes, was
reparted (Li et al, 2020).

We present the cytomolecular characterization
of two original mosaiciem cases with 45 X cell lines and
a complex sSMCs involving X and Y chromosomes.
These findings suggest that complex sSMCs involving X
and ¥ chromosomes could be much more frequent than
previously described (Bispo efal., 2014).

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank the Amanda Figueiredo
and Daniela R. Ney Garcia for suggestions and critical
review. Luciana Santos Barbosa and Thais Jungueira
Rizzo for technical assistance. This study was supported
by FAPERJ (Jovem Cientista do Nosso Estado RJ 2008/
MGR: E-26/103.116/2008 FAPERJ). CNPq and CAPES.

Confiict of Interest

The authors declare that there is no conflict of
interest that could be perceived as prejudicial to the
impartiality of the reported research.

Author Contributions

MBG performed the FISH and replication
experiments of patient 1, interpreted the results drafted
and the initial manuscript. MOF performed the FISH and
replication experiments of patient 2 and interpreted the
results. ISP performed PCR. ISP, EK, MMG and MGR

did patient’ clinical diagnosis and treatment. SAPP

performed G-banding analysis. MCMR reviewed all

laboratory results, participated in its design and
coordination, and helped draft the initial manuscript.

MGR participated in its design and coordination, and

helped draft the initial manuscript.

REFERENCES REFERENCES REFERENCIAS

1. Adikusuma F, Wiliams N, Grutzner et al (2017)
Targeted deletion of an Entire Chromosome Using
CRISPR/Cas9. Mol Ther.25:1736-1738.

2 Bispo AV, Burégio-Frota P, Oliveira dos Santos L, et
al. (2014) Y chromosome in Tumer syndrome:
detection of hidden mosaicism and the report of a
rare XY translocation case. Reprod Fertil Dev
26:1176-1182.

3. Gravholt CH, Andersen NH, Conway GS, et al
(2017) Clinical practice guidelines for the care of
grls and women with Tumer syndrome:
proceedings from the 2016 Cincinnati International



10.

1.

12.

13.

14,

15.

16.

Turner Syndrome Meeting. Eur J Endocrinol 177:G1-
G70.

Jafan-Ghahfarckhi H, Moradi-Chaleshtori M, Liehr T,
et al (2015) Small supermumerary marker
chromosomes and their correlation with specific
syndromes. Adv Biomed Res 4:1-9.

Li N, Zhao L, Li J, Ding Y, et al. (2017) Turner
gyndrome caused by rare complex structural
abnormalities involving chromosome X. Exp Ther
Med 14:2265-2270.

Li, T. Sang. H. Chu, G, et al. (2020). Genotype-
phenotype correlation in 75 patients with small
supemumerary  marker  chromosomes. Mol
Cytogenet 13: 1-15.

Liehr T, Mrasek K, Hinreiner 5, et al. (2007) Small
supemumerary marker chromosomes (sSMC) in
patients with a 45.X/46 X, +mar karyotype - 17 new
cases and a review of the literature. Sex Dev

1:353-362.
Liehr T (2012) Small Supemumerary Marker
Chromosomes (sSMC) A Guide for Human

Geneticists and Clinicians. Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, 241pp.

Liehr T, Cirkovic S, Lalic T et al. (2013) Complex
small supemumerary marker chromosomes - an
update. Mol Cytogenet 6:1-6.

Lindhardt Johansen M., Hagen CP, Rajpert-De
Meyts E, et al (2012) 45, X/48XY mosaicism:
phenotypic characteristics, growth, and
reproductive function—a retrogpective longitudinal
study. J Clin Endocrinol Metab 97:E1540-1549.
Migeon BR, Ausems M, Giltay J, et al. (2000) Severe
phenotypes associated with Inactive ring X
chromosomes. Am J Med Genet 93:52-57

Patsalis PC, Skordis N, Sizmani C, et al. (2005)
Identification of high frequency of ¥ chromosome
deletions in patients with sex chromosome
mosaiciem and correlation  with the clinical
phenotype and Y-chromosome instability. Am J Med
Genet A 135:145-149.

