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1. Introdução: 

A síndrome de Turner (ST) é uma das anormalidades cromossômicas mais 

comuns, presente em 3% das concepções e com frequência de 1:2500 meninas 

nascidas vivas. Caracteriza-se pela presença de um cromossomo X íntegro e perda 

total ou parcial do segundo cromossomo sexual, o que a difere em relação ao 

esperado para o genótipo feminino (46, XX) ou genótipo masculino (46, XY) (Lippe, 

1991; Gravholt et al, 1996; Stratakis & Rennert, 2005).  

O diagnóstico das pacientes com ST é comumente tardio, em média aos 15 anos 

de idade. Em apenas 10% a 20% dos casos o diagnóstico é estabelecido no período 

neonatal, quando os principais sinais clínicos que podem auxiliar o diagnóstico da 

ST são: o tamanho pequeno da criança para a idade gestacional, linfedema de mãos 

e pés, presença de pele cervical posterior redundante e baixa implantação dos 

cabelos, conhecidos como “pescoço alado” e “sinal em tridente”, respectivamente. O 

reconhecimento neonatal da ST oferece vantagens no diagnóstico precoce de 

possíveis doenças associadas e a resolução ou prevenção da baixa estatura de 

forma mais eficiente. Com o objetivo de se reconhecer precocemente a ST, torna-se 

importante estabelecer um teste de triagem diagnóstica aplicável às meninas recém-

nascidas (Carvalho et al, 1985; Cardoso & Piazza, 2000; Álamo & Rodríguez, 2001; 

Albisu, 2001; Sybert & McCauley, 2004; Massa et al, 2005; Stochholm et al, 2006). 

Todo teste diagnóstico de triagem neonatal deve ser aplicável em 100% dos 

recém-nascidos vivos, com técnica que apresente baixa taxa de reconvocação, que 

possa ser seguido de método de confirmação segura do diagnóstico associado ao 

atendimento médico e tratamento dos pacientes detectados. Respeitando tais 

princípios gerais da triagem neonatal, considera-se que a técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR) em tempo real possui 

especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade tornando possível sua utilização 

como teste para a triagem neonatal (Leão & Aguiar, 2008; Bustin et al, 2009). 

Rocha et al , 2010, sugere a utilização da técnica de PCR em tempo real como 

um possível teste diagnóstico na detecção de pacientes com ST 45,X, indicando um 

ponto de corte de 0,7 para a razão quantitativa entre o gene ARSE e o gene 
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normalizador GAPDH. Nas pacientes com valores abaixo de 0,7 o diagnóstico de ST 

foi confirmado por meio do cariótipo.  

O presente estudo apresenta modificações na metodologia apresentada por 

Rocha, 2010, e tem por objetivo propor o aprimoramento da técnica descrita com o 

PCR em tempo real, a fim de manter a sensibilidade e especificidade do teste em 

condições de triagem neonatal e reduzir a taxa de reconvocações no diagnóstico 

neonatal da ST. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

2. Referencial Teórico: 

 

2.1 A Síndrome de Turner (ST). 

 

A ST foi descrita pela primeira vez, em 1768, pelo anatomista Giovanni 

Morgagni, referindo-se a uma mulher que apresentava disgenesia gonadal, 

malformação renal e baixa estatura. Em 1938, o endocrinologista Henry Hubert 

Turner publicou o artigo “A syndrome of infantilism, congenital webbed neck and 

cubitus valgus”, no qual relata o caso de sete pacientes (seis adolescentes e uma 

adulta) com as características clínicas da síndrome, inclusive a disgenesia gonadal. 

Foi, portanto, o primeiro a indicar e iniciar o tratamento dessas pacientes com 

hormônio estrogênio (citado por Elsheik et al, 2002; citado por Schaefer & Riley, 

2004). 

Ford et al, 1959, confirmaram por meio de cariótipo que as portadoras da ST 

apresentavam um único cromossomo X íntegro. Atualmente, sabe-se que, entre as 

nascidas vivas com ST, 50% apresentam a monossomia do cromossomo X (45,X) 

em células de sangue periférico; os outros 50% restantes podem apresentar outras 

anormalidades cromossômicas, incluindo mosaicismos, deleções do braço curto 

(Xp), isocromossomo do braço longo (Xq) (citado por Fedrizzi et al, 1993; Lippe, 

1991; Álvares-Nava et al, 2003; Stratakis & Rennert, 2005; Bondy, 2009).  

As características fenotípicas que compõem a ST podem ser variadas, sendo 

elas anomalias cardiovasculares, renais, disgenesia gonadal, pescoço curto e largo, 

pele redundante na nuca, baixa implantação posterior dos cabelos, cúbitus valgus, 

tórax alargado com o aumento da distância entre os mamilos, orelhas proeminentes 

com baixa implantação e rotação incompleta, deficiência cognitiva para algumas 

atividades, embora a inteligência seja considerada normal. Outras alterações 

associadas são as doenças tireoidianas autoimunes, alopecia, alterações 

oftalmológicas e auditivas, hipertensão arterial sistêmica, intolerância aos hidratos 

de carbono, alterações gastrointestinais, alterações no sistema respiratório, 

osteoporose, escoliose, diminuição do tamanho dos metacarpos e anormalidades 

ortodônticas (Lippe, 1991; Fedrizzi et al, 1993; Guimarães et al, 2001; Elsheikh et al, 

2002; Sybert & Mc Cauley, 2004; Morgan, 2007). 

De modo geral, as duas principais características da ST são a baixa estatura 

e a disgenesia gonadal. A primeira está presente entre 95% a 99% das pacientes 
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acometidas. Ainda, são descritos quatro períodos nos quais se caracteriza o padrão 

de crescimento de pacientes não tratadas. O primeiro período de crescimento é a 

restrição do crescimento intrauterino; o segundo período de crescimento é entre o 

nascimento e os dois anos de idade, sendo próximo ao padrão normal; o terceiro é a 

desaceleração progressiva do ritmo de crescimento entre as idades ósseas de 2 e 

11 anos; e, por fim, o quarto período é caracterizado pela ausência do estirão 

puberal. Essas pacientes, quando não tratadas corretamente, chegam à vida adulta 

com perda média de 20 cm na estatura em relação à média populacional. O 

tratamento para a baixa estatura na ST é a administração de hormônio de 

crescimento (Growth Hormone - GH), podendo proporcionar às pacientes um ganho 

de estatura considerável, principalmente quando é iniciado anos antes da puberdade 

(Ranke et al, 1983; Gravholt, 2001; Román et al, 2002; Bertelloni et al, 2003; Baldin 

et al, 2005; Guedes et al, 2008; Hjerrild et al 2008; Bondy, 2009). 

A disgenesia gonadal ocorre devido à ausência do segundo cromossomo 

sexual íntegro, e com isso, há carência dos genes necessários para a manutenção 

dos folículos ovarianos. Dessa forma, ocorrem alterações definitivas nas células 

germinativas e endócrinas, permanecendo somente o arcabouço com estroma 

ovariano e tecido conjuntivo residual. Esse processo, identificado por meio de 

estudos histopatológicos, representa a degeneração das células germinativas na ST, 

caracteristicamente de forma acelerada e início precoce a partir do terceiro mês de 

vida intrauterina, complementando-se durante os primeiros anos de vida (Cardoso & 

Piazza, 2000; Bertelloni et al, 2003, Lipay et al, 2005).  

O potencial para o desenvolvimento puberal espontâneo das pacientes com 

ST é monitorado através do exame físico e das concentrações de hormônio folículo 

estimulante (Follicle Stimulating Hormone - FSH). Nos casos em que as pacientes 

não apresentam desenvolvimento puberal espontâneo, baixas doses de hormônio 

estrogênio podem ser administradas para estimular a feminilização adequada. O 

reconhecimento clínico da falha puberal e o início do tratamento adequado são muito 

importantes para o melhor desenvolvimento psicossocial das pacientes. Somente 10 

a 20% das portadoras da ST apresentam desenvolvimento puberal espontâneo, e 

98% delas são inférteis. Poucas pacientes com ST apresentam função ovariana 

próxima ao limite inferior da normalidade, com ciclos menstruais e possibilidade de 

gestação. O diagnóstico precoce da infertilidade pode possibilitar o tratamento 

adequado para o amadurecimento dos ovários, coleta de óvulos e a fertilização in 
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vitro das pacientes com ST, no caso do desejo de uma gravidez futura (Pasquino et 

al, 1997; Pérez et al, 1999; Outi, 1999; Hreinsson et al, 2002; Bondy, 2009).   

Devido à variação fenotípica da ST e às falhas do diagnóstico precoce, 

apenas 10 a 20% das meninas são diagnosticadas corretamente ao nascimento. 

Isso também ocorre pela presença de poucos sinais clínicos sugestivos da síndrome 

nesse período. O diagnóstico tardio atrasa e dificulta o tratamento adequado das 

pacientes. A rapidez no diagnóstico da ST é importante para o tratamento imediato 

de alterações associadas, melhorando o desenvolvimento e, consequentemente, a 

qualidade de vida dessas pacientes (Sybert & Mc Cauley, 2004; Bondy, 2009). 

Nos períodos da infância e adolescência, as pacientes buscam auxílio médico 

devido, principalmente, à baixa estatura e ausência no desenvolvimento puberal. Em 

25% dos casos, as pacientes são diagnosticas apenas na idade adulta, aumentando 

a média da idade de diagnóstico da ST para 15 anos (Sävendahl & Davenport, 2000; 

Conway, 2004; Stochholm et al, 2006). 

Em 2005, Massa et al, apresentaram os resultados de um estudo com 

crianças com ST tratadas com GH e concluíram que, de um grupo formado por 242 

meninas, 30% foram diagnosticas antes de um ano de idade, 48% na infância e 22% 

na adolescência, determinando a idade média de diagnóstico de 6,6 anos, para esse 

grupo, o qual eles consideram tardio para um tratamento adequado com GH. 
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2.2 A triagem Neonatal. 

 

O programa de triagem neonatal no Brasil iniciou-se em 1992, com a 

obrigatoriedade dos testes para fenilcetanúria e hipotireoidismo congênito em todos 

os recém-nascidos vivos.  A implantação efetiva em 2001, do Programa Nacional de 

Triagem Neonatal, ocorreu após a criação da sociedade brasileira de triagem 

neonatal em 1999 (Brasil, 2002; NUPAD, 2013). 

Segundo Leão e Aguiar, 2008, a triagem neonatal é uma iniciativa de saúde 

pública e de pediatria preventiva ligada à genética. Trata-se de um avanço na 

prevenção e diagnóstico de doenças, sua implantação é complexa e além de 

depender de políticas públicas de saúde se faz necessário um consenso entre quais 

doenças devam ser triadas. Os autores enfatizam que triagem não é apenas 

diagnóstico e por isso, os testes utilizados para a mesma devem apresentar alta 

sensibilidade e boa especificidade, sendo que as doenças devem ser priorizadas por 

sua importância como problema de saúde pública, a identificação precoce deve ser 

um diferencial para a qualidade de vida dos indivíduos diagnosticados e o teste deve 

ser adequado a um tipo de coleta populacional (Brasil, 2002; Leão e Aguiar, 2008).  

Klein em 2011 traz as perspectivas internacionais para a triagem neonatal, 

comparando diferentes países e enfatiza a importância de um conceito bem 

fundamentado de triagem neonatal nos serviços de atendimento, onde os painéis de 

doenças pesquisadas devam ser amplos e permitir o diagnóstico e 

acompanhamento médico de qualidade. Para as doenças mais frequentes, o 

diagnóstico precoce é um diferencial na resposta terapêutica, enquanto nas doenças 

menos frequentes, as consequências de um diagnóstico tardio podem ser 

irreversíveis, ou trazer risco de morte. 

Devido à necessidade de diagnóstico eficaz e rápido, os testes moleculares 

apresentam-se como avanços metodológicos na identificação da causa de algumas 

doenças antes não explicadas (Monsen, 2010). 
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2.3. Diagnóstico Laboratorial da ST. 

 

Os métodos de diagnóstico para a ST vêm sendo aprimorados ao longo dos 

anos.  Diversos métodos moleculares estão sendo apresentados como viáveis para 

a aplicação na rotina clínica de identificação da síndrome. 

O cariótipo é a técnica de citogenética considerada “padrão ouro” no 

diagnóstico da síndrome, por proporcionar uma análise adequada das alterações 

associadas como translocações, deleções, inversões, duplicações e mosaicismos 

cromossômicos. Essa técnica consiste na observação numérica e morfológica dos 

cromossomos obtidos de uma cultura linfocitária após o tratamento com 

fitohemaglutinina (PHA) por 72 horas, o que possibilita a condensação máxima dos 

cromossomos durante a divisão celular (metáfase) e deste modo, por meio de 

técnicas de coloração, permite caracterizar as regiões cromossômicas. (Bréga et al, 

1998; Fröhling et al, 2002; Nussbaum et al, 2002; Siegel & Sylbert, 2005; Meng et al, 

2005).  

 A técnica FISH ou hibridização in situ por fluorescência, também se apresenta 

como uma alternativa metodológica para o diagnóstico da ST. Essa técnica associa 

a citologia e a biologia molecular para a identificação dos cromossomos, baseando-

se primeiro na capacidade de uma fita simples de ácido desoxirribonucleico (DNA) 

em parear com uma sequência complementar (sonda), formando um segmento de 

fita dupla. Essas sequências complementares são marcadas com fluorescências 

específicas, que permitem identificar segmentos específicos distribuídos ao longo de 

um cromossomo, auxiliando na identificação de alterações cromossômicas, nem 

sempre reconhecidas pelo cariótipo (Pinkel et al, 1986; Hackel & Varella-Garcia, 

1997; Taucher et al, 2002; Martins et al, 2003). Na FISH, o cromossomo é fixado em 

lâmina, desnaturado e exposto à sonda específica, desenhada para hibridizar na 

região a ser estudada. Utilizando a microscopia de campo escuro e identifica a 

luminescência das sondas. O DNA estudado pode ser obtido de culturas celulares 

de tecidos frescos ou material proveniente de blocos parafinados (Naoum, 2001; 

Klumb et al, 2002; Martins et al, 2003; Chauffaille, 2003).   

