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Resumo: disgenesia gonadal é uma anomalia com aspectos varidveis.
O objetivo deste foi realizar o cariotipo e ensaios moleculares em paciente
com manifestacoes clinicas associadas a disgenesia gonadal. As técnicas ci-
togenéticas convencionais e moleculares revelaram um cariotipo 46,XY com
o gene SRY positivo. A PCR amplificou o gene SRY e os éxons I e 4 do gene
AR. A disgenesia gonadal pura XY foi estabelecida com observagoes clinicas
a anamnese associadas aos resultados dos teste genéticos realizados.

Palavras-chave: Citogenética. Caridtipo. Disgenesia gonadal.

presente relato descreve uma paciente de dois anos de idade, apre-

sentando caracteristicas fenotipicas do sexo feminino, hérnia ingui-

nal, gbnadas disgenéticas, auséncia de ambiguidade genital e cari6-
tipo 46,XY o que pode ser caracterizado como um caso clinico de disgenesia
gonadal (NUSSBAUM, 2002).

A disgenesia gonadal compdem um amplo espectro clinico de anomalias
com fendétipo varidvel, de feminino a ambiguo ou masculino. Tais manifesta-
¢coes podem estar associadas ao desenvolvimento puberal comprometido ou
ausente, além do cariétipo contendo ou ndo, o cromossomo Y (SCOLFARO
et al., 2003; DE MELLO MP et al., 2005).

Os processos envolvidos na determinacao e diferenciacio sexual estao di-
retamente associados a presenca ou a auséncia do cromossomo Y no cariétipo
do individuo (JACOBS et al., 1999; FORD et al., 1999). O principal processo
na determinacdo sexual é a especializacdo das gonadas, sendo que as demais
diferengas entre os sexos sao efeitos secundarios devido as acdes de hormonios
produzidos por elas (JOST et al., 1973).
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Entre os genes mais estudados e importantes no processo de especializacao das go-
nadas, destaca-se o gene SRY (Sex Region of Y chromosome), constituido por um tinico
éxon e codifica uma proteina de 79 aminodcidos. A proteina SRY exibe alta homologia
com proteinas nucleares nao histonicas como, por exemplo, as proteinas de alta mobili-
dade HMG1 e HMG2 (High Mobility Group) (BEHLKE et al.,1993; SU et al., 1993).

A proteina SRY € responsavel por uma ligagao que altera a estrutura da cromatina
e o dobramento da molécula de DNA, interferindo na regulacdo da expressdao génica
de varios genes associados com o desenvolvimento sexual normal, atuando como um fator
de transcri¢ao. Aproximadamente de 10 a 15% das mulheres com cariétipo 46,XY t€m
mutacdes de ponto no gene SRY, e em alguns casos podem apresentar uma transloca¢ao do
gene SRY para o cromossomo X, enquanto que de 10 a 15% apresentam delegao total
do gene SRY. Essas alteracdes génicas sao estdo associadas com a disgenesia gonadal
pura XX ou XY e disgenesia gonadal completa (SINCLAIR et al., 1990; FERRARI et
al., 1998; GIESE et al., 1992).

O termo Disgenesia Gonadal Pura (DGP) € aplicado a individuos fenotipicamente
femininos, sem ambiguidade genital, com presenca de derivados mullerianos, gonadas
disgenéticas e caridtipo 46,XX ou 46,XY, sendo classificadas em DGP XX ou DGP
XY, respectivamente (MACIEL-GUERRA et al., 2002).

Quanto a etiologia da DGP XY existem relatos que indicam a heranga recessiva
ligada ao cromossomo X ou autossdmica dominante com expressdo limitada ao sexo
masculino (SIMPSON et al., 1990).

Outro gene importante na determinagdo sexual normal é o Receptor de Andrégeno
(AR). Os principais androgenos circulantes em mamiferos sdo a testosterona e seu
derivado 5-alfa-reduzido, a dihidrotestosterona, que atuam no mesmo receptor. A acao
dos andrégenos é mediada por um receptor androgénico que € codificado pelo gene
AR localizado na regido Xql1-12. O gene AR € constituido por 8 exons que codificam
uma proteina de 110KDa (LUBAHN 1 et al., 1988).

Disttrbios na funcdo do receptor de andrégenos resultam em diferentes afecgdes,
dentre elas a sindrome de insensibilidade aos andrégenos (AIS - Androgen Insensitivity
Syndrome), atrofia muscular bulbar espinhal (SBMA - Spinal and Bulbar Muscular
Atrophy ou Doenca de Kennedy) e também pode estar relacionado com o surgimento
com cancer de prostata.

A AIS € uma condigdo rara com incidéncia estimada entre 1:40.000 e 1:90.000,
com heranca recessiva ligada ao cromossomo X. Esta sindrome € causada por mutagdes
no gene do AR e apresenta um amplo espectro de fenétipos, variando desde o fen6ti-
po feminino (forma completa - CAIS) a fenétipos com graus varidveis de virilizagao
(forma parcial - PAIS), ou mesmo apenas esterilidade (BRINKMANN et al., 2001;
BOEHMER et al., 2001).