Reddy KS, Aradhya S, Meck J, et al. (2013) A
systematic analysis of small supernumerary marker
chromosomes using array CGH  exposes
unexpected complexity. Genet Med 15:3-13.

Santos M, Mrasek K, Madrigal |, et al. (2010)
Characterization of a complex cryptic mosaicism for
an sSMC derived from the X chromosome present
in a boy with congenital malformations. Am J Med
Genet A 152A:2661-2663.

Sheth F, Ewers E, Kosyakova N, et al. (2009) A
emall supemumerary marker chromosome present
in a Turner syndrome patient not derived from X- or
Y-chromosome: a case report. Mol Cytogenet 2
1-4.

Trifonov V, Fluri S, Binkert F, et al. (2008) Complex
rearranged small supermnumerary marker

17

chromosomes (sSMC), three new cases; evidence
far an underestimated entity? Mol Cytogenet 1:1-7.
Wang H, Wang T. Yang N, et al. (2017} The clinical
analysis  of small supermnumerary  marker
chromosomes in 17 children with mos 45,
¥/46 X, +mar karyotype. Oncol Lett 13:4385-4389.

£ 2020 Global Joumnslz

180

Global Journal of Medical Research ( F) Volume XX lssue XIII Version Im‘n._u- 2020



181

GLOSSARIO

Anéfase: estagio da mitose do ciclo de divisdo celular, durante o qual conjuntos de
Cromossomos se movem para os do fuso polos opostos.

Anélogos de bases: substadncias com estrutura semelhante a das bases
nitrogenadas que podem ser incorporadas ao DNA, substituindo-a, como por
exemplo a BrdU.

Aneuploidia: ocorre quando o numero de cromossomos a mais ndo € multiplo exato
do numero hapléide, decorrente da ndo disjuncdo de um ou mais cromossomos
durante a meiose.

Apoptose: é uma forma de morte celular, também conhecida como morte celular
programada, caracterizada pela fragmentacdo do DNA, vacuolizacdo do citoplasma,
alteracdo da membrana e morte da célula sem lise ou danos as células vizinhas. E
um fendmeno normal que ocorre frequentemente no organismo.

Cariodtipo: conjunto total de cromossomos de uma ceélula organizado de acordo com
o tamanho, forma e numero. O termo também pode ser usado, para a
fotomicrografia dos cromossomos de um individuo sistematicamente organizado e
para o processo de preparo da fotomicrografia.

Centrémero: € uma regiao constrita do cromossomo durante a mitose, que mantém
as cromatides irmas unidas. E também o local do DNA onde o cinetdcoro € formado,
aprendendo microtubulos ao fuso cromatico.

Ciclina: um membro de uma familia de proteinas labeis que sdo sintetizadas e
degradadas em momentos especificos dentro de cada ciclo celular e regulam a
progressdo do ciclo celular por meio de interacbes com cinases dependente de
ciclina (CDK.):

Ciclo celular: estagios ente duas divisdes mitéticas sucessivas, que consiste nas
fases Gy, S, G2 e M.

Cinase dependente de ciclina (CDK): um membro de uma familia de cinases de
proteinas, que ativado por ciclinas e um conjunto elaborado de proteinas
regulatérias positivas e negativa, fosforila alguns fatores de transcricdo cuja
atividade é necessaria para um estagio particular do ciclo celular.

Citocinese: processo de separacédo das células-filhas no final da mitose.

Citogenética: é a ciéncia que estuda os cromossomos. Ela foi formada pela
associacao dos conhecimentos da Citologia com os principios da Genética, tendo a
célula como objeto de estudo e, os mecanismos da heranca e da continuidade

genética como método.
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Corpusculo de Barr (cromatina sexual): uma massa densamente corada, vista no
nacleo das células femininas normais, que representa o cromossomo X inativo
(também conhecido como cromatina sexual).

Crométides: uma cépia de um cromossomo formado pela replicacdo do DNA e que
ainda esta unida a outra através do centrdbmero. As duas cromatides idénticas sao
denominadas cromatides-irmas.