 A biologia molecular apresenta-se como uma possibilidade para a detecção 

da ST. Gicquel et al em 1998, investigaram um grupo de 375 meninas com baixa 

estatura utilizando  a técnica de Southern blotting. O DNA foi extraído de leucócitos 

obtidos do sangue periférico das pacientes e, posteriormente, digerido com a enzima 
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de restrição EcoRI. A análise da região Xcen-p11.22 foi realizada com a sonda 

M27β, sendo os sinais de hibridização da sonda quantificados por análise 

densitométrica e comparados com DNAs controles de mulheres normais (uma 

homozigota e uma heterozigota) e de um homem normal. Desse modo foi possível 

identificar 18 pacientes que apresentavam algum tipo de anomalia cromossômica, 

sendo 7 pacientes ST 45,X, 10 pacientes com mosaicismo da ST e 1 caso de 

trissomia do cromossomo X. Esta técnica demonstrou boa sensibilidade (94,7%) e 

especificidade (97,7%). 

Longui et al, 2002, avaliaram um gene altamente polimórfico responsável por 

codificar o receptor androgênico (RA) humano (HUMANARA – OMIM 313700), 

localizado no braço longo do cromossomo X, região Xq11-12. O gene do RA está 

localizado fora da região pseudoautossômica do cromossomo X e, portanto, 

apresenta-se com apenas uma cópia nos indivíduos do sexo masculino (XY) e duas 

cópias nos indivíduos do sexo feminino (XX). Dessa maneira, há compensação na 

dosagem gênica no sexo feminino, pois o gene está ativo somente em um 

cromossomo X e inativo no outro, pelo mecanismo de metilação do DNA. Na 

presença de um único cromossomo X este se encontra não-metilado. No teste 

proposto realizou-se a digestão enzimática com a enzima HpaII, sensível à 

metilação e, posteriormente, uma reação de PCR analisada por eletroforese (PCR-

RFLP). O resultado observado foi a amplificação somente do segmento presente no 

segundo cromossomo X (metilado). Os autores avaliaram 22 pacientes com ST, já 

com cariótipo confirmado, sendo 18 pacientes com cariótipo 45,X e 4 pacientes com 

cariótipo 45,X/46,XX. Com o teste, foi possível identificar que três das pacientes 

supostamente 45,X amplificaram o segmento mesmo após a digestão enzimática, 

sugerindo a presença da linhagem 46,XX em baixa frequência, não identificada 

previamente pelo cariótipo possivelmente devido ao número limitado de células 

avaliadas nessa metodologia. 

O método de genotipagem com PCR fluorescente (QF-PCR) é outro método 

alternativo para o diagnóstico citogenético de anormalidades cromossômicas, e já 

utilizadas em estudos Europeus para o diagnóstico pré-natal das principais 

anormalidades cromossômicas numéricas. Com está técnica é possível identificar o 

número de cópias dos cromossomos 13, 18, 21, X e Y, constituindo-se como uma 

metodologia rápida e eficiente, com alta sensibilidade e especificidade (Cirigliano et 

al, 2002; Andonova et al, 2004; Cirigliano et al, 2004).  
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Cirigliano et al, 2004, compararam os métodos QF-PCR multiplex e técnica de 

citogenética convencional na avaliação de 16.746 amostras de fluído amniótico, 625 

amostras de vilo coriônicos, 123 amostras de sangue fetal e 506 amostras de 

tecidos de fetos abortados, perfazendo o total de 18.000 amostras analisadas. Para 

a elaboração da PCR foram utilizados vários marcadores cromossômicos, sendo 

seis STR (short tandem repeats) direcionados aos cromossomos X e Y, seis para o 

cromossomo 21, cinco para o cromossomo 18, e quatro para o cromossomo 13, 

sequências não-polimórficas do gene AMXY (Amelogenin-OMIM-X-300391-Y-

410000) e do gene SRY (Sex Determining Region in chromosome Y- OMIM 

480000),  com o objetivo de detectar o sexo fetal. Durante o estudo, foram incluídos 

mais seis marcadores STR para o cromossomo X. Para a reação de PCR os 

iniciadores sense foram marcados com diferentes fluorocromos, a eletroforese 

capilar realizada em sequenciador de DNA automatizado (ABI 310), e os resultados 

analisados pelo software GeneScan. Observou-se que em 99,9% das 18.000 

amostras foi possível extrair o DNA e realizar a PCR, sendo que para a ST foi 

possível detectar 55 dos 56 casos com cariótipo 45,X e 12 dos 25 casos de 

mosaicismos para a síndrome.  

  Meng et al em 2005 utilizaram a genotipagem por pirosequenciamento 

baseada na detecção de SNP (single nucleotide polymorphisms) para a triagem da 

ST. Utilizando-se de um banco de dados do  dbSNP, foi selecionado um painel de 

22 SNPs com heterozigose maior do que 25% para o cromossomo X. Para o Y foi 

escolhido um painel de 8 SNPs.  Em amostras de DNA de 25 casos de ST com 

cariótipos confirmados foram realizadas PCRs utilizando iniciadores marcados. O 

pirosequenciamento permitiu uma análise quantitativa baseada na intensidade do 

sinal dos diferentes alelos, e a combinação de pelo menos quatro marcadores foi 

capaz de identificar 100% dos 13 casos de mosaicismos e todos os casos de 

pacientes de ST com 45,X, confirmando a perda de heterozigose pelos marcadores. 

Figueredo et al, 2008, utilizaram a genotipagem através do GeneScan  para a 

análise das repetições CAGs presentes no exon 1 do RA para avaliar 30 meninas 

com baixa estatura com suspeita de ST nas quais o cariótipo foi realizado 

juntamente com genotipagem. O exame de genotipagem detectou 9 pacientes 

homozigotas e 21 heterozigotas. Dentre as 9 homozigotas, 6 eram pacientes com 

ST e cariótipo 45,X, e 3 eram pacientes com baixa estatura e cariótipo 46,XX. No 

grupo heterozigoto, 17 pacientes apresentaram cariótipo 46,XX e 4 eram pacientes 



11 

 

com ST com algum tipo de mosaicismo. Esse teste apresentou sensibilidade de 

100% e especificidade de 85% no diagnóstico de ST,apenas nos casos 45,X.  

 Rocha et al em 2010 analisaram amostras de sangue de 78 mulheres 

controles armazenadas em papel filtro, 25 pacientes com ST 45,X e 32 pacientes 

com ST com outros cariótipos. O DNA dessas amostras foi extraído e submetido à 

PCR em tempo real em duplex, incluindo o gene ARSE e o nomalizador GAPDH 

(OMIM- 138400). Definiu-se um ponto de corte de valor normal de 0,7 da relação 

ARSE/GAPDH pela curva ROC. Com este limite estabelecido, 100% das pacientes 

45,X ficaram abaixo do ponto de corte (sensibilidade de 100%).  A especificidade 

também foi de 100% para o cariótipo 45,X. Para os mosaicismos, a sensibilidade foi 

de 56%, sugerindo um potencial de aplicabilidade do teste para triagem neonatal da 

ST 45,X. 

 Rivkees et al, 2011, propõe o pirossequenciamento como um método de 

diagnóstico para a ST, utilizando-se da genotipagem para a quantificação relativa 

dos alelos, para analisar 18 regiões de SNPs para o cromossomo X e 1 região para 

o cromossomo Y, em amostras de sangue periférico e esfregaço de mucosa bucal 

de pacientes com cariótipos variados para a ST e mulheres com cariótipo 46,XX. No 

sangue periférico foram analisadas 208 amostras, sendo dessas, 132 com cariótipo 

46,XX e 74 com ST, obtendo uma sensibilidade de 96% e especificidade de 97%. Já 

para o esfregaço de mucosa bucal foram analisadas 88 amostras, sendo 19 de 

mulheres com cariótipo 46,XX e 69 de pacientes com ST, obtendo sensibilidade de 

97% e especificidade de 84%. No total das análises, o autor observou resultado 

falso negativo em 4% das pacientes com ST, estabelecendo a sensibilidade da 

técnica em 96% para ambos os tipos de amostras. O autor enfatiza ainda a 

importância da confirmação do cariótipo para o diagnóstico, apontando o 

pirossequenciamento como uma metodologia adjacente que possibilita o tratamento 

precoce para as pacientes com ST. 

 Aksglaede et al, 2012, propuseram a triagem para a síndrome de  Klinefelter 

(SK), utilizando amostras de 50 pacientes com cariótipos confirmados para a 

síndrome e 97 controles masculinos. As amostras de sangue foram armazenadas 

em papel filtro, além da coleta de células da mucosa bucal colhidas por esfregaço. O 

DNA de todas as amostras foi extraído e dois protocolos de PCR em tempo real 

foram estabelecidos. O primeiro foi utilizado para o mapeamento do cromossomo X, 

utilizando os genes RA e SHOX (short stature homebox-OMIM- 312865) e o gene 
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GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) como normalizador. A 

especificidade e sensibilidade foram de 98 e 99%, respectivamente. A segunda 

análise classificou as amostras de acordo com o número de cópias de RA e SHOX, 

comparando-as com a relação das amostras controles. Obtendo uma sensibilidade e 

uma especificidade de 100% para o teste. 

 Os métodos citados acima estão organizados no quadro 01, de forma a 

identificar a evolução dos estudos.  

 

QUADRO 01: Resumo das técnicas propostas para o diagnóstico laboratorial da ST. 

Método Objetivo N avaliado Autor 

Cariótipo e FISH diagnóstico 
240 pacientes com 
leucemia mieloide 

Fröhling et al, 2002 

Southern blotting diagnóstico 375 meninas com BE Gicgel, 1998 

PCR-RFLP triagem 22 pac com ST Longui et al, 2002 

QF-PCR  triagem 
18000 amostras de 

tecidos distintos 
Cirigliano et al, 2004 

Pirossequenciamento diagnóstico 25 pacientes com ST Meng et al, 2005 

Genotipagem por 
GeneScan 

diagnóstico 64 meninas com BE Figueredo et al, 2008 

PCR em tempo real triagem 

78 pac. 46,XX 
25 pac. 45,X 

32 pac. ST outros 
cariótipos 

Rocha et al, 2010 

Pirossequenciamento triagem/diagnóstico 

208 amostras de 
sangue periférico 

88 amostras de swab 
bucal 

Rivkees et al, 2011 

PCR em tempo real triagem 
97 controles masculinos 

50 pac. com SK 
Aksglaede et al, 2012 

 

A PCR em tempo real é uma técnica molecular que apresenta boa 

sensibilidade e especificidade, possibilita automatização, apresenta baixo risco de 

contaminação e é um método ajustável a uma rotina laboratorial de análises clínicas. 

Devido a essas qualidades, essa técnica tem potencial para aplicação em uma rotina 

de triagem neonatal (Tsé et al, 2003; Bustin et al, 2009; Rocha et al, 2010). 
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3. Objetivos: 

 

01) Padronizar reação de PCR em tempo real de forma a torná-la aplicável em 

um programa de triagem neonatal da síndrome de Turner, tanto para detecção de 

pacientes 45,X quanto para os casos de mosaicismos de X. 

 

02) Estabelecer ponto de corte normal para as razões entre os genes de estudo 

e o normalizador. 

 

03) Propor algoritmo de triagem neonatal da ST, utilizando a quantificação 

relativa dos genes por PCR em tempo real. 
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4. Métodos:  

 

4.1. Casuística. 

 

No presente estudo foram coletadas, por punção de calcanhar, 1000 

amostras de sangue periférico armazenadas em papel filtro, de recém-nascidas na 

Maternidade da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de São Paulo. As 

amostras foram obtidas no mesmo momento do teste clássico de triagem neonatal, 

evitando-se assim punção adicional. Neste estudo foram aplicadas as condições 

rotineiras da triagem neonatal. Tais amostras foram colhidas entre Novembro de 

2010 e Junho de 2012, em nascimentos sequenciais. As coletas mencionadas foram 

efetuadas após autorização dos responsáveis e assinatura de Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, no qual se justificam todas as atividades 

realizadas com as amostras colhidas, preservando a identidade das crianças e 

assegurando que os resultados encontrados serão utilizados somente para fins 

acadêmicos (Anexo 01). 

As amostras de sangue em papel filtro foram armazenadas identificadas 

numericamente, portanto de forma anônima, sendo os dados pessoais e clínicos dos 

pacientes arquivados em banco de dados separado, de maneira que o pesquisador 

foi cego para os nomes e dados clínicos e laboratoriais dos sujeitos da pesquisa.   

Durante as coletas, foram perdidas 04 amostras enviadas ao laboratório com 

a devida identificação das mães, com os dados de registro, porém sem as amostras 

de papel filtro. Por esse motivo, foram analisadas 996/1000 amostras.  

Após a coleta, os papéis-filtro permaneceram por 3 horas sobre a estante 

para secagem, em posição horizontal. Em seguida, os papéis foram embalados 

individualmente e encaminhados ao Laboratório de Medicina Molecular do 

Departamento de Ciências Fisiológicas da Faculdade de Ciências Médicas da Santa 

Casa de São Paulo, onde foram armazenados em temperatura ambiente até o 

momento da extração de DNA. O período médio de armazenamento, antes das 

extrações de DNA, foi de aproximadamente 2 anos. 