A CAIS foi descrita inicialmente como sindrome dos testiculos feminilizantes e
¢é caracterizada pela presenca de genitdlia externa feminina, vagina ausente ou curta
terminando em fundo cego, genitdlia interna com auséncia dos derivados dos dutos de
Wolff e de Muller, desenvolvimento de ginecomastia na puberdade e auséncia de pélos
pubianos ou axilares, os testiculos estao localizados na regido abdominal ou na regidao
inguinal (CORREA et al., 2005).
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O objetivo deste foi realizar o cariétipo e ensaios moleculares em paciente com
manifestacdes clinicas associadas a disgenesia gonadal.

METODOS

Amostras de sangue periférico heparinizado foram submetidas a cultura de linfdci-
tos T a curto prazo, conforme protocolos convencionais para a obtencao de metafases
(VERMA; BABU, 1989).

ApOs a cultura, a suspensao de células foi gotejada sobre vaporde banho-maria a
60°C, em laminas limpas e desengorduradas. Para a andlise do cariétipo por bandas G
(método GTG), as laminas foram envelhecidas por sete dias e posteriormente tratadas
em solucdo de tripsina (Gibco) diluida em tampao PBS (Gibco) a 0,25% e coradas
em solucdo Giemsa (Gibco) a 4%. Para a andlise cromossdmica, as metidfases foram
capturadas com auxilio de microscopia de luz motorizada e analisadas pelo software
IKaros® (Metasystems Corporation, Alemanha).

A técnica de FISH (Fluorescente in situ Hybridization) foi realizada como ferra-
menta auxiliar do diagndstico citogenético molecular. Foram utilizadas sondas de DNA
(WCP® —Whole Chromosome Probe — Vysis, Alemanha), que hibridam o cromossomo
Y inteiro, com fluorescéncia verde. Posteriormente foi realizado FISH para o gene SRY,
utilizando sonda de sequéncia Unica para a regiao Ypl1.3 (LSI® - Locus Sequence
Identify — Vysis, Alemanha). As metafases e nucleos interfdsicos foram contracorados
por DAPI (4,6-diamidino-2- phenylindole). Para andlise da fluorescéncia, as ima-
gens foram capturadas com uma microscopia epifluorescente, utilizando-se os filtros
especificos e analisadas com auxilio do software Isis® (Metasystems Corporation,
Alemanha). O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total heparinizado (ImL)
utilizando kit de extracdo Wizard® (Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega
Corporation, EUA). Posteriormente, o DNA extraido foi submetido a PCR (Polimerase
Chain Reation) utilizando o par de primers para identificacdo da regidao do tnico éxon
do gene SRY e primers de identificacao para os exons 1 e 4 do gene AR. Como controle
positivo para DNA humano, um par de primers do gene ZFX/Y foi incluido na reagdo.
A sequéncia dos primers e o tamanho esperado de seus produtos amplificados para o
presente estudo encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias de primers utilizados na investigacio do gene SRY, dos exons 1 e 4 do gene
AR e do gene ZFX, indicando o tamanho do amplicon esperado

Gene Amplicon (pb)
SRY 472
AR (éxon 1) 528
AR (éxon 4) 128
ZFX 495
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Asreacdes de PCR foram realizadas utilizando tampao 10X (Invitrogen), 3uM MgCl,,
0,5uM de cada primer, 4uM de dANTP (Invitrogen), 0,5uM de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) e 2,0uM de DNA. A tabela 2 indica o protocolo de termociclagem utilizado.

Tabela 2: Protocolo de termociclagem utilizado para o conjunto de primers com suas respectivas
temperaturas e tempo do ciclo

CICLOS FASES TEMPERATURA (°C) TEMPO (MIN)
1 Desnaturag@o inicial 94 7
1 Desnaturagdo 94 7
35 Anelamento 50-60 1
1 Extensdo 72 1
1 Extensdo 72 7
A Repouso 4 oo

Ao final da reacdo de PCR os amplicons foram armazenados a —20°C. Os produtos
de PCR foram submetidos a corrida eletroforética em gel de Agarose 1,5%, sob um
campo elétrico uniforme de 10V/cm, em TBE 1X por 2 horas. Ao final da corrida os

géis foram corados com brometo de etideo (Invitrogen) Smg/mL, em TBE 1X, por
15 minutos. As imagens foram capturadas pelo Sistema de Video Foto Documentagdo
(VDS ® _ Video Documentation System — General Electrics) e os resultados analisados
pelo software TotalLab® versdo 1,1 (General Electrics).

