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Ensaios genéticos em paciente com indicação clinica de disgenesia gonadal
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Resumo

Disgenesias gonadais são anomalias variáveis. Realizar cariótipo e ensaios moleculares em paciente com manifestações clínicas de disgenesia gonadal. Técnicas citogenéticas revelaram cariótipo 46,XY com SRY positivo. A PCR amplificou o gene SRY e os éxons 1 e 4 do gene AR. A disgenesia gonadal XY estabeleceu-se em observações clínicas associadas aos resultados genéticos apresentados. 
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Abstract

Gonadal dysgenesis are variable anomalies. Conducting tests and molecular karyotyping in patients with clinical manifestations of gonadal dysgenesis. Cytogenetic techniques revealed karyotype 46, XY with positive SRY. The PCR amplified the SRY gene and exons 1 and 4 of the AR gene. The XY gonadal dysgenesis was established in clinical outcomes associated with genetic presented.
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Introdução


O presente relato descreve uma paciente de dois anos de idade, apresentando características fenotípicas do sexo feminino e hérnia inguinal, caracterizando um caso clínico de disgenesia gonadal (1).

As disgenesias gonadais compõem um amplo espectro clínico de anomalias com fenótipo variável, de feminino a ambíguo ou masculino. Tais manifestações podem estar associadas ao desenvolvimento puberal comprometido ou ausente, além do cariótipo contendo ou não, o cromossomo Y (2, 3).

Os processos envolvidos na determinação e diferenciação sexual estão diretamente associados à presença ou à ausência do cromossomo Y no cariótipo do indivíduo (4,5). O principal processo na determinação sexual é a especialização das gônadas, sendo que as demais diferenças entre os sexos são efeitos secundários devido às ações de hormônios por elas produzidos (6).

Entre os genes mais estudados e importantes no processo de especialização das gônadas, destaca-se o gene SRY (Sex Region of Y chromosome), constituído por um único éxon e codifica uma proteína de 79 aminoácidos. A proteína SRY exibe alta homologia com proteínas nucleares não histônicas como, por exemplo, as proteínas de alta mobilidade HMG1 e HMG2 (High Mobility Group) [7,8].


A proteína SRY é responsável por uma ligação que altera a estrutura da cromatina e o dobramento da molécula de DNA, interferindo na regulação da expressão gênica de vários genes relacionados com o desenvolvimento sexual normal, atuando como um fator de transcrição. Aproximadamente 10 a 15% das mulheres com cariótipo 46,XY têm mutações de ponto no gene SRY, e em alguns casos podem apresentar uma translocação do gene SRY para o cromossomo X, enquanto que 10 a 15% apresentam deleção total do gene SRY. Essas alterações gênicas são, respectivamente, classificadas em disgenesia gonadal pura XX ou XY e disgenesia gonadal completa (9-11).


O termo Disgenesia Gonadal Pura (DGP) é aplicado a indivíduos fenotipicamente femininos, sem ambigüidade genital, com presença de derivados müllerianos, gônadas disgenéticas e cariótipo 46,XX ou 46,XY, sendo classificadas em DGP XX ou DGP XY, respectivamente (12). Quanto a etiologia da DGP XY existem relatos que indicam a herança recessiva ligada ao cromossomo X ou autossômica dominante com expressão limitada ao sexo masculino (13).

Outro gene importante na determinação sexual normal é o Receptor de Andrógeno (AR). Os principais andrógenos circulantes em mamíferos são a testosterona e seu derivado 5-alfa-reduzido, a dihidrotestosterona, que atuam no mesmo receptor. A ação dos andrógenos é mediada pelo receptor androgênico que é codificado pelo gene AR localizado na região Xq11-12. O gene AR é constituído por 8 exons que codificam uma proteína de 110KDa (14).

Distúrbios na função do receptor de andrógenos resultam em diferentes afecções, dentre elas a síndrome de insensibilidade aos andrógenos (AIS - Androgen Insensitivity Syndrome); atrofia muscular bulbar espinhal (SBMA - Spinal and Bulbar Muscular Atrophy ou Doença de Kennedy) e câncer de próstata. A AIS é uma condição rara com incidência estimada entre 1:40.800 e 1:99.000, com herança recessiva ligada ao cromossomo X. Esta síndrome é causada por mutações no gene do AR e apresenta um amplo espectro de fenótipos, variando desde o fenótipo feminino (forma completa - CAIS) a fenótipos com graus variáveis de virilização (forma parcial - PAIS), ou mesmo apenas esterilidade (15,16).

A CAIS foi descrita inicialmente como síndrome dos testículos feminilizantes e é caracterizada pela presença de genitália externa feminina, vagina ausente ou curta terminando em fundo cego, genitália interna com ausência dos derivados dos dutos de Wolff e de Müller, desenvolvimento de ginecomastia na puberdade e ausência de pêlos pubianos ou axilares, os testículos estão localizados na região abdominal ou na região inguinal (17).