Para o cálculo da sensibilidade e controle de falso-negativos do presente 

método, foram incluídas em papel filtro as amostras de 10 meninas com o 
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diagnóstico confirmado de ST e cariótipo 45,X e 10 meninas com ST e cariótipo com 

mosaicismos de X.  

As amostras das pacientes com ST foram colhidas no Ambulatório de 

Endocrinologia Pediátrica da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de São 

Paulo (16 amostras) e no Ambulatório da Unidade de Crescimento e 

desenvolvimento do HCFMUSP (4 amostras), durante o atendimento de rotina das 

pacientes. As 20 amostras foram identificadas numericamente e introduzidas 

randomicamente em meio às amostras do berçário de forma a tornar cega sua 

identificação pelos investigadores do laboratório.  

 

4.2. Extração de DNA genômico. 

 

4.2.1. Extração de DNA genômico de amostras armazenadas em papel filtro. 

 

A extração de DNA das amostras armazenadas em papel filtro foi realizada 

após função de 03 discos com 2 mm de diâmetro, os quais foram transferidos para 

microtubo com capacidade de 1,7mL. Em um primeiro momento, os discos com as 

amostras de sangue foram eluídos por incubação a 60ºC, durante 30 minutos, com 

180 µL de reagente de purificação MGM® Pureplus (Nº Catalógo 23020100, MGM 

Assessoria Biológica®, Curitiba, Paraná, Brasil) e 0,7 µL de proteinase K, 

homogeneizando a mistura em vórtex. Posteriormente, foi realizada uma segunda 

eluição com mais 180 µL de reagente MGM® Pureplus, sendo o tempo de incubação 

reduzido para 15 minutos.  

Em seguida, foi aplicada às amostras uma série de três eluições com água 

destilada UltraPure™ (Nº catalógo 10977-015, Gibco™ Invitrogen Corporation, 

Faraday Avenue, Carlsbad, CA, USA), cada uma com incubação de 5 minutos, à 

temperatura de 60°C, com o objetivo de retirar as hemácias. Por fim, para a eluição 

do DNA, adicionou-se ao tubo o volume de 30 µL de água destilada UltraPure™, que 

permaneceu a uma temperatura de 60ºC, por 30 minutos. O sobrenadante contendo 

o DNA em suspensão foi então recuperado e transferido para um novo microtubo 

armazenado a -20ºC, até o momento da realização da PCR em tempo real (Figura 

01).  
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FIGURA 01: Modelo de extração do DNA. Extração de DNA do sangue armazenado em papel filtro 

(modificado de Rocha et al, 2010). 

 

4.2.2. Extração de DNA genômico de sangue periférico (DNA utilizado na curva-

padrão). 

 

 Foi estabelecida uma curva-padrão única, utilizada em todos os ensaios, com 

o objetivo de tornar a medida quantitativa mais reprodutível nos ensaios realizados, 

bem como permitir melhor identificação do segundo cromossomo X. A curva-padrão 

foi montada com a diluição seriada do DNA genômico pertencente a uma mulher 

normal 46,XX, confirmada por meio de cariótipo (Anexo 02).  

O protocolo para extração salina de DNA foi realizado seguindo o método 

estabelecido por Lahiri & Nurberger, 1991, e modificado por Cavalli, 1996, e Salazar, 

1998 (Anexo 03). 

 O produto final da extração foi ressuspenso em água UltraPure™ para 

biologia molecular e armazenado a -20°C, para posterior diluição da curva e 

realização da PCR em tempo real. 

 

4.3. Preparo da Curva-padrão. 

 

 A curva-padrão foi estabelecida a partir de DNA genômico, sendo que o ponto 

mais concentrado da curva foi estabelecido a partir da diluição 1:100 do produto de 

extração.  

Com o intuito de criar um do espectro de DNA genômico que tivesse 

abrangência de análise e permitisse identificar valores compatíveis com as amostras 

extraídas do papel filtro, a curva-padrão foi diluída seriadamente na proporção 1:1. 

Além disso, a utilização da mesma curva padrão permite um controle das reações e 
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a determinação de um mesmo ponto de corte para os resultados de todas as placas 

de PCR em tempo real (Figura 02). 

 

 

FIGURA 02: Elaboração da curva-padrão a partir de DNA extraído de linfócitos do sangue periférico de mulher normal, com 

cariótipo 46,XX. 

 

4.4. Determinação dos genes de interesse ARSE (Arilsulfatase E OMIM-300180) 

e MAGEH1(antígeno do melanoma, proteína H1 OMIM-300548). 

 

Para a adequada realização de exame molecular, visando estabelecer a 

quantidade de genes localizados no braço curto do cromossomo X, foram 

selecionados dois genes de interesse ARSE e MAGEH1. Esses genes são 

localizados estrategicamente, um em região pseudoautossômica telomérica (ARSE) 

e outro na região pericentromérica (MAGEH1), o que permite a detecção de perda 

parcial ou total do braço curto do segundo cromossomo X.   

 ARSE: localizado na região pseudoautossômica telomérica do 

cromossomo X (Xp22.3),  portanto presente em duas cópias nos indivíduos de 

sexo feminino (46,XX).  

No braço longo do cromossomo Y (Yq11.21) existe um gene homólogo não 

funcional, denominado ARSEP (pseudogene), e, portanto, indivíduos 

masculinos com cariótipo 46,XY também possuem duas cópias identificáveis 

(Meroni et al. 1996; Lahn & Page, 1999). (Figura 03)  
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FIGURA 03: Representação da localização do gene ARSE (cromossomo X) e de seu homólogo não funcionante (ARSEP) no 

cromossomo Y. Fonte: OMIM. Online Mendelian Inheritance in Man, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim 

 

 MAGEH1: localizado no braço curto do cromossomo X, na região 

pericentromérica (Xp11.21). Habitualmente utilizado como marcador de 

células tumorais de melanomas e de sensibilidade a medicamentos 

quimioterápicos (Chomez et al, 2001; Tcherpakov et al, 2002; Ojima, 2010) 

(Fig. 04). 

 

FIGURA 04: Representação da localização do gene MAGEH-1 (cromossomo X). Fonte: OMIM. Online Mendelian Inheritance in 

Man, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim  

Os genes de interesse foram utilizados em dois momentos distintos. Em um 

primeiro momento, a avaliação das pacientes foi feita pela quantificação do gene 

ARSE, sugerindo a possibilidade da ST. Nos casos sugestivos de redução do ARSE, 

além da repetição de quantificação do ARSE as amostras foram num segundo 

momento reavaliadas para a quantificação do gene MAGEH1, para aumentar a 

probabilidade do diagnóstico.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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4.5. Determinação do gene normalizador. 

 

 Com o objetivo de equiparar a quantidade de DNA das amostras utilizadas 

em cada reação, adicionou-se à amplificação dos genes de interesse um gene 

normalizador. O gene escolhido foi o que apresentou eficiência de amplificação 

similar, quando em duplex com cada um dos genes de interesse.  

  A escolha do gene normalizador iniciou-se a partir de um grupo de 12 

possíveis genes. Utilizou-se o software Genorm para comparar os resultados 

obtidos, confrontando a amplificação dos possíveis normalizadores com a 

amplificação dos genes de interesse. Desse modo, foi possível determinar os 5 

melhores genes normalizadores para o sangue periférico armazenado em papel 

filtro. A seguir, analisou-se a eficiência de amplificação desses possíveis genes em 

duplex com os genes de interesse, sendo o gene HBB (hemoglobina beta, 11p15.5, 

OMIM 141900) (Figura 05) aquele que apresentou a melhor eficiência de 

amplificação (Figura 06).  O uso de apenas um gene normalizador, teve como intuito 

minimizar o custo da reação.  

 

FIGURA 05: Localização do gene normalizador HBB no cromossomo 11. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?l141900
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FIGURA 06: Análise da eficiência de amplificação do gene HBB em relação ao gene ARSE (figura A) e em relação ao gene 

MAGEH1 (figura B), durante reação realizada em duplex para cada par de genes. 

 

4.6. Reação de PCR em tempo real utilizando o sistema Taqman. 

 

 Para as reações de PCR em tempo real, foram utilizadas sequências 

específicas de primers e sondas para cada um dos genes de interesse e gene 

normalizador. As sondas estabelecidas para a realização da PCR foram marcadas 

com fluorescências distintas, permitindo, assim, a realização de um teste duplex. 

Para os genes de interesse, utilizou-se a fluorescência FAM, e para o gene 

normalizador a fluorescência TAMRA.                             

As sequências utilizadas estão descritas a seguir: 

a. Gene ARSE: 

 Primer sense: TTG TGA CGC CTG TGT TCCA (Invitrogen by Life 

Technology) 

Primer anti-sense: GGC AGA CCT TTC TTC CAT AGCA (Invitrogen by Life 

Technology) 

Sonda: 6-FAM- CCA GAG GGA GCC GGT-MGB (Applied Biosystems by Life 

Technology) 

b. Gene MAGEH1: Assay Hs01183540_cn –FAM (Part number: 4400291 – 

Applied Biosystems by Life Technology). 

 

 

A B 
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c. Gene Normalizador HBB: 

Primer sense: GTG CAT CTG ACT CCT GAG GAG A (Invitrogen by Life 

Technology) 

Primer anti-sense: CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG (Invitrogen by Life 

Technology) 

Sonda: AAG GTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GG-TAMRA (Applied 

Biosystems by Life Technology) 

 

Os protocolos de reação utilizados estão descritos nas tabelas 01 e 02, a seguir: 

 

               TABELA 01: Protocolo da reação de PCR em tempo real para o duplex do gene telomérico 

ARSE e do gene normalizador HBB. 

 

MIX 
Volume para 01 amostra 

(µL) 

Master Mix 13,0 

Primer Sense ARSE 0,1 

Primer Anti-Sense ARSE 0,1 

Sonda ARSE 0,1 

Primer Sense HBB 0,3 

Primer Anti-Sense HBB 0,3 

Sonda HBB 0,3 

Água Livre de RNAse e DNAse 2,9 

DNA 7,9 

Volume Final 25,0 
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TABELA 02: Protocolo da reação de PCR em tempo real para o duplex do gene peri-centromérico 

MAGEH1 e do gene normalizador HBB. 

 

 

 

    

    

  

 

 

 

 

A pipetagem dos reagentes para o preparo do “mix” da PCR em tempo real foi 

realizada em fluxo laminar.  

Todas as amostras foram analisadas em duplicatas. Em cada experimento 

foram utilizadas curvas-padrão com 04 pontos e um controle negativo (NTC = no 

template control) ao qual foi adicionado água ao invés de DNA. 

 As reações de PCR foram realizadas no equipamento 7500 Real Time PCR 

System (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), com uma programação dos 

parâmetros no programa SDS - Sequence Detection System version 1.2, 7500 

Systems SDS Software (Applied Biosystem). Foram utilizadas as seguintes 

condições de termociclagem, já estabelecidas em estudo anterior: 50ºC por 2 

minutos, 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 

minuto, ocorrendo a leitura da fluorescência neste último passo de cada ciclo (Rocha 

et al, 2010). 

 

 

 

 

 

 

MIX 
Volume para 01 amostra 

(µL) 

Master Mix 13,0 

Assay MAGEH1 0,6 

Primer Sense HBB 0,3 

Primer Anti-Sense HBB 0,3 

Sonda HBB 0,3 

Água Livre de RNAse e DNAse 2,6 

DNA 7,9 

Volume Final 25,0 



23 

 

4.7. Elaboração dos cálculos para análise dos resultados. 

 

Por meio das análises dos genes por PCR em tempo real, obteve-se a 

quantificação média (QM) das duplicatas de cada um dos genes ARSE e HBB. 

Determinou-se a razão simples entre as quantidades relativas do gene de interesse 

e do gene normalizador (Figura 07) em cada uma das amostras. O mesmo 

procedimento foi efetuado para as reações realizadas com o gene MAGEH1.  

 

 

Figura 07: Fórmula do cálculo da razão entre as quantidades médias dos genes de interesse (ARSE e MAGEH1), em 

relação ao gene normalizador (HBB). 

 

     4.8. Conduta sequencial para a realização dos ensaios.  

 

a) A partir das 996 amostras colhidas no berçário, utilizando-se os 

resultados de quantificação do gene ARSE, calculou-se o percentil 5 

(p5), que por definição aleatória representou o ponto de corte normal 

esperado para a população geral (Figura 08). 

b) As amostras com resultado inferior ao p5 foram novamente 

quantificadas, sendo repetida a reação de quantificação do gene 

ARSE. 

c) Nas amostras em que o gene ARSE permaneceu abaixo do ponto de 

corte, realizou-se a quantificação do segundo gene de estudo 

(MAGEH1). 

d) As amostras que apresentaram valores reduzidos do gene MAGEH1 

(definidas como o p95 das pacientes com ST confirmadas por cariótipo, 

Figura 09) foram consideradas sugestivas de doença e indicativas de 

reconvocação do indivíduo para realização de cariótipo e repetição de 

análise molecular. 
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e) A análise das pacientes com ST, confirmadas por cariótipo, permitiu a 

identificação dos falso-negativos e do verdadeiro-positivos, o que 

possibilitou a realização dos cálculos de sensibilidade do ponto de 

corte definido para cada um dos genes de interesse. 

 

 

Figura 08: Algoritmo de análise das amostras pertencentes às recém-nascidas para o gene ARSE em razão do gene HBB. 
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Figura 09: Determinação do percentil 95 para a quantidade do gene MAGEH1 obtida nas pacientes com síndrome de Turner 

(ST) 
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5. Resultados: 

 

A primeira análise das quantidades médias do gene ARSE em razão do gene 

HBB (ARSE/HBB), para o grupo de amostras das 996 recém-nascidas, e das 

pacientes com ST, estão apresentados na tabela 03.  