RESULTADOS

Os resultado obtido através da andlise citogenética convencional, revelou um
cariotipo 46,XY conforme apresentado na Figura 1,
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Figura 1: Em (A) metéfase e (B) pareamento cromossdmico do individuo com indicagao clinica de disge-

nesia gonadal e que apresentou o cariétipo 46,XY

Fonte: Imagens cedidas pelo laboratério LaGene — Laboratério de Citogenética Humana e Genética

Molecular — Lacen — Laboratério de Satide Publica Dr. Giovanni Cyneiros - SES — Secretaria da Sadde
144  do Estado de Goiss.
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Figura 2: Técnica de FISH em células metafasicas. Em (A) presenca do cromossomo Y e em (B) pre-
senca do gene SRY no cromossomo Y

Fonte: Imagens cedidas pelo laboratério LaGene — Laboratério de Citogenética Humana e Genética Molecular — Lacen — Labo-
ratério de Satde Publica Dr. Giovanni Cyneiros - SES — Secretaria da Satide do Estado de Goids.

A citogenética molecular (FISH) confirmou a presenga do cromossomoY e do gene
SRY no cromossomo Y, conforme indicados na Figura 2, em 100% das células analisadas.
Os resultados moleculares através do uso da PCR revelaram uma amplificagao dos
genes SRY e dos exons 1 e 4 do gene AR presente no cromossomo X. O gene ZFX usa-
do como controle da reagdo também foi amplificado e estdo indicados na Figura 3.

T.adder SRY 7FX Exon 4 Fxon 1

Figura3: Amplificacdopor PCR do Laddere respectivamente dos genes: SRY,ZFXe exons 1 e4 do gene AR
Fonte: Imagens cedidas pelo laboratério Nicleo de Pesquisas Replicon — Pontificia
Universidade Catdlica de Goids.

DISCUSSAO

Ap6s o caridtipo analisado compativel com o sexo masculino, apresentando nota-
cao cariotipica 46,XY e presenga do gene SRY no cromossomo Y em todas as células
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analsadas e também a presenca dos exons 1 e 4 do gene AR identificados por estudos
genéticos moleculares associados as manifestacdes clinicas observadas a anamnese,
permitiu-se determinar o diagndstico de DGPXY na paciente com caracteristicas fe-
notipicamente do sexo feminino.

Neste caso, a auséncia do fen6tipo masculino pode estar relacionada com
possiveis mutacdes no gene SRY que nao foram identificadas e/ou alteragdes pOs-
traducionais da proteina SRY, o que podem ser alguns dos fatores determinantes na
reducdo da acdo protéica como fator de transcri¢do génica no periodo gestacional,
sendo quando ocorre a diferenciacdo sexual do individuo para o sexo masculino.
Adicionalmente, em situagdes de proteina SRY normal, o fen6tipo masculino
estd associado a acdo de produtos de outros genes envolvidos na diferenciacdo
testicular normal.

A sindrome de insensibilidade aos andrégenos € um disttrbio raro ligado ao cromos-
somo X, desta forma torna-se necessdrio ressaltar a importancia de serem analisados
nao so os exons 1 e 4, mas sim 0s outros seis exons que participam da composicdo do
gene Receptor de Andrégeno, porque, mutagdes causadas neste gene estdo associadas
a uma grande variedade de fendtipos nos individuos com DGPXY.

Os testes citogenéticos convencional e molecular, associados aos métodos mole-
culares de anélise do DNA constituem uma excelente ferramenta para o diagndstico de
doencas genéticas relacionadas aos mecanismos de determinagdo sexual. Ressaltamos
a importancia do diagndstico precoce de DGPXY, pois os portadores, normalmente
diagnosticados tardiamente no periodo da puberdade, apresentam um risco de 20 a
30% de desenvolvimento de tumores gonadais histologicamente classificados como
gonadoblastomas e/ou disgerminomas, o que pode ter consequéncias ainda mais gra-
ves para a paciente. A possibilidade de alteracdes genéticas acrescentam componentes
adicionais a conduta clinica e a responsabilidade médica.

O aconselhamento genético é imprescindivel e deve ser realizado. E necessério
haver uma discuc¢do de forma multidisciplinar entre os profissionais envolvidos com
o tratamento e orientacdo sobre o distirbio de determinacdo e diferenciacdo sexual,
buscando oferecer informagdes detalhadas sobre a condi¢do da paciente e esclareci-
mento a seus familiares.

GENETIC TESTING IN GONADAL DYSGENESIS: A CASE REPORT

Abstract: gonadal dysgenesis is a disorder with variable features. The aim of this was
to make a karyotype, and molecular studies in patients with clinical manifestations
associated with gonadal dysgenesis. The conventional and molecular cytogenetic
techniques revealed a karyotype 46, XY with positive SRY gene. The PCR amplifield
the SRY gene and exons 1 and 4 of the AR gene. The XY pure gonadal dysgenesis was
established with clinical observations on the history associated with the results of
genetic testing conducted.

Keywords: Cytogenetics. Kariotype. Gonadal dysgenesis.
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