Crométides irmas: para justaposto de crométides que surge da replicacdo de um
Cromossomo.

Cromatina: O complexo de DNA e proteinas em cromossomos eucarioticos;
originalmente designado assim pela facilidade com que se cora apdés exposto a
determinados corantes.

Cromossomo: Estrutura composta por uma molécula de DNA muito longa e
proteinas associadas, contendo informacdo genética de um organismo. E
especialmente evidente durante a meiose ou a mitose, quando cada cromossomo &
condensado, formando uma estrutura semelhante a um carretel, compacta e visivel
sob microscopio optico.

Cromossomo em anel: decorrente de quebras em ambos os bracos do
cromossomo, provocando a perda das por¢des terminais do cromossomo e a fusao
das extremidades, originado uma estrutura em anel.

Cromossomos autossdmicos: nos seres humanos, os cromossomos de 1 a 22,
excluidos os cromosomos gonoss6micos ou sexuais X e Y.

Cromossomos marcadores: sdo definidos como cromossomos estruturalmente
anormais, que nado podem ser identificados ou caracterizados somente pela
citogenética tradicional. Eles sdo em geral de tamanho igual ou menor do que o
cromossomo 20 da mesma metafase.

Cromossomos homaologos: ocorrem em pares e geralmente semelhantes em
tamanho e forma, vindo um do genitor masculino e o outro da genitora. Os
cromossomos contém a mesma disposicao de genes.

Cromossomos sexuais: Cromossomos cuja presenca/auséncia é correlacionada
ao sexo do portador; um cromossomo que tem um papel na determinagédo do sexo.

Crossing over: um processo no qual 0s cromossomos trocam material genético por
guebra e posterior reunido de suas moléculas de DNA.

Delecao: perda de uma sequéncia de DNA de um cromossomo. O DNA perdido
pode se de gualquer comprimento, desde uma Unica base a uma grande parte de
um cromossomo.

Dicéntrico: cromossomo estruturalmente anormal com dois centrébmeros.
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Dipléide: Um organismo ou célula com dois conjuntos de cromossomos (2n) ou dois
genomas. Os tecidos somaticos dos seres humanos sao de constituicdo
cromossOmica dipléide, ao contrario dos gametas (6vulos e espermatozéides) que
sdo haploides (monoploides).

DNA (Acido desoxirribonucléico): material genético portador de informacéo que
compreende os genes. O DNA é uma macromolécula composta de uma longa fita ou
cadeia de desoxirribonucleotideos, unidos por ligacbes fosfodiéster. Cada
desoxirribonucleotideo contém um grupo fosfato, o acucar de 5 carbonos 2-

Endoreduplicacao: é o processo pelo qual uma célula renuncia o tipico ciclo celular
e em vez disso, passa por um curso alternativo de desenvolvimento que consiste em
repetidas rodadas de replicacdo do DNA sem divisao celular.

Epigenética: é definida como modificagbes do genoma, herdavel durante a
divisdocelular, que ndo envolve uma mudanca na sequéncia do DNA.

Estresse replicativo: € referido a qualquer condicdo que envolva retardo ou
impedimento na progressédo da forquilha de replicagdo ou comprometimento da
dinamica de replicacéo durante a fase S do ciclo celular

Eupldide: Um organismo ou célula que tem um nimero cromossdmico que é um
multiplo exato do numero monopldéide (n) ou hapléide. Termos usados para
identificar niveis diferentes em uma série eupldide sao diploide, triploide, tetrapldide
etc.

Fase Go: fase de repouso que pode ocorrer em G: da interfase do ciclo celular. .

FaseG;: intervalo do ciclo celular de divisdo e processo meiotico que precede a fase
S. Também chamado de Gapl.

Fase G;: intervalo do ciclo celular de divisdo e processo meiotico que segue a fase
S. Também chamado de Gap2.

Fase G;/G;: intervalo da meiose Il que precede a profase Il da meiose.
Fase M: fase mitética do ciclo celular

Fase S: parte da interfase do ciclo de divisdo celular, na qual ocorre a sintese do
DNA.