 

Tabela 03: Dados obtidos durante a primeira determinação da razão ARSE/HBB para as 996 

amostras de RNs e para as 20 amostras das pacientes com ST. 

 

Análise Cálculos 966 RNs 20 ST 

ARSE/ HBB 

Média 1,7 0,57 

Desvio Padrão 0,82 0,22 

Mediana 1,55 0,52 

Percentil 25 1,19 0,40 

Percentil 75 2,07 0,74 

 

A análise estatística para as amostras das RNs mostrou uma distribuição não 

paramétrica dos valores. Por isso, optaram-se pelos de mediana e os percentis 25 e 

75 para expressar a variabilidade dos resultados. Em pacientes com ST a 

distribuição foi paramétrica, porém o número de casos foi relativamente menor. Os 

resultados individuais das amostras das RNs estão apresentados no anexo 04. 

Uma segunda amostra ARSE/HBB foi realizada nas 51 amostras de RNs que 

apresentaram resultados abaixo do percentil 5 (<0,81) da primeira medida dos 

valores.  

Para o grupo das pacientes com ST os resultados estão apresentados na 

tabela 04. 
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Tabela 04: Dados obtidos durante a segunda determinação da razão ARSE/HBB para as 51 amostras 

de RNs e para as 19 amostras das pacientes com ST que apresentaram valores abaixo ou iguais a 

0,81 durante a primeira determinação. 

 

Análise Cálculos 51 RNs 19 ST 

ARSE/ HBB 

Média 1,14 0,47 

Desvio Padrão 0,40 0,16 

Mediana 1,05 0,47 

Percentil 25 0,87 0,41 

Percentil 75 1,37 0,55 

 

A análise dos resultados das RNs indicou distribuição não paramétrica dos 

valores e, portanto optou-se por mostrar os valores de mediana e os percentis 25 e 

75. Os resultados individuais dessa segunda avaliação das RNs estão apresentados 

no anexo 05.   

A descrição das quantidades do gene MAGEH1 em razão do gene HBB 

(MAGEH1/HBB), foi realizada em apenas 10 RNs que apresentaram resultados 

abaixo do percentil 5 para a segunda análise do gene ARSE. As 20 pacientes com 

ST foram analisadas para o MAGEH1 independente dos resultados obtidos para o 

gene ARSE. Os dados obtidos estão apresentados na tabela 05. 

 

Tabela 05: Quantificação da razão MAGEH1/HBB para as 10 amostras de RNs que apresentaram 

valores abaixo ou iguais a 0,81, tanto na primeira quanto na segunda determinação da razão 

ARSE/HBB, e para as 20 amostras das pacientes com ST. 

 

Análise Cálculos 10 RNs 20 ST 

MAGEH1/ HBB 

Média 1,21 0,63 

Desvio Padrão 0,15 0,27 

Mediana 1,21 0,58 

Percentil 25 1,05 0,48 

Percentil 75 1,32 0,70 

 

Os resultados individuais para as amostras de cada uma das RNs que 

realizaram as duas determinações estão apresentadas no anexo 06. 
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Os valores individuais observados na pacientes com ST em relação às 

análises feitas para o gene ARSE e para o gene MAGEH1 estão apresentadas no 

anexo 07. 

Estabeleceu-se também a mediana para a razão entre as quantidades dos 

genes ARSE e MAGEH1, que foi de 0,73 para as amostras das 51 recém-nascidas 

(RN) e de 0,94 para as amostras das pacientes com ST, apresentados na tabela 06. 

 

Tabela 06: Dados para a razão entre as razões dos genes ARSE/HBB e MAGEH1/HBB, para as 51 

amostras reanalisadas das RNs e para as amostras das pacientes com ST. 

 

Análise Cálculos 51 RNs 20 ST 

ARSE/MAGEH1 

Média 0,82 0,92 

Desvio Padrão 0,27 0,29 

Mediana 0,73 0,94 

Percentil 25 0,63 0,79 

Percentil 75 0,96 1,13 

 

Ao realizar a comparação estatística entre os valores das 51 RNs com os das 

20 pacientes com ST, pelo teste de Mann-Whitney Rank Sum observamos diferença 

significativa . 

Em resumo, com os resultados da razão entre os genes ARSE e HBB das 

amostras de 996 RN, optou-se, como ponto de corte, pelo percentil 5 (igual a 0,81), 

sendo portanto selecionados os resultados 5% mais baixos, para a repetição da 

análise. Os valores acima desse percentil foram considerados adequados.  

Dessa forma, 51 amostras de RN apresentaram resultados inadequados 

abaixo de 0,81, e foram novamente medidas para o gene ARSE. Dessas amostras, 

10/51 confirmaram-se abaixo do p5 e foram analisadas para o segundo gene de 

estudo (MAGEH1).  

 Para a razão dos genes MAGEH1 e HBB, o ponto de corte foi baseado nos 

resultados observados nas pacientes com ST. Definiu-se o percentil 95 como ponto 

de corte (1,24). Valores abaixo desse percentil foram considerados 

inadequadamente baixos e compatíveis com ST. Portanto, RNs cujos valores das 

amostras se apresentaram abaixo desse percentil deverão ser reconvocadas para a 

coleta de uma nova amostra em papel de filtro e realização de cariótipo. Das 10 

amostras de RN avaliadas para o gene MAGEH1, 6 apresentaram valores abaixo ou 
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iguais a 1,24, indicando a necessidade de reconvocação. O fluxo de avaliação das 

pacientes está resumido na figura 10.   

 

FIGURA 10: Algoritmo descritivo da sequência de testes realizados para identificação de casos suspeitos. 

Com a utilização destes critérios, obteve-se uma taxa repetição de 51/996 (5%) 

para as análises com o gene ARSE, 10/996 (1%) foram analisados para o segundo 

gene, MAGEH1, e a reconvocação foi necessária em 6/996 (0,5%) das RNs 

avaliadas. 

Para as pacientes com ST, ao ser aplicado o percentil 5 para o gene ARSE, 

obteve-se 1 resultado falso negativo dentre as 20 amostras analisadas. Ao 

repetirmos o teste para as 19 amostras, inicialmente alteradas, todas permaneceram 

baixas. Na realização do segundo teste para o gene MAGEH1, dentre as 20 

amostras analisadas para o segundo gene, obteve-se 1 falso negativo, conforme 

observado na análise com o ARSE. Nenhuma paciente com ST apresentou valor 

falso negativo quando os dois genes foram avaliados. 

A tabela 07 apresenta os valores verdadeiros positivos e falsos negativos para a 

análise do gene ARSE das pacientes com ST. 
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TABELA 07: Resultado de sensibilidade e valor preditivo positivo (VPP) da análise das amostras das 

20 pacientes com ST, para a razão ARSE/HBB. 

  
DOENTE 

 

     

    SIM NÃO  

E
X

A
M

E
S

 
POSITIVO 

19 0 19,00 

NEGATIVO 
1 0 1,00 

  20 0  

     

  SENSIBILIDADE 0,95  

  VPP 1,00  

 

Ao se calcular a sensibilidade e o valor preditivo positivo para as pacientes com 

ST, observou-se uma sensibilidade de 95% do teste com o gene ARSE e o valor 

preditivo positivo igual a 1. 

Quando foram aplicados os mesmos cálculos para a análise realizada com o 

gene MAGEH 1 observou-se sensibilidade de 95% e valor preditivo positivo igual a 1 

(Tabela 08). 

TABELA 08: Resultado de sensibilidade e valor preditivo positivo (VPP) da análise das amostras 

das 20 pacientes com ST, para a razão MAGEH1/HBB. 

  
DOENTE 

 

     

    SIM NÃO  

E
X

A
M

E
S

 

POSITIVO 
19 0 19,00 

NEGATIVO 
1 0 1,00 

  20 0  

     

  SENSIBILIDADE 0,95  

  VPP 1,00  

 

As amostras de duas pacientes com ST, numeradas como 979 e 322 foram 

detectadas como adequadas (falso negativo), acima dos pontos de corte, pela 
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análise dos genes ARSE e MAGEH1, respectivamente. As duas pacientes possuem 

cariótipos mosaicos para a ST e, quando analisadas por 3 vezes adicionais para 

esses genes apresentaram valores abaixo dos pontos de corte, ou seja, passaram a 

ser reconhecidas como alteradas (Tabela 09 e 10) (Anexo 08).  

TABELA 09: Resultados observados nas repetições dos testes para os genes ARSE e MAGEH1, em 

relação às amostras das pacientes com ST, números 979 e 322. As análises 1, 2, 3 e 4 foram 

realizadas consecutivamente. 

PAC. 
ST 

ARSE 
1 

ARSE 
2 

ARSE 
3 

ARSE 
4 

MAGEH1 
1 

MAGEH1 
2 

MAGEH1 
3 

MAGEH1 
4 

979 1,11 0,77 0,69 0,59 0,88 0,56 0,64 0,81 

322 0,24 0,42 0,40 0,33 1,59 0,84 0,84 1,03 

 

TABELA 10: Resultado dos cariótipos das pacientes com ST 979 e 322. 

ST CARIÓTIPO METÁFASES 

979 45,X (4)/ 46,XX (31) 35 

322 

45,X(05) 

46,X i(Xq) (13) 

47,X i(Xq) i(Xq) (09) 

46,i(Xq)i(Xq) (1) 

Perdas aleatórias (2) 
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A paciente 979 foi diagnosticada aos 18 anos de idade, com queixa de ausência 

de menarca, e o cariótipo foi realizado, confirmando o diagnóstico de ST. As 

principais características fenotípicas descritas foram: a necessidade de indução 

puberdade e baixa estatura. Os resultados foram normais para a primeira análise do 

gene ARSE, porém apresentando valores baixos nas repetições seguintes, 

confirmando os valores baixos na análise realizada pelo gene MAGEH1. Essa 

paciente já foi reconvocada para nova coleta de cariótipo, objetivando melhor 

investigação. 

A paciente 322 foi diagnosticada com 03 anos e 05 meses de idade, sendo o 

diagnóstico confirmado com cariótipo. A paciente apresentava as seguintes 

características fenotípicas: cúbito valgo, implantação baixa dos cabelos (em forma 
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de tridente), implantação baixa das orelhas, discreto pescoço alado, face triangular, 

hipertelorismo ocular e mamário. Observou-se um resultado normal (acima do ponto 

de corte de 1,24) para a análise do gene MAGEH1.  Ao analisarmos os valores 

obtidos na razão ARSE/MAGEH1, observamos no grupo das pacientes com ST que 

a paciente 322 apresenta um valor muito abaixo do que o observado no grupo, 

apontando um número de cópias para o gene ARSE menor que o número de cópias 

para o gene MAGEH1 (Figura 11). 

 

Figura 11: O gráfico apresenta os valores da razão ARSE/MAGEH1 para as 51 RNs analisadas 

para o gene ARSE e MAGEH1 e das pacientes com ST. Circulado em verde está o resultado das 

pacientes 322, sugerindo um número maior de cópias do gene MAGEH1 do que do gene ARSE. 

  Devido aos resultados, com intuito de melhor investigar o falso-negativo do 

teste, a paciente 322 foi reconvocada, para coleta de amostra de sangue periférico, 

do qual se extraiu o DNA genômico, esse foi avaliado pelo método de MLPA 

(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) para o gene SHOX. A finalidade 

da análise é detectar as possíveis regiões onde possam ter ocorrido duplicações ou 

deleções devido ao cariótipo apresentado pela paciente. Para isso, o software 

determina pontos de corte a partir da fluorescência basal e dos controles da reação, 

sendo os menores de 0,7 considerados deleções e os maiores de 1,3 considerados 

duplicações.  

A paciente 322 possui um cariótipo mosaico com iso cromossomo de braço longo 

do X. A análise por MLPA apresentou deleção do gene SHOX, localizado no braço 

curto do cromossomo X (X p 22.33), o que justifica o resultado obtido abaixo do 

ponto de corte de 0,81 para análise do gene ARSE, já que ambos estão localizados 
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em regiões próximas. As regiões VAMP7 (Xq26.1) e AIFM1(Xq28) mantiveram-se 

dentro dos pontos de corte, quando comparadas com os  3 controles 46,XX.  

Quando os resultados são analisados em um gráfico de barras é possível notar 

que as quantidades de número de cópias desses genes na paciente 322, é maior do 

que a média dos controles, o que pode ser justificado pelo cariótipo da paciente, já 

que as regiões analisadas estão localizadas no braço longo do cromossomo X 

(Figura 12 e 13). 

O resultado para o gene MAGEH1, por sua vez, não pode ser observado, já que 

este se encontra em uma região centromérica não avaliada pelo kit de MLPA, e ao 

ser analisado consecutivamente mais três vezes os valores obtidos estão abaixo de 

1,24. Devido a esses resultados podemos considerar que a paciente 322, 

apresentou falso negativo para o gene MAGEH1 em um dos experimentos, mas não 

nas outras 3 repetições.  

 

 

Figura 12: Por meio do gráfico em barras, acima, é possível visualizar as deleções do gene SHOX e dos 

genes da região pseudoautossômica, localizados no braço curto do cromossomo X, quando comparamos com a 

média dos resultados obtidos nas pacientes 46,XX. Circulados em vermelho estão os genes AIMF1 e VAMP07, 

ambos localizados no braço longo do cromossomo X, com uma quantidade um pouco mais elevada em relação à 

média das controles. 
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FIGURA 13: A figura ilustra o resultado obtido com o MLPA. Os plots azuis são regiões de cromossomos 

autossomos, controles internos da reação; os plots verdes são as regiões analisadas para o gene SHOX e não 

apresentam deleções; os plots vermelhos são as regiões analisadas para o gene SHOX e apresentam deleções.  