Métodos

               Amostras de sangue periférico heparinizado foram submetidas à cultura de linfócitos T a curto prazo, conforme protocolos convencionais para a obtenção de metáfases (18). Após a cultura, a suspensão de células foi gotejada sobre vapor de banho-maria a 60ºC, em lâminas limpas e desengorduradas. Para a análise do cariótipo por bandas G (método GTG), as lâminas foram envelhecidas por uma semana e posteriormente tratadas em solução de tripsina (Gibco) diluída em tampão PBS (Gibco) a 0,25% e coradas em solução Giemsa (Gibco) a 4%. Para a análise cromossômica, as metáfases foram capturadas com auxílio de microscopia de luz e analisadas pelo software IKaros( (Metasystems Corporation, Alemanha). A técnica FISH (Fluorescente in situ Hybridization) foi realizada como ferramenta auxiliar do diagnóstico citogenético. Foram utilizadas sondas de DNA (WCP® – Whole Chromosome Probe – Vysis, Alemanha), que hibridam o cromossomo Y inteiro, com fluorescência verde. Posteriormente foi realizado FISH para o gene SRY, utilizando sonda de seqüência única para a região Yp11.3 (LSI® - Locus Sequence Identify – Vysis, Alemanha). As metáfases e núcleos interfásicos foram contracorados por DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). Para análise da fluorescência, as imagens foram capturadas com auxílio de microscopia epifluorescente, utilizando-se os filtros específicos. A análise das imagens foi realizada com uso do software Isis( (Metasystems Corporation, Alemanha). O DNA genômico foi extraído a partir de sangue total heparinizado (1mL) utilizando kit de extração Wizard( (Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega Corporation, EUA). Posteriormente, o DNA extraído foi submetido a PCR (Polimerase Chain Reation) utilizando o par de primers para identificação da região de 472pb do único éxon do gene SRY e primers de identificação para os exons 1 e 4 do gene AR. Como controle positivo para DNA humano, um par de primers do gene ZFX/Y com 495pb foi incluído na reação como controle. A seqüência dos primers e o tamanho esperado de seus produtos amplificados para o presente estudo encontram-se descritos na Tabela 1.
Tabela 1. Seqüências de primers utilizados na investigação dos exons 1 e 4 do gene AR e dos genes SRY e ZFX, indicando as seqüências nucleotídicas e o tamanho do amplicon esperado. 

	Primer
	Seqüência (5’(3’)
	Amplicon (pb)

	SRY
	
	472

	AR (éxon 1)
	
	528

	AR (éxon 4)
	
	128

	ZFX
	
	----


As reações de PCR foram realizadas utilizando tampão 10X (Invitrogen), 3(M MgCl2, 0,5(M de cada primer, 4(M de dNTP (Invitrogen), 0,5(M de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 2,0(M de DNA. O protocolo de termociclagem utilizado está descrito na Tabela 2. 
Tabela 2. Protocolo de termociclagem utilizado para o conjunto de primers com suas respectivas temperaturas de anelamento. 

	CICLOS
	FASES
	TEMPERATURA (ºC)
	TEMPO (MIN)

	1
	Desnaturação inicial
	94
	7

	35
	Desnaturação
	94
	1

	
	Anelamento
	50-60
	

	
	Extensão
	72
	

	1
	Extensão
	72
	7

	Α
	Repouso
	4
	Α


 Ao final da reação de PCR os amplicons foram armazenados a –20ºC. 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 etídeo (Invitrogen) 5mg/mL, em TBE 1X, por 15 minutos. As imagens foram capturadas pelo Sistema de Vídeo Foto Documentação (VDS( - Video Documentation System – General Electrics) e os resultados analisados pelo software TotalLab( versão 1,1 (General Electrics). 

Resultados
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Os resultados da análise citogenética convencional, conforme apresentado na Figura 1, revelou um cariótipo 46,XY. 
Figura 1. Citogenética Convencional com bandeamento G de Linfócitos T do sangue periférico, em indivíduo do sexo feminino com disgenesia gonadal pura, apresentando cariótipo 46,XY. Em (A) metáfase e (B) pareamento cromossômico.
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Figura 2. Técnica de FISH em (A) para o cromossomo Y e em (B) para o gene SRY.

A citogenética molecular (FISH) confirmou a presença do cromossomo Y 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 amplificação dos genes SRY e dos exons 1 e 4 do gene AR presente no cromossomo X, indicados na  Figura 3.
Figura 3. Amplificação por PCR dos genes SRY e exons 1 e 4 do gene AR.

Discussão


A presença do gene SRY no cromossomo Y e dos exons 1 e 4 do gene AR  associada às manifestações clínicas, permitiram elucidar o diagnóstico da DGPXY em uma paciente fenotipicamente do sexo feminino. Neste caso, a ausência de fenótipo masculino pode estar relacionada com possíveis mutações no gene SRY ou alterações pós-traducionais da proteína SRY. A modificação na proteína SRY poderá ser um fator determinante na redução da ação protéica como fator de transcrição gênica na diferenciação sexual masculina. Adicionalmente, em situações de proteína SRY normal, o fenótipo masculino está associado à ação de produtos de outros genes envolvidos na diferenciação testicular normal. Os testes citogenéticos convencional e molecular, associados aos métodos moleculares de análise do DNA constituem uma excelente ferramenta no diagnóstico de doenças genéticas relacionadas aos mecanismos de determinação sexual. Ressaltamos a importância do diagnóstico precoce de DGPXY, pois os portadores, normalmente diagnosticados tardiamente na puberdade, apresentam um risco de 20 a 30% de desenvolvimento de tumores gonadais histologicamente classificados como gonadoblastomas e/ou disgerminomas. A possibilidade de uma alteração genética acrescenta componentes adicionais à conduta clínica e a responsabilidade médica. O aconselhamento genético deve ser discutido com os profissionais médicos e paramédicos envolvidos com a orientação de portadores de distúrbios da determinação e da diferenciação sexuais e seus familiares.
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