Fenotipo: As manifestacdes externas, detectaveis, que sao determinadas por um
gendtipo especifico, que néo é visivel a olho nu.

Hibridizacdo in situ Fluorescente — FISH (do inglés Fluorescence in situ
Hybridization): € uma técnica de citogenética molecular que consiste na ligacéo de
sequéncias de DNA marcadas com fluorocromos (sondas) aos genes ou
cromossomos-alvos complementares.
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Gameta: Uma célula hapléide, especializada, do tipo reprodutivo, que se funde com
um gameta do sexo oposto para formar um zigoto dipldide; nos seres humanos séo
denominados de ovdcito e espermatozdide.

Gene: sdo regides funcionais ao longo da molécula de DNA que constituem os
cromossomos. Cada gene € composto por uma sequéncia especifica de DNA.

Gene IGFBP-2: esse gene é uma das proteinas carregadoras dos fatores de
crescimento similes a insulina tipo | e Il (IGF-I e IGF-Il). Correlaciona-se
inversamente com a acdo do horménio de crescimento (GH), ou seja, diminui
quando o GH aumenta. Em combinacdo com as determinacbes de IGF-I e de
IGFBP-3, gue aumentam com a acdo do GH, a IGFBP-2 pode ser usada para avaliar
a acao desse hormoénio. Além disso, tem sido empregada como marcador em alguns
casos de carcinoma de préstata, especialmente no metastatico. A expressdo do
IGFBP-2 aumenta durante a progressao da doenca da prostata de hiperplasia
prostatica benigna (HPB) para cancer de préstata metastatico. Observa-se que o
bloqueio do IGFBP-2 parece ser uma abordagem eficaz para inibir o crescimento do
tumor e a metastase.

Gene KDM5C: esse gene é membro da familia homdloga SMY. Ele codifica uma
proteina desmetilase. A lisina 4 da histona H3 trimetilada (Trimethylated histone H3
lysine 4, H3K4me3) é um substrato do KDM5C e desempenha um papel importante
na regulacao da transcricdo génica. Mutacdes nesse gene tem sido associada a
deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X (X-linked intellectual disability, XLID).

Gene SHOX (short stature homeobox): esse gene pertence a familia dos
homeobox. Ele se localiza na regido pseudo-autossomica 1 (PAR1) dos
cromossomas X e Y. A haploinsuficénica desse gene estad associada ao atraso de
crescimento idiopatico, anomalias esqueléticas e ao fendtipo de baixa estatura dos
individuos com sindrome de Turner

Gene SRY: esse gene localizado no braco curto do cromossomo Y (Iécus pl1.2),
gue possui funcéo reguladora, disparando uma cascata de eventos que resultam na
diferenciacao da gbnada primitiva em testiculo.

Gene TIMP1: pertence a familia de genes TIMP. As proteinas codificadas por esta
familia de genes sao inibidores naturais das metaloproteinases da matriz (MMPS),
um grupo de peptidases envolvidas na degradacdo da matriz extracelular. A
transcricdo deste gene é altamente induzivel em resposta a muitas citocinas e
hormbnios. Além disso, sua expressdo em alguns cromossomos X inativos sugere
gue a inativacao deste gene é polimdrfica nas mulheres.

Gene TIMP3: pertence a familia de genes TIMP. As proteinas codificadas por esta
familia de genes sao inibidores das metaloproteinases da matriz, um grupo de
peptidases envolvidas na degradacdo da matriz extracelular (ECM). Mutacdes neste
gene estdo associadas a distrofia do fundo do olho de Sorsby, uma doenca
autossémica dominante.

Gene XIST: o centro de inativagdo do cromossomo X (XIC), localizado no braco
longo do cromossomo X no lécus Xgl13.3. Essa regidao contém o l6cus do gene



185

XIST. Esse gene € expresso, exclusivamente, no XIC do cromossomo X inativo, e é
essencial para o inicio e a propagacdao da inativacéo do X.