O primeiro gráfico apresenta o resultado de uma controle 46,XX, com todas as regiões dentro dos pontos de 

corte. O segundo gráfico apresenta o resultado da paciente 322, em que a deleção do gene SHOX fica evidente, 

e os círculos vermelhos indicam os genes VAMP7 e AIFM1. 

 Com o objetivo de confirmar os resultados obtidos e validar o algoritmo, optou-se 

por reconvocar as 10 pacientes que apresentaram resultados inadequados para a 

segunda análise com o gene ARSE, ou seja, abaixo do ponto de corte de 0,81, e 

que gerou a taxa de reconvocação 10/996 (1%).  

Até o momento 3 das 10 recém-nascidas atenderam a reconvocação.  

A RN 723 teve o cariótipo confirmado 46,XX com 50 metáfases analisadas. Não 

apresentou estigmas que caracterizassem a ST em sua avaliação clínica. 
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Apresentou resultado de 0,7 para o gene ARSE (abaixo do desejável) e 0,59 para o 

gene MAGEH1 (abaixo do desejável), para a repetição da análise molecular.  

Outra RN, a 732 teve o cariótipo confirmado 46,XX com 50 metáfases analisadas 

e também não apresentou estigmas que caracterizassem a ST em sua avaliação 

clínica. Apresentou resultado de 0,68 para o gene ARSE (abaixo do desejável) e 

0,74 para o gene MAGEH1 (abaixo do desejável), para a repetição da análise 

molecular. Quanto a terceira RN (número 1001), não foi possível colher material 

para o cariótipo ou para análise molecular, pois a mesma não reside mais com os 

pais e encontra-se fora do país. Uma carta foi encaminhada para os responsáveis 

pelo serviço de destino, pedindo a realização dos exames clínicos e a realização do 

cariótipo.  

Realizou-se ainda o levantamento dos dados de parto das 10 RNs, com a 

intenção de encontrar dados que justificassem os resultados obtidos para os genes 

ARSE e MAGEH1. Os dados relevantes estão descritos na tabela 11. 

Tabela 11: Dados de parto das 10 RNs que apresentaram resultados inadequadamente baixos 

para o gene ARSE nas duas análises. 

 

RN 

   Idade 
da 

mãe 

 
Idade 

gestacional 
Peso 
(g) 

 

Apgar 
Exame Físico 

(intercorrência) 
ARSE 

01 
ARSE 

02 
MAGEH1 

Tipo de 
parto 

Comp. 
(cm) 

682 0,48 0,75 1,05 37 cesárea 34 2/7 2530 44 08;09 
HIV+ 

Sem mais 
intercorrências 

684 0,69 0,74 1,34 32 cesárea 41 1/7 3320 48 08;10 

icterícia por 
incompatibilidade 

ABO/Balow-Ortolani 
positivo a direita 

712 0,52 0,76 1,04 37 normal 38 2/7 2990 47 09;10 sem intercorrências 

723 0,53 0,54 1,24 26 cesárea 40 1/7 3245 49 08;09 
respiração 

irregular/cianose 
central  

725 0,47 0,78 1,46 24 normal 42 3/7 3295 46 10;10 
acavalgamento de 

suturas 

727 0,55 0,53 1,14 18 cesárea 37 3/7 2500 42,3 08;09 

PIG/ mãe 
dependente de 

cocaína/sobreposição 
atípica parietal 

730 0,69 0,79 1,32 23 cesárea 40 2/7 2850 48,5 09;10 sem intercorrências 

732 0,76 0,70 1,00 16 cesárea 37 1/7 2320 44 08;09 
INN incompleto 

Incompatibilidade 
ABO 

748 0,56 0,77 1,32 14 fórceps 38 3/7 2890 44 08;08 

 acavalgamento de 
suturas a 

direita/bossa 
secossanguinolenta 

1001 0,76 0,66 1,18 30 normal 40 1/7 2535 46 09;10 
PIG/icterícia fisiológia 

zona 02 
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6. Discussão: 

  

 A ST é uma das anormalidades cromossômicas mais comuns, porém é 

raramente diagnosticada no período perinatal. O diagnóstico precoce da síndrome 

possibilita o tratamento da baixa estatura, a indução da puberdade em período 

adequado e um acompanhamento mais eficiente das anormalidades 

cardiovasculares e renais associadas o que proporciona melhor qualidade de vida 

para as pacientes. Portanto, o desenvolvimento de um teste de detecção neonatal 

da ST apresenta relevância clínica e traz benefícios quanto ao diagnóstico e 

tratamento precoce.   

Atualmente, o teste de triagem neonatal, aplicado pelo sistema único de 

saúde, auxilia na detecção de doenças como fenilcetonúria, hipotireoidismo 

congênito, fibrose cística, hiperplasia adrenal congênita, biotinidase e 

hemoglobinopatias. A incidência média dessas doenças na população varia de 1: 

2500, como no caso do hipotireoidismo congênito e de 1:10 000, como no caso da 

fibrose cística, de recém nascidos vivos, as incidências podem variar de acordo com 

a região do país, essas informações foram coletados na site do portal saúde. 

(http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=1061 – visitado em 

25/09/13).  

A viabilidade de rastreamento populacional de todos os recém-nascidos vivos, 

no país, deve utilizar técnicas que apresentem baixa taxa de reconvocação e que 

permitam a confirmação segura do diagnóstico e a oferta de atendimento e 

tratamento aos pacientes detectados. No caso de doenças com frequências mais 

altas, como a ST, que ocorre em 1:2500 meninas nascidas vivas, respeitando-se os 

preceitos gerais de um teste de triagem neonatal e comparando-se com a frequência 

das doenças triadas atualmente, a triagem neonatal da ST é um diferencial na 

qualidade do tratamento, como ocorre no caso das hemoglobinopatias e da fibrose 

cística (Brasil, 2002; Klein, 2011).  

Para o teste de triagem aqui proposto, optou-se por utilizar as amostras de 

sangue periférico em papel-filtro, já utilizado nos testes de triagem neonatal 

nacional, que preservam o DNA genômico de maneira a permitir a utilização do 

mesmo no PCR em tempo real, excluindo assim a necessidade da coleta de um 

volume de sangue periférico excessivo dos recém-nascidos. Hollegaard et al, 2009, 

confirmam essa aplicação quando utilizam o DNA genômico extraído de papel filtro, 

http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=1061
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coletados durante os anos 1982 á 1992 para triagem neonatal ao testar a qualidade 

dos mesmos para a avaliação de regiões de SNPs, constatando a qualidade dos 

mesmos sem a necessidade da coleta de novas amostras ou reconvocação dos 

pacientes, o que mostra a utilidade do papel usado hoje nos testes de triagem 

neonatal para futuros testes moleculares. 

Monsen, 2010, discute em seu trabalho a importância do desenvolvimento de 

métodos moleculares para a triagem neonatal, aplicados ao estudo de 

anormalidades cromossômicas associadas a anomalias raras. Para tanto, a 

pesquisadora se vale da pesquisa por microarrays e enfatiza a importância de se 

obterem resultados conclusivos sobre essas anomalias, bem como do 

acompanhamento genético de tais doenças para as famílias dos afetados. A técnica 

de microarray apresenta um custo elevado para uma aplicação em larga escala, 

quando comparada a PCR em tempo real, esta, com custo mais baixo, pode ser 

utilizada nos programas de triagem neonatal, com potencial de automação e 

aplicação em larga escala (Tsé et al, 2003).   

O método da PCR em tempo real, para o algoritmo de triagem neonatal da 

ST, apresentou diferença de eficiência de amplificação para os genes de interesse 

em relação ao gene normalizador, isso devido à disponibilidade de reagentes por 

tubo de amostra, a quantidade de DNA disponível por amostra e a diferença entre as 

sequências (Bustin et al, 2009). Essas variabilidades observadas podem ser ainda 

mais reduzidas com a automação, melhorando o desempenho da análise (Tsé et al, 

2003).  

Neste estudo, a realização de reações em triplex (ARSE, MAGEH1, HBB) 

teria sido uma alternativa para minimizar variações em quantidades diferentes de 

DNA analisados nos tubos diminuindo as variações intra e interensaio. Porém, o 

aparelho utilizado nesta pesquisa não possui um canal adicional para a leitura 

simultânea de mais uma fluorescência. Portanto, optou-se por realizar as reações 

em duplex que apesar dessa limitação apontada permitiu boa sensibilidade de 

detecção da ST. 

 Ao compararmos o custo por teste realizado atualmente no programa de 

triagem neonatal, o método da PCR em tempo real apresenta custo relativamente 

elevado, principalmente pelo uso de reagentes importados. Esse custo se reduz 

quando os kits forem comprados em grande quantidade para aplicação em larga 

escala. Para o teste proposto, o custo por teste está em torno de R$ 38,94. 
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Atualmente, o sistema único de saúde paga R$ 60,00, por exame molecular das 

doenças já investigadas (SUS, tabela exames para diagnóstico/2013). 

A aplicabilidade da PCR em tempo real na identificação da ST foi utilizada em 

estudo anterior de nosso grupo, quando Rocha et al , 2010, apresentou metodologia 

na qual se avaliava a razão entre as quantidades dos genes ARSE e GAPDH. 

Através de uma curva ROC, foi possível observar sensibilidade e especificidade de 

100% para as pacientes com ST com cariótipo 45,X. Com base nessa experiência 

prévia, neste estudo optou-se pelo gene ARSE, localizado na região 

pseudoautossômica telomérica do braço curto do cromossomo X. O gene MAGEH1 

localizado na região peri-centromérica do braço curto do cromossomo X, foi 

escolhido para identificar os casos em que a perda do braço curto fosse 

praticamente completa.  

Os métodos utilizados atualmente para o diagnóstico da ST são o cariótipo e 

o FISH. O cariótipo, considerado padrão-ouro para o diagnóstico da ST, permite 

avaliar diversas anormalidades cromossômicas associadas, como translocações, 

deleções, inversões, duplicações e mosaicismos cromossômicos, mas apresenta 

realização trabalhosa e demorada, tendo também alto custo por amostra, o que 

impossibilita a aplicação deste método em um programa de triagem neonatal, que 

exige grande volume de amostras a serem triadas rapidamente, para permitir 

convocação das pacientes e inicio eficiente de acompanhamento médico (Bréga et 

al, 1998; Fröhling et al, 2002; Siegel & Sylbert, 2005).  

Alguns pesquisadores têm apresentado métodos alternativos utilizando 

técnicas moleculares mais rápidas e viáveis para esse tipo de aplicação. Gicquel et 

al, 1998, foram pioneiros ao apresentar protocolo analisando um grupo de 375 

amostras de DNA de meninas com baixa estatura, pela técnica de Southern blotting, 

obtendo sensibilidade de 94,7%, muito próxima a observada neste estudo. Devemos 

considerar também que a técnica de PCR em tempo real apresenta maior segurança 

em relação à reprodutibilidade do teste, maior rapidez e eficiência na obtenção dos 

resultados do que o Southern blotting.  

Cirigliano et al, 2004, apresentam a análise de 18.000 amostras, de tecidos 

distintos avaliados por meio de genotipagem com PCR fluorescente (QF-PCR), 

permitindo a detecção de 55 dos 56 casos com cariótipo 45,X e 12 dos 25 casos de 

mosaicismos.  Com a PCR em tempo real, Rocha et al, 2010, pode detectar 100% 

dos casos de ST cariótipo 45,X e 56% dos casos de mosaicismos. Para o teste 
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proposto neste estudo, foram detectadas 18 das 20 pacientes com ST, utilizadas 

como controles internos cegos, para identificação de falso negativo entre as 

amostras das RNs, sendo importante enfatizar que nenhuma das pacientes 

apresentou-se como falso-negativo para os dois genes de interesse. 

Apesar das limitações técnicas apontadas, o método, aqui proposto mostrou-

se eficiente, apresentando como falsos negativos duas pacientes com ST e 

cariótipos mosaicos. A paciente 979, com cariótipo 45,X (4 metáfases contadas)/ 

46,XX (31 metáfases contadas), apresentou resultado adequado para o gene ARSE, 

ou seja, acima do ponto de corte de 0,81. Utilizando-se a mesma amostra, a 

repetição foi realizada por mais 3 vezes, apresentando resultados esperados abaixo 

de 0,81, confirmando a ST e indicando que o primeiro havia sido um falso negativo 

na análise do gene ARSE (Anexo 08). A realização do teste em triplicata aumenta 

trabalho e custo, mas pode reduzir o risco de falso negativo, como o sugerido por 

Tsé et al, 2003, mesmo poderia ser obtido com a realização dos testes em triplex 

(ARSE/MAGEH1/HBB).  

A paciente 322, com cariótipo 45,X (5) / 46,Xi(Xq) (13) /  47,X,i(Xq), i(Xq) (09) 

/ 46,i(Xq)i(Xq) (1) / perdas aleatórias (2), em um total 30 metáfases analisadas, 

apresentou-se com resultado acima de 1,24 para a análise do gene MAGEH1.  

Devido aos isocromossomos de braço longo X presentes e também às células 

47,X,i(Xq),i(Xq), inicialmente imaginou-se uma compensação de cópias do gene 

dificultando a identificação do mosaicismo com o método aplicado. Ao realizarmos o 

MLPA para o cromossomo X, identificou-se perda do segundo alelo do gene SHOX, 

justificando o resultado abaixo de 0,81 para o gene ARSE que também está 

localizado no braço curto do X, em regiões teloméricas. No entanto, o gene 

MAGEH1 está em região mais centromérica. Nessa mesma análise, genes 

localizados no braço longo do cromossomo X foram analisados e esses se 

apresentaram dentro da faixa de normalidade. O MLPA, nesse caso, não identificou 

persistência de material peri-centromérico, por não apresentar sondas específicas 

para essa região, mas ao realizarmos a razão ARSE/MAGEH1, pode-se observar 

que existe um número de cópias maior do gene MAGEH1 em relação ao número de 

cópias do gene ARSE. No entanto, a repetição na paciente 322 para o gene 

MAGEH1, se mostrou normal em outras 3 análises consecutivas, ou seja, resultados 

abaixo do ponto de corte de 1,24, sugerindo que um único valor foi falso-negativo 
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para ST, mas que não inviabiliza a aplicação do teste por se tratar de um cariótipo 

pouco frequente para a ST (Anexo 08). 

Meng et al, 2005, utilizaram a de técnica de pirossequenciamento, aliada às 

análises de regiões de SNPs do cromossomo X, para elaborar um diagnóstico para 

a ST.  A metodologia apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, porém 

trata-se de uma proposta de alto custo devido à quantidade de regiões analisadas; 

considerando o volume de amostras que compõem uma triagem populacional, 

tornando inviável a utilização da técnica proposta. A PCR em tempo real tem custo 

reduzido em comparação ao pirossequenciamento.  

O pirossequenciamento também foi utilizado para triagem da ST por Rivkees 

et al, 2011, que realizaram a quantificação relativa de alelos, selecionando 18 

regiões de SNPs para o cromossomo X e 1 região para o cromossomo Y.  A análise 

de DNA de sangue periférico obteve sensibilidade de 96% para as pacientes com 

ST. Os autores enfatizam a importância de se confirmar o diagnóstico por meio do 

cariótipo, justificando o benefício do teste para a detecção precoce da ST, 

possibilitando tratamento adequado às pacientes. A sensibilidade do teste foi 

próxima ao obtido neste nosso estudo, com a PCR em tempo real, que avaliou um 

número significantemente menor de reações em duplex e com custo do teste muito 

mais compatível com sua aplicação em programa de triagem neonatal. 

Neste trabalho ainda não foi possível calcular o valor preditivo negativo para o 

teste, podendo, dessa maneira, estabelecer a especificidade e a sensibilidade do 

teste para as amostras das RNs, já que esta informação depende da reconvocação 

e do resultado do cariótipo das 6 RNs que apresentaram resultados alterados para o 

gene ARSE e MAGEH1, que estão em fase de obtenção ou realização.  

Algumas limitações ocorreram em relação às reconvocações. Devido ao 

tempo, entre a coleta e a análise das amostras (cerca de 2 anos), tivemos 

dificuldades em contatar algumas famílias. Foram levantados os dados dos partos 

das 10 RNs com resultados alterados para a análise do gene ARSE. Essas 

pacientes foram reconvocadas, mas até o presente momento foi possível coletar 

amostras de 2 delas. A segunda amostra da paciente 723 foi analisada novamente 

por PCR em tempo real, apresentando resultados abaixo dos pontos de corte tanto 

para o gene ARSE, quanto para o gene MAGEH1, mantendo o resultado obtido 

durante a triagem neonatal. Com cariótipo 46,XX. Ao nascer a paciente 723, 
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apresentou cianose central, rapidamente revertida com o uso de oxigênio, e 

desproporção céfalo-pélvica (Tabela 08). 

A segunda paciente, RN 732, foi analisada novamente por PCR em tempo 

real, apresentando resultados abaixo dos pontos de corte tanto para o gene ARSE, 

quanto para o gene MAGEH1, mantendo o resultado obtido durante a triagem 

neonatal. Com cariótipo 46,XX. Esta apresenta em seus resultados iniciais valores 

abaixo do ponto de corte para o gene ARSE e abaixo do ponto de corte para o gene 

MAGEH1. Não apresentou intercorrências no período peri-parto, nem características 

neonatais que pudessem sugerir a ST. 

 A análise geral dos dados de parto indica que apenas 2 das 10 RNs, RN 

1001 e a RN 732, apresentaram-se com icterícia, intercorrência que pode interferir 

na qualidade da amostra coletada devido a hemólise, e com resultados abaixo do 

ponto de corte para os genes ARSE e MAGEH1. As outras RNs apresentaram 

algum tipo de intercorrência, mas nenhuma delas está ligada diretamente à ST.  

De forma metodológica similar ao nosso estudo, Aksglaede et al, 2012, 

propuseram a triagem para a síndrome de Klinefelter (SK), utilizando DNA 

genômico, avaliando por PCR em tempo real os genes SHOX e RA  de 50 

pacientes. Por meio da comparação das quantidades dos genes de interesse em 

relação ao gene normalizador GAPDH, os autores obtiveram sensibilidade de 100% 

na detecção da SK, quando comparadas aos controles analisados. Estes achados 

também indicam a aplicabilidade da PCR em tempo real para a triagem neonatal.  

 Em resumo, com os pontos de corte propostos em nosso estudo observamos 

a necessidade de repetição do teste em 5% das amostras, sendo que 1% necessitou 

a análise de um segundo gene, o MAGEH1, obtendo com isto uma eficiência 

adequada para análise populacional de triagem neonatal. 

A taxa de reconvocação, se forem consideradas apenas as amostras 

alteradas para os 2 genes de interesse, foi de aproximadamente 0,5%, podendo ser 

considerada aceitável e indicativa da aplicabilidade da técnica para a triagem para a 

ST.  

De maneira diferente do descrito na maioria dos estudos anteriores, 

observou-se que a casuística aplicada neste trabalho é composta de um número 

significante, capaz de simular as condições necessárias para um programa de 

triagem neonatal. Adicionalmente, a técnica de PCR em tempo real mostrou-se 
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adequada para a aplicação em uma rotina de laboratório de triagem, conforme o 

sugerido por Tsé et al , 2003. 

Portanto, os achados decorrentes desta pesquisa sugerem que a utilização da 

PCR em tempo real, com a quantificação relativa dos genes ARSE e MAGEH1, em 

relação ao normalizador HBB, é um método útil na identificação neonatal de 

pacientes com síndrome de Turner, tornando viável sua aplicação em uma triagem 

neonatal. 

Como perspectivas futuras e com o objetivo de melhorar ainda mais o 

desempenho da reação de PCR em tempo real, planejamos padronizar a reação em 

triplex, para os genes ARSE, MAGEH1 e HBB no mesmo tubo. Pretendemos ainda 

propor em curto espaço de tempo a implantação da triagem para ST em nosso 

serviço, permitindo que com adequado tempo de coleta e realização do exame 

possamos ter uma reconvocação adequada das RNs, o que permitirá confirmar os 

casos suspeitos e propor um segmento clínico adequado das pacientes. 
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7. Conclusões: 

 

Objetivo 01: Padronizar a reação de PCR em tempo real, de forma a torná-la 

aplicável em programa de triagem neonatal da síndrome de Turner, tanto para 

detecção de pacientes 45,X quanto para os casos de mosaicismos de X. 

Conclusão 01: As padronizações de reações em duplex permitiram a 

quantificação da razão entre os genes, ARSE/HBB e MAGEH1/HBB, com potencial 

para utilização em programa de triagem neonatal. 

 

Objetivo 02: Estabelecer ponto de corte normal para as razões dos genes de 

estudo e do normalizador: ARSE/HBB; MAGEH1/HBB. 

Conclusão 02: Este estudo sugere a utilização do ponto de corte 0,81 para a 

razão ARSE/HBB e o ponto de corte 1,24 para a razão MAGEH1/HBB. Com estes 

pontos de corte, a sensibilidade de detecção da ST é de 95%, com valor preditivo 

positivo de 1. 

 

Objetivo 03: Propor algoritmo de triagem neonatal da ST, utilizando a 

quantificação relativa dos genes ARSE/HBB e MAGEH1/HBB por PCR em tempo 

real. 

Conclusão 03: Propomos o seguinte algoritmo de triagem neonatal da ST, com 

determinação da razão ARSE/HBB em amostras de DNA provenientes de sangue 

periférico obtido por punção de calcanhar e armazenado em papel filtro. Valores 

inferiores a 0,81 devem ser seguidos de repetição da reação, e nas amostras com 

valores mantidos repetidamente abaixo de 0,81, deve ser quantificada a razão 

MAGEH1/HBB. Valores abaixo de 1,24, para esta razão, devem ser considerados 

sugestivos para a ST, sendo as pacientes reconvocadas para nova avaliação 

molecular e realização de cariótipo (Figura 14). 
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Figura 14: Algoritmo proposto para aplicação da triagem neonatal para a ST, utilizando a PCR em 

tempo real.  
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08. Anexos 

 

Anexo 01: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa  cujo título é “Diagnóstico precoce 

da síndrome de Turner em recém nascidas na Maternidade da Santa Casa de Misericórdia de São 

Paulo”. 

 

 Este trabalho pretende estudar uma forma de aumentar o número de doenças identificadas 

pelo “teste do pezinho”. A importância deste estudo é tentar realizar cada vez mais cedo o 

diagnóstico para a doença estudada (síndrome de Turner), que ocorre quando falta um cromossomo 

X. 

Para isso será colhida através de uma picada no dedo uma amostra de sangue em papel de 

filtro. Essa coleta de sangue não corre oferece nenhum risco de saúde e  o único incômodo é a  própria 

picada. 

A amostra que estará sendo coletada servirá para ser comparada com amostras de crianças 

recém nascidas que podem ou não ter a doença, para tentarmos identificar desde cedo quem é 

doente e quem não é. 

É importante que você entenda que nenhuma garantia nem certezas podem ser dadas em 

relação aos resultados do estudo. 

Se você escolher em não participar do estudo, esta decisão não afetará o atendimento ou 

tratamento que sua filha ou você já ou venham fazer nesta instituição 

 Caso aceite participar do estudo você não será pago pela participação. E saiba que as 

informações como nome, endereço ou qualquer identificação pessoal serão mantidas confidenciais e 

não serão usadas em nenhum relato ou publicação. 

Você só deve assinar este formulário de consentimento se todas as suas dúvidas foram 

respondidas e no caso de surgirem novas duvidas você poderá entrar em contato com a 

pesquisadora responsável Profa. Dra. Mylene Neves Rocha pelo telefone 3222-0628, no 

Departamento de Ciências Fisiológicas, todos os dias no horário das 08:00 às 17:00 horas. 

 

CONSENTIMENTO 

 Li as informações neste formulário de consentimento. Tive a oportunidade de fazer perguntas e 

todas elas formam respondidas de forma satisfatória. Portanto assino de forma voluntária este 

consentimento informado, que afirma que concordo em participar deste estudo, até que eu decida o 

contrário. Não estou renunciando a nenhum de meus direitos legais ao assinar este consentimento. 

Recebi uma cópia assinada para consultar futuramente caso ache necessário. 
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Anexo 01: Continuação 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO RESPONSÁVEL LEGAL 

1. Responsável Legal:........................................................................................................... 

 

Grau de Parentesco (pai, mãe, tutor, curador, etc) …………………………………........... 

 

Documento de Identificação  RG  nº : ..............................................................................  

 

Data de Nascimento : ............./............../............  

 

Endereço....................................................................................................... Nº ..............  

 

Complemento..................................................BAIRRO:...................................................  

 

Cidade   ..........................................................CEP:.......................................................... 

 

TELEFONE: DDD (............)  ................................................Recado com ....................... 

 

DADOS DO PACIENTE 

2. Nome:................................................................................................................................ 

 

 

Data do Nascimento : .........../............/..........  

 

 

Número do prontuário ...................................... 

 

São Paulo, ________ de __________________ de 20_____ 

 

_______________________________________________________________ 

Assinatura do responsável legal pela criança 

 

 

Assinatura do pesquisador responsável 

Profa. Dra. Mylene Neves Rocha 

CRBio 47714/01-D 

 

1
a
 via - Laboratório de Medicina Molecular / 2

a
 via paciente ou responsável 

 

 



47 

 

Anexo 02: Cariótipo mulher 46,XX. 
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Anexo 03: Protocolo de extração para obtenção de DNA genômico a partir de 

sangue periférico. 

(método de Lahiri & Nurberger, 1991 – modificado por Cavalli 1996 e Salazar 1997)  

Preparo:  

• Sangue colhido em tubo com EDTA (tampa roxa )  

• Estabilizar sangue à temperatura ambiente  

• Ligar banho seco, fixando temperatura em 65 oC  

1. Adicionar 600 µl de sangue em tubo Eppendorf e adicionar 900 µl solução TTKM1 

(repetir este ítem ao redor de 2X, até que não hajam mais hemácias no precipitado).  

Agitar suavemente até a lise das hemácias pelo triton. Centrifugar a 5000 rpm (5min, 

RT) e  

descartar o sobrenadante.  

2. Lavar o precipitado com 1ml solução TKM1 ( retirada do triton ), pipetando 

suavemente.  

Centrifugar a 5000 rpm ( 5min, RT ).  

3. Ressuspender o precipitado em 200µl de TKM2 e adicionar 20µl SDS 10%.  

4. Incubar à 65o 

C por 15 min.  

5. Adicionar 60µl NaCl 5M ( precipitar proteinas ). Aplicar vortex por 30 segundos 

6. Centrifugar à 12000 rpm ( 10 min, RT ).  

7. Recuperar cuidadosamente o sobrenadante (desprezar o precipitado)  

8. Adicionar 2 volumes ( ~ 1ml ) Etanol Absoluto invertendo tubo até precipitar DNA.  

9. Centrifugar à 13000 rpm ( 10 min, RT ). Descartar o sobrenadante e lavar DNA  

precipitado com 500 µl Etanol 70%.  

10.Centrifugar novamente à 13000rpm (10 min, RT). Descartar sobrenadante e 

deixar precipitado secar ( RT , 5 min , tubo invertido sobre papel filtro ).  