Gene ZFX: este gene no cromossoma X é estruturalmente semelhante a um gene
relacionado no cromossoma Y. Codifica um membro da familia das proteinas dedo
de zinco do tipo krueppel C2H2. Estudos com células hematopoiéticas progenitoras
e adultas de camundongos sugeriram, que esse gene participa da regulacdo
transcricional e da auto-renovacdo em ambos tipos celulares, mas é necessario
para no crescimento e diferenciagdo das progenitoras.

Genétipo: é a constituicdo genética de uma célula individual ou de um organismo.
Combinacao particular de alelos observada em um individuo especifico.

Haploide: uma célula que tem um apenas um conjunto cromossémico ou um
organismo composto de tais células.

Haploinsuficiéncia:producdo diminuida de um gene devido a uma mutacdo ou
perda de um a alelo resultando num fenétipo anormal.

Heterocromatina: regibes cromossémicas condensadas densamente coradas, tidas
como sendo na maior parte geneticamente inertes.

Homologo: igual, que mantém com outro, que tema mesma estrutura
fundamental, uma relacéo de correspondéncia.

Imprinting genémico: é um fenbmeno normal provocado pelas alteracdes na
cromatina que ocorre na linhagem germinativa de um dos genitores, em localizacbes
caracteristicas no genoma.

Interfase: O estagio no ciclo celular entre duas divisbes nucleares quando, o0s
cromossomos estédo distendidos e funcionalmente ativos.

Isocromossomo: € cromossomo estruturalmente anémalo, no qual um braco esta
ausente e o outro estd duplicado a maneira de um espelho. O mais comum é o
isocromossomo do braco longo do cromossomo X, i(Xq), presente em alguns
individuos com ST.

Linfécito:é um tipo de célula no sangue responsavel pela especificidade da
resposta imune adaptativa. Ha dois tipos principais: as células B, que produzem
anticorpos, e as células T, que interagem diretamente com outras células efetoras do
sistema imune e com as células infectadas.

Linhagem: A progénie de uma célula, geralmente determinada por marcacao
experimental das células, de modo que todos os seus descendentes possam ser
identificados.

Ligado ao X: O padrao de heranca de genes encontrados no cromossomo X, mas
Nao Nno cromossomo Y.
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Ligado ao Y: O padrdo de heranca de genes encontrados no cromossomo Y, mas
Nao no cromossomo X (raro).

LOcus: posicdo ocupada por um determinado gene ao cromossomo. Cada
cromossomo carrega muitos genes. Loci: plural de l6cus.

Meiose:duas divisbes nucelares sucessivas (com as correspondentes divisdes
celulares) que produzem gametas (animais e humanos) ou esporos (plantas e
fungos), que tém metade do material genético da célula original.

Microtubulos: parte de um sistema cabos d maior didmetro do citoesqueleto, Eles
séo compostos de subunidades polimerizadas de tubulina formando um tubo oco.

Mitose: processo de divisdo celular comum, que resulta na formacdo de duas
células geneticamente idénticas a célula-mae.

Metafase: Um estagio intermediario da divisédo nuclear no qual 0s cromossomos se
alinham no plano equatorial da célula.

Monossomia: € o cariétipo em que um dos cromossomos do par esta ausente,
formando uma constituicAo cromossdmica com 45 cromossomos, como por
exemplo, na ST.

Mosaicismo cromossémico: € definido pela presenca de duas ou mais linhagens
celulares geneticamente diferentes em um unico individuo.

Nucleotideo: Uma molécula composta de uma base nitrogenada, um acucar e um
grupo fosfato; o bloco estrutural dos acidos nucléicos.

Par de bases: Dois nucleotideos em uma molécula de RNA ou DNA que estdo
emparelhados por ligacbes de hidrogénio- por exemplo, G comC e Acom T.

Poliploidia: descreve uma célula ou um organismo que contém mais de dois
conjuntos de cromossomos. E muito comum nas plantas, mas rara em animais ou
humanos.