Ressuspender DNA em 100µl ddH2O ou TE ( Tris-HCl 10 mM / EDTA 1mM, pH 8) 
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Anexo 04: Razões entre as quantidades dos genes ARSE/HBB determinadas 

por PCR em tempo real para as 996 amostras de RNs.  
 

 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

5 9,06 

945 7,21 

627 6,82 

688 6,58 

864 6,54 

89 6,30 

98 5,53 

600 5,05 

929 4,94 

29 4,88 

427 4,31 

810 4,24 

97 4,07 

37 4,06 

134 4,05 

226 4,05 

407 3,91 

1000 3,90 

34 3,89 

24 3,83 

167 3,72 

123 3,65 

446 3,55 

38 3,52 

964 3,48 

409 3,48 

195 3,48 

30 3,42 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

1013 3,41 

630 3,39 

20 3,38 

172 3,37 

616 3,34 

179 3,33 

608 3,33 

17 3,32 

625 3,29 

22 3,29 

224 3,28 

1008 3,27 

617 3,21 

182 3,21 

168 3,16 

33 3,14 

1004 3,14 

440 3,11 

13 3,10 

198 3,10 

71 3,10 

402 3,09 

611 3,09 

122 3,09 

624 3,08 

1007 3,08 

169 3,07 

35 3,04 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

127 3,04 

229 3,03 

49 3,02 

178 3,00 

599 3,00 

591 3,00 

27 2,99 

181 2,98 

12 2,96 

18 2,91 

171 2,89 

232 2,88 

1011 2,87 

43 2,87 

176 2,87 

23 2,85 

145 2,85 

1003 2,85 

445 2,84 

32 2,84 

84 2,83 

1010 2,83 

180 2,82 

422 2,81 

175 2,80 

 
 
 
 



50 

 

Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

153 2,79 

222 2,78 

142 2,77 

50 2,76 

187 2,75 

603 2,74 

197 2,72 

11 2,72 

151 2,72 

235 2,69 

19 2,68 

173 2,68 

45 2,68 

57 2,67 

121 2,66 

598 2,66 

200 2,66 

257 2,65 

944 2,64 

251 2,64 

143 2,63 

14 2,62 

139 2,62 

177 2,62 

144 2,61 

132 2,61 

10 2,61 

53 2,60 

124 2,59 

26 2,58 

607 2,58 

51 2,57 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

186 2,57 

183 2,56 

954 2,55 

95 2,54 

128 2,54 

999 2,53 

59 2,52 

992 2,51 

621 2,50 

935 2,49 

120 2,49 

255 2,49 

31 2,48 

253 2,46 

61 2,45 

271 2,44 

83 2,43 

56 2,43 

784 2,43 

779 2,43 

9 2,41 

792 2,41 

77 2,41 

7 2,41 

193 2,40 

254 2,40 

188 2,40 

886 2,39 

233 2,39 

277 2,39 

192 2,38 

202 2,38 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

126 2,38 

174 2,38 

185 2,38 

283 2,37 

595 2,37 

775 2,37 

184 2,37 

589 2,36 

259 2,36 

8 2,36 

610 2,36 

256 2,35 

36 2,35 

234 2,34 

148 2,34 

946 2,34 

238 2,33 

434 2,32 

157 2,31 

204 2,31 

626 2,31 

44 2,30 

247 2,30 

72 2,30 

159 2,30 

138 2,29 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

88 2,29 

939 2,29 

631 2,28 

146 2,27 

67 2,27 

130 2,27 

150 2,26 

76 2,26 

62 2,25 

293 2,25 

239 2,25 

629 2,25 

158 2,25 

482 2,24 

236 2,24 

609 2,24 

223 2,24 

953 2,23 

937 2,23 

101 2,23 

865 2,23 

590 2,23 

412 2,22 

890 2,22 

220 2,22 

28 2,22 

994 2,21 

64 2,21 

1005 2,21 

201 2,21 

58 2,21 

789 2,21 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

217 2,20 

199 2,19 

54 2,19 

442 2,19 

414 2,19 

597 2,18 

92 2,17 

260 2,17 

619 2,17 

99 2,17 

882 2,16 

249 2,16 

165 2,16 

149 2,15 

203 2,15 

438 2,14 

889 2,14 

65 2,14 

191 2,14 

862 2,13 

951 2,13 

525 2,13 

441 2,12 

154 2,12 

81 2,12 

86 2,12 

622 2,11 

618 2,11 

804 2,11 

237 2,11 

196 2,11 

787 2,11 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

162 2,10 

112 2,10 

107 2,10 

78 2,10 

986 2,10 

129 2,09 

228 2,09 

189 2,09 

110 2,09 

447 2,08 

279 2,08 

1016 2,08 

48 2,08 

52 2,07 

21 2,07 

242 2,07 

1006 2,07 

125 2,05 

681 2,05 

214 2,05 

602 2,04 

785 2,04 

82 2,04 

549 2,04 

989 2,04 

291 2,03 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

443 2,03 

194 2,02 

219 2,02 

25 2,02 

851 2,01 

782 2,01 

230 2,01 

264 2,00 

166 1,99 

135 1,99 

47 1,99 

261 1,99 

504 1,98 

437 1,98 

960 1,98 

933 1,98 

448 1,97 

809 1,97 

46 1,97 

650 1,97 

601 1,97 

252 1,96 

796 1,96 

163 1,96 

780 1,96 

276 1,96 

892 1,96 

646 1,96 

424 1,95 

102 1,95 

103 1,95 

895 1,95 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

55 1,95 

557 1,94 

849 1,94 

246 1,94 

250 1,94 

867 1,94 

981 1,93 

874 1,93 

555 1,93 

390 1,92 

73 1,92 

702 1,91 

628 1,91 

505 1,91 

564 1,91 

786 1,91 

113 1,91 

615 1,90 

215 1,90 

75 1,90 

406 1,90 

104 1,90 

985 1,90 

131 1,90 

106 1,89 

990 1,89 

258 1,89 

4 1,88 

156 1,88 

93 1,88 

208 1,88 

211 1,88 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

654 1,87 

783 1,87 

513 1,86 

66 1,86 

993 1,86 

160 1,86 

856 1,85 

152 1,85 

613 1,85 

410 1,85 

982 1,85 

798 1,84 

871 1,84 

436 1,83 

210 1,83 

91 1,83 

2 1,83 

227 1,83 

486 1,82 

642 1,82 

686 1,82 

85 1,82 

274 1,82 

42 1,82 

958 1,82 

94 1,81 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

400 1,81 

956 1,81 

377 1,81 

245 1,81 

137 1,81 

39 1,80 

592 1,80 

928 1,79 

119 1,79 

272 1,79 

612 1,79 

248 1,79 

694 1,79 

546 1,79 

241 1,79 

425 1,79 

384 1,79 

561 1,79 

996 1,79 

545 1,79 

912 1,78 

873 1,78 

90 1,78 

623 1,78 

387 1,77 

109 1,77 

231 1,77 

396 1,77 

41 1,77 

155 1,77 

164 1,77 

100 1,76 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

378 1,76 

273 1,76 

745 1,76 

881 1,75 

15 1,75 

940 1,74 

278 1,74 

778 1,74 

147 1,74 

411 1,73 

416 1,73 

117 1,73 

859 1,73 

533 1,73 

788 1,73 

385 1,73 

548 1,72 

63 1,72 

936 1,72 

893 1,72 

875 1,72 

991 1,72 

488 1,71 

308 1,71 

790 1,71 

544 1,71 

465 1,71 

96 1,71 

907 1,71 

393 1,70 

512 1,70 

975 1,70 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

114 1,70 

795 1,70 

733 1,70 

423 1,69 

205 1,69 

1014 1,69 

307 1,69 

356 1,69 

170 1,68 

978 1,68 

938 1,68 

858 1,68 

161 1,68 

880 1,68 

111 1,68 

769 1,68 

955 1,67 

299 1,67 

604 1,67 

141 1,67 

983 1,67 

653 1,67 

704 1,66 

666 1,66 

965 1,66 

311 1,65 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

606 1,65 

977 1,65 

541 1,65 

87 1,65 

240 1,65 

534 1,65 

392 1,65 

391 1,65 

877 1,64 

988 1,64 

417 1,64 

74 1,64 

221 1,64 

799 1,64 

108 1,64 

1 1,63 

397 1,63 

952 1,63 

267 1,62 

244 1,62 

136 1,62 

386 1,62 

773 1,62 

947 1,62 

980 1,62 

115 1,62 

70 1,61 

568 1,60 

677 1,60 

878 1,60 

60 1,60 

772 1,60 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

522 1,60 

280 1,60 

819 1,59 

556 1,59 

913 1,59 

68 1,59 

429 1,59 

962 1,59 

883 1,59 

395 1,59 

776 1,58 

243 1,58 

839 1,58 

594 1,58 

3 1,57 

593 1,57 

289 1,57 

290 1,57 

116 1,57 

529 1,57 

695 1,57 

781 1,56 

538 1,56 

777 1,55 

516 1,55 

389 1,55 

419 1,55 

484 1,55 

284 1,55 

540 1,55 

872 1,55 

1012 1,55 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

415 1,55 

791 1,55 

665 1,54 

503 1,54 

79 1,54 

655 1,54 

915 1,54 

973 1,54 

40 1,54 

140 1,54 

774 1,54 

542 1,53 

433 1,53 

524 1,53 

265 1,53 

583 1,52 

69 1,52 

105 1,52 

884 1,52 

266 1,52 

490 1,52 

515 1,52 

719 1,51 

887 1,51 

888 1,51 

225 1,51 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

861 1,51 

722 1,51 

518 1,51 

305 1,50 

262 1,50 

413 1,50 

426 1,50 

673 1,50 

869 1,50 

995 1,50 

832 1,49 

587 1,49 

565 1,49 

353 1,49 

492 1,49 

966 1,48 

418 1,48 

118 1,48 

558 1,48 

270 1,48 

399 1,48 

828 1,48 

218 1,47 

657 1,47 

401 1,47 

275 1,47 

520 1,46 

934 1,46 

764 1,46 

943 1,46 

306 1,46 

380 1,46 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

905 1,46 

911 1,46 

987 1,46 

644 1,45 

658 1,45 

651 1,45 

435 1,43 

1020 1,43 

835 1,43 

285 1,43 

566 1,43 

398 1,43 

620 1,42 

763 1,42 

383 1,42 

833 1,42 

428 1,42 

941 1,42 

1019 1,42 

206 1,42 

914 1,42 

560 1,42 

453 1,41 

633 1,41 

493 1,41 

405 1,41 

432 1,41 

834 1,41 

408 1,41 

511 1,40 

1002 1,40 

581 1,40 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

207 1,40 

736 1,39 

876 1,39 

535 1,39 

536 1,39 

709 1,39 

808 1,39 

800 1,39 

649 1,39 

355 1,39 

263 1,39 

678 1,39 

286 1,39 

580 1,39 

523 1,39 

685 1,38 

288 1,38 

439 1,38 

916 1,38 

478 1,38 

358 1,38 

567 1,37 

521 1,37 

806 1,37 

963 1,37 

931 1,37 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

656 1,37 

605 1,37 

919 1,37 

674 1,36 

379 1,36 

961 1,36 

357 1,36 

502 1,36 

420 1,35 

359 1,35 

526 1,35 

212 1,35 

860 1,35 

342 1,35 

910 1,35 

300 1,35 

381 1,35 

660 1,34 

281 1,34 

496 1,34 

527 1,34 

634 1,34 

539 1,34 

632 1,34 

885 1,33 

537 1,33 

842 1,33 

351 1,33 

282 1,33 

662 1,33 

1018 1,33 

950 1,32 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

6 1,32 

519 1,32 

664 1,32 

297 1,32 

971 1,32 

403 1,31 

812 1,31 

896 1,31 

528 1,31 

930 1,31 

588 1,31 

1015 1,31 

676 1,30 

508 1,30 

870 1,30 

310 1,30 

531 1,30 

817 1,30 

209 1,30 

404 1,30 

485 1,30 

974 1,29 

949 1,29 

641 1,29 

879 1,29 

671 1,29 

312 1,29 

904 1,29 

582 1,29 

487 1,28 

737 1,28 

333 1,27 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

586 1,27 

574 1,27 

813 1,26 

471 1,26 

932 1,26 

547 1,26 

337 1,26 

717 1,26 

855 1,26 

16 1,26 

647 1,26 

287 1,26 

754 1,26 

480 1,26 

216 1,26 

793 1,25 

452 1,25 

667 1,25 

530 1,24 

340 1,24 

850 1,24 

891 1,24 

481 1,24 

687 1,24 

693 1,24 

805 1,24 
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Anexo 04: Continuação 
 
Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

133 1,24 

382 1,23 

336 1,23 

361 1,23 

467 1,23 

614 1,23 

483 1,23 

901 1,23 

825 1,23 

903 1,22 

762 1,22 

463 1,22 

296 1,22 

501 1,22 

663 1,22 

572 1,22 

797 1,22 

298 1,22 

640 1,22 

421 1,22 

771 1,21 

494 1,21 

368 1,21 

559 1,21 

1009 1,21 

335 1,20 

456 1,20 

840 1,20 

370 1,20 

578 1,20 

309 1,20 

894 1,20 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

854 1,20 

354 1,19 

506 1,19 

294 1,19 

367 1,19 

339 1,19 

659 1,19 

365 1,19 

330 1,18 

454 1,18 

313 1,18 

550 1,18 

807 1,18 

740 1,18 

474 1,17 

563 1,17 

827 1,17 

394 1,17 

80 1,16 

829 1,16 

509 1,16 

477 1,16 

375 1,16 

303 1,16 

969 1,16 

638 1,15 

841 1,15 

908 1,15 

637 1,15 

552 1,15 

460 1,15 

352 1,14 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

596 1,14 

292 1,14 

770 1,14 

374 1,14 

738 1,14 

268 1,13 

331 1,13 

348 1,13 

462 1,13 

836 1,13 

573 1,13 

376 1,13 

899 1,13 

532 1,13 

794 1,12 

269 1,12 

753 1,12 

703 1,12 

696 1,11 

510 1,11 

721 1,11 

821 1,11 

830 1,10 

468 1,10 

968 1,10 

957 1,10 
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Anexo 04: Continuação 
 
Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

767 1,10 

344 1,10 

846 1,10 

497 1,10 

514 1,10 

295 1,09 

304 1,09 

500 1,09 

369 1,08 

906 1,08 

669 1,08 

362 1,08 

672 1,07 

927 1,07 

461 1,07 

475 1,07 

350 1,07 

826 1,07 

959 1,06 

747 1,06 

553 1,06 

818 1,06 

1017 1,06 

645 1,05 

499 1,05 

814 1,05 

816 1,05 

457 1,05 

701 1,04 

473 1,04 

314 1,04 

495 1,04 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

652 1,04 

498 1,04 

639 1,04 

472 1,04 

942 1,03 

347 1,03 

998 1,03 

803 1,03 

918 1,03 

926 1,03 

470 1,03 

967 1,02 

824 1,02 

997 1,02 

315 1,02 

360 1,02 

576 1,02 

710 1,02 

680 1,02 

444 1,02 

948 1,01 

922 1,01 

823 1,01 

643 1,01 

343 1,00 

332 1,00 

831 1,00 

554 1,00 

190 0,99 

720 0,99 

909 0,99 

466 0,99 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

920 0,98 

755 0,98 

739 0,98 

921 0,98 

668 0,98 

341 0,98 

476 0,98 

551 0,97 

584 0,97 

364 0,97 

766 0,97 

338 0,97 

820 0,97 

917 0,96 

661 0,96 

689 0,96 

571 0,96 

716 0,96 

679 0,96 

768 0,96 

811 0,95 

648 0,95 

458 0,95 

925 0,95 

363 0,95 

334 0,95 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

708 0,95 

706 0,95 

455 0,94 

746 0,94 

579 0,94 

316 0,94 

853 0,94 

577 0,94 

735 0,94 

346 0,94 

636 0,93 

575 0,93 

670 0,93 

302 0,93 

489 0,93 

801 0,93 

479 0,92 

984 0,92 

690 0,92 

585 0,92 

728 0,91 

349 0,91 

373 0,91 

569 0,90 

635 0,90 

388 0,90 

923 0,90 

517 0,90 

848 0,90 

847 0,90 

469 0,89 

319 0,88 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

491 0,88 

301 0,87 

345 0,87 

749 0,87 

464 0,86 

430 0,86 

507 0,85 

714 0,85 

718 0,85 

843 0,85 

729 0,84 

459 0,84 

451 0,84 

366 0,84 

715 0,84 

924 0,84 

844 0,84 

317 0,83 

731 0,83 

902 0,83 

838 0,83 

900 0,82 

837 0,81 

744 0,81 

815 0,81 

802 0,80 

898 0,80 

372 0,80 

371 0,79 

724 0,79 

741 0,78 

756 0,78 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

705 0,77 

852 0,77 

732 0,76 

562 0,76 

692 0,76 

691 0,76 

1001 0,76 

897 0,75 

700 0,75 

699 0,74 

760 0,74 

684 0,71 

713 0,70 

318 0,70 

698 0,70 

683 0,69 

570 0,69 

730 0,69 

765 0,68 

675 0,67 

734 0,66 

752 0,63 

726 0,63 

707 0,63 

845 0,63 

751 0,62 
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Anexo 04: Continuação 
 

Pacientes Mq ARSE/Mq HBB 

711 0,61 

743 0,61 

757 0,59 

758 0,57 

750 0,57 

748 0,56 

761 0,55 

727 0,55 

723 0,53 

712 0,52 

742 0,51 

449 0,49 

682 0,48 

725 0,47 

450 0,46 

Média 1,7 

Mediana 1,55 

Desvio 
Padrão 

0,82 
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Anexo 05: Razões entre as quantidades dos genes ARSE/HBB determinadas 

por PCR em tempo real para as 51 amostras de RNs reanalisadas, após 

apresentar a primeira quantificação com resultados inferior ao percentil 5 da 

amostra (ARSE/HBB < 0,81).  

 

Pacientes Mq ARSE / Mq HBB 

449 2,21 

372 2,06 

450 2,02 

371 1,96 

700 1,87 

760 1,62 

562 1,52 

570 1,52 

699 1,51 

707 1,50 

752 1,45 

683 1,42 

756 1,39 

724 1,31 

318 1,25 

741 1,24 

837 1,24 

742 1,20 

705 1,16 

761 1,14 

711 1,13 

713 1,12 

802 1,08 

898 1,07 

750 1,06 

692 1,05 

675 1,04 

757 0,98 

Pacientes Mq ARSE / Mq HBB 

691 0,96 

743 0,96 

815 0,95 

744 0,94 

751 0,93 

845 0,93 

758 0,90 

897 0,90 

726 0,89 

734 0,89 

852 0,86 

698 0,82 

765 0,82 

*730 0,79 

725 0,78 

748 0,77 

712 0,76 

682 0,75 

684 0,74 

732 0,70 

1001 0,66 

723 0,54 

727 0,53 

Média 1,14 

Mediana 1,05 

Desvio Padrão 0,40 
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Anexo 06: Razões entre as quantidades dos genes MAGEH1/HBB 

determinadas por PCR em tempo real para as 10 amostras de RNs 

reanalisadas, após apresentarem para a segunda quantificação, ARSE/HBB,  

resultados inferior ao percentil 5 da análise (ARSE/HBB < 0,81), sendo as 6 

primeiras com resultado inferior ao percentil 95 (MAGEH1/HBB < 1,24).  

 

 

Pacientes Mq MAGEH1 / Mq HBB 

732 1,00 

712 1,04 

682 1,05 

727 1,14 

1001 1,18 

723 1,24 

748 1,32 

730 1,32 

684 1,34 

725 1,46 

Média 1,21 

Mediana 1,21 

Desvio 
Padrão 

0,15 
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Anexo 07: Cariótipo e resultados individuais das análises quantitativas das 

razões ARSE/HBB e MAGEH1/HBB das pacientes com ST. 

 

ST Cariótipo Metáfases Mq ARSE/Mq HBB Mq ARSE/Mq HBB Mq MAGEH1/Mq HBB Observações 

213 45,X 30 0,61 0,56 0,60  

320 45,X 22 0,59 0,57 0,51  

321 45,X (9)/46,XX(21) 30 0,80 0,44 0,80  

322 45,X(5)/46,Xi(Xq)(13)/47Xi(Xq)i(Xq)(9) 30 0,24 0,42 1,59 
2 perdas aleatórias e 1 

met 46, i(Xq)i(Xq) 

323 45,X 30 0,41 0,47 0,49  

324 45,X 19 0,53 0,53 0,36  

325 45,X (35)/47,XXX (5) 40 0,40 0,36 0,55  

326 45,X 20 0,70 0,40 0,34  

327 45,X(21)/46,XX(19) 40 0,51 0,33 0,37  

328 45,X/46,XX 20 0,46 0,30 0,46  

329 45,X 15 0,64 0,46 0,60  

543 45,X/46,XX 20 0,38 0,56 0,45  

857 45,X(18)/46,X iqX (2) 20 0,77 0,69 0,70  

863 45,X 19 0,42 0,55 0,69  

866 45,X 20 0,47 0,45 0,74  

868 45,X 30 0,8 0,50 0,62  

970 45,X 30 0,81 0,47 0,53  

972 45,X/46,XX+r 19 0,34 0,53 0,56 SRY negativo 

976 45,X(13)/47,XXX(6) 19 0,34 0,76 0,69  

979 45,X(4)/46,XX(31) 35 1,11 na 0,88  

Média   0,57 0,49 0,63  

Mediana   0,52 0,47 0,58  

Desvio 
Padrão 

  0,22 0,11 0,27  
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Anexo 08: Resultados quantitativos das razões dos genes individuais das 

pacientes com ST 322 e 979, que se apresentaram como falso-negativos após 

definição dos pontos de corte. 

 

ST CARIÓTIPO 

979 45,X (4)/ 46,XX (31) 35 met. 

322 

45,X(05) 

46,X i(Xq) (13) 

47,X i(Xq) i(Xq) (09)  30 met. 

46,i(Xq)i(Xq) (1) 

Perdas aleatórias (2) 

 

ST CARACTERÍSTICAS DA SÍNDROME 

979 Diagnóstico aos 17 anos e 9 meses de idade, puberdade induzida aos 18 anos, baixa estatura 

322 

Diagnóstico aos 3 anos de idade, cúbito valgo, implantação baixa dos cabelos (tridente), 

implantação baixa das orelhas, discreto pescoço alado, face triangular, hipertelorismo ocular e 

mamário. 

 

ST ARSE/HBB 
ARSE/HBB  

Repetição 01 

ARSE/HBB 

Repetição 02 

ARSE/HBB 

Repetição 03 

979 1,11 0,77 0,69 0,59 

 

ST MAGEH1/HBB 
MAGEH1/HBB 

Repetição 01 

MAGEH1/HBB 

Repetição 02 

MAGEH1/HBB 

Repetição 03 

322 1,59 0,84 0,84 1,03 

 

Ponto de corte ARSE/HBB= 0,81 

Ponto de corte MAGEH1/HBB= 1,24 

 

Legenda: 

ST- Síndrome de Turner 
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Resumo 

A síndrome de Turner (ST) caracteriza-se pela presença de um cromossomo 

X íntegro e perda total ou parcial do segundo cromossomo sexual. O diagnóstico da 

ST é comumente tardio, resultando em conduta terapêutica inadequada. O 

reconhecimento precoce da ST através de um teste de triagem neonatal pode 

permitir a medidas preventivas e adequação do tratamento, melhorando a qualidade 

de vida das pacientes. O presente estudo teve como objetivo padronizar um 

algoritmo de triagem neonatal da ST. Dois genes de estudo (ARSE e MAGEH1) e 

um gene normalizador (HBB) foram utilizados para detectar a presença do segundo 

cromossomo X. Foram estudadas 996 recém-nascidas (RN) nas quais foram 

coletadas amostras de sangue periférico armazenadas em papel filtro. Amostras de 

20 pacientes com diagnóstico confirmado de ST foram adicionadas de forma cega 

ao estudo. Após extração do DNA a quantidade relativa ARSE/HBB foi determinada 

por PCR em tempo real em todas as amostras. O cutoff ao nível do percentil 5 foi 

arbitrariamente definido para indicar a repetição do teste. Desta forma, o teste foi 

repetido em 51/1016 pacientes com valores ARSE/HBB <0,81. As 10 amostras com 

valores persistentemente <0,81 foram submetidas à quantificação da relação 

MAGEH1/HBB. Valores abaixo do percentil 95 observado nas pacientes com ST 

(MAGEH1/HBB<1,24) foram considerados inadequados. Apenas 6/996 RN tiveram 

valores inadequados nos dois genes estudados e foram reconvocadas para 

avaliação clínica e realização de cariótipo. A análise das 20 pacientes com 

diagnóstico confirmado de ST permitiu a identificação de falso-negativos e 

verdadeiro-positivos, estabelecendo a sensibilidade de 95%, quando utilizados os 

pontos de corte descritos. Em conclusão, com o algoritmo proposto é possível atingir 

sensibilidade de detecção de 95%, com taxa de reconvocação aceitável (0,6%), 

permitindo identificar ainda no período neonatal casos suspeitos de ST. 

 

Palavras-chave: Síndrome de Turner, Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo 

Real, triagem neonatal. 
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Abstract 

 
Turner syndrome (TS) is characterized by the presence of one normal X 

chromosome and total or partial loss of the second sex chromosome. The diagnosis 

of TS is often late in life, resulting in inadequate therapeutic approach. Early 

recognition of TS by neonatal screening test may allow preventive measures and 

appropriate treatment, improving the quality of life. The present study aimed to 

standardize a neonatal screening algorithm for TS identification. Two study genes 

(ARSE and MAGEH1) and one normalizing gene (HBB) were used to detect the 

presence of the second X chromosome. We studied 996 newborns (NB) from which 

samples of peripheral blood were obtained, and stored on filter paper.  Aditionally 

samples from 20 patients with confirmed diagnosis of TS were mixed to the NB 

samples in a random and blind manner. After DNA extraction, the relative amount 

ARSE/HBB was determined by real time PCR. The cutoff value was arbitrarily 

established, at the 5th percentile, indicating the need for retesting. Therefore, in 

51/996 NB with ARSE/HBB < 0.81 the retest was performed; 10 samples presented 

values persistently < 0.81, and were submitted to measurement of the second gene 

ratio MAGEH1/HBB. Results below the 95th percentile of patients with TS 

(MAGEH1/HBB < 1.24) were considered inadequate. Only 6/996 NB had inadequate 

values for both studied genes, and were recalled for clinical evaluation and 

karyotyping. The analysis of the 20 patients with confirmed diagnosis of TS allowed 

the identification of false-negative and true-positive cases, with sensitivity of 95 %, 

when using the established cutoff values. In conclusion the proposed algorithm offers 

a sensitivity of 95 % with acceptable recall rate of 0.6 % allowing the recognition of 

suspicious caser of TS in the neonatal period. 

 

Keywords: Turner Syndrome, Polymerase Chain Reaction Real-Time, neonatal 

screening. 
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Apêndice 
 
Aprovação do Comitê de Ética da ISCMSP. 
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