Pontos de checagem (checkpoints): é uma etapa no ciclo celular dos eucariontes,
na qual ciclo pode se suspenso até que as condicfes sejam apropriadas para
avancar para continuar o processo de divisdo. Ha varios checkpoints, mas os mais
importantes sao trés: checkpoint G1, na transicdo G1/S; checkpoint G2 na transicéo
G2/M e o checkpoint do fuso mitético, na transicdo metafase para anafase.

Poteina ligase de ubiquitina(CHRF): é uma ligase de ubiquitina responsavel pela
ubiquitinacdo* de proteinas alvo, como as cinases PLK1 e Aurora A, favorecendo
sua degradacéo pelo proteossomo.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR): € um método in vitro para amplificar um
segmento especifico de DNA que usa dois primers que se hibridizam com pontas
opostas do segmento em polaridade oposta e, durante ciclos sucessivos, iniciam a
replicagéo exponencial apenas desse segmento.
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Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR): é uma técnica que tem
como principais caracteristicas a deteccdo e quantificacdo de fluorescéncia emitida
durante cada ciclo de uma reacdo de PCR e a sensibilidade de detectar poucas
copias de DNA presentes em uma dada amostra.

Rearranjo: A produgdo de cromossomos anormais pela quebra e reunido incorreta
dos segmentos cromossOmicos; sao exemplos as inversdes, delecbes e
translocacoes.

Regibes pesudoautossdomicas(PAR1 e PAR2): sdo regibes cromossOmicas
homoélogas na extremidade do cromossomo X ou do cromossomo Y. Estas duas
regidbes pareiam com frequéncia durante a meiose masculina e sofrem
recombinacdo. A regido pseudoautossémica 1 (PAR1) esta localizada na ponta
dos bracos curtos 'p' (Xp22 e Ypll) e aregido pseudoautossémica 2 (PAR2) esta
localizada na ponta dos bracos longos 'q' (Xg28 e Yq12).

RNA (4cido ribonucleico): Um &acido nucleico unifilamentar similar ao DNA, mas
tendo o acucar ribose, em vez de desoxirribose, e uracil, em vez de timina, como
uma de suas bases.

Retinoblastoma: & um cancer ocular raro, mais comumente encontrado em
criancas, correspondendo a 3% dos canceres infantis.

Segregacdo: € a producédo de dois fendtipos separados, correspondendo a dois
alelos de um gene, seja em individuos diferentes (segregacdo meidtica) ou em
tecidos diferentes (segregacéo mitotica).

Segregacdo cromossdmica: A separacdao de um cromossomo na divisdo celular,
de modo que cada célula filha recebe um nimero igual de cromossomos.

Telo6fase: O estagio final da mitose ou da meiose, no qual as células-filhas se
separam.

Teldbmero: extremidade de um cromossomo, associado com a sequéncia de DNA
caracteristica que é replicada varias vezes. Essas regido esta associada a proteinas
que evitam gue 0S CromossSOmMOS Se unam uns aos outros, PoiS UM Cromossomos
guebrados tendem a se fusionar.

Translocacdo: a relocacdo de um segmento cromossémico para uma posi¢cao
diferente da original.

Tretrassomia: é uma anomalia dos cromossomas causada pela presenca de dois
cromossomos extras em individuos, como por exemplo, na tetrassomia do
cromossomo X (48,XXXX, em vez de 46,XX).

Trissomia: presenca de copias ou representantes de um mesmo Cromossomo, em
vez do par usual, como acontece na trissomia do 21 (Sindrome de Down) pela
presenca de trés cromossomos 21.
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Tumores hematopoiéticos: sdo tumores de células progenitoras sanguineas que
se subdividem, principalmente em tumores de linhagem linféide ou linhagem
mieldide.

Tumores sdlidos: estruturas complexas caracterizadas pela existéncia de células
cancerigenas e seu microambiente tumoral, que podem incluir fibroblastos,
fibroblastos, adipdcitos, células endoteliais, células imunes.

*Ubiquitinacdo: consiste na marcacdo de proteinas-alvo por moléculas de Ub,
encaminhando-as a diferentes destinos, sendo 0os mais conhecidos: ativacdo ou
inativacdo da proteina marcada, mudanca de localiza¢éo ou funcao e degradacéo.
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