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Estudo citogenético das gonadas em pacientes
COm amenorréia primaria

Gonadal cytogenetic analysis in patients with primary amenorrhea

Carla D’Agostini!, Rejane Gus?, Edison Capp®, Helena von Eye Corleta*

RESUMO

Introducio: pacientes em amenorréia primaria com disgenesia gonadal tém niveis elevados de gonadotrofinas e necessitam
de avaliagdo cromossomica. O estudo citogenético (cariotipo) pode ser realizado na gonada ou no sangue periférico. Nos
casos de amenorréia primaria sem sinal de virilizagdo, a necessidade de investigag@o adicional do caridtipo da génada ndo
esta estabelecida. Objetivo: revisar os cariotipos de gonadas (ovarios) de mulheres com amenorréia primaria ¢ compara-los
com os resultados do caridtipo no sangue periférico, relacionando-os as caracteristicas fenotipicas das pacientes. Métodos:
foram analisados retrospectivamente os dados clinicos e os caridtipos de doze pacientes atendidas no periodo de janeiro de
1997 a dezembro de 2003 no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Resultados: nas pacientes incluidas, quando o motivo da
investigag¢ao foi amenorréia primaria sem sinal de virilizagdo, o caridtipo da gonada foi concordante com o cariétipo do
sangue periférico nos oito casos avaliados (sete pacientes com caridtipo 46XX e uma paciente com cariotipo 46XY). A
paciente oito foi a inica com sinal de virilizagdo (hipertrofia de clitoris) ¢ o tinico caso de cariotipos discordantes. Conclusao:
este estudo sugere que o cariotipo de gdnada ndo traz informacao adicional ao cariétipo do sangue periférico nas pacientes
com amenorréia primaria sem sinais de virilizagao. Até o momento todos os trabalhos publicados tiveram niumero pequeno
de pacientes. A analise da relagdo custo-beneficio pode permitir reducao de estresse psicoldgico para paciente e familiares,
bem como redu¢@o de custos para as institui¢des.
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ABSTRACT

Background: patients with primary amenorrhea and gonadal dysgenesia have higher serum gonadotrophins and should be
submitted to chromosome studies. Karyotype studies may be performed in gonadal tissue or peripheral blood however, it is
not yet established if cases of primary amenorrhea without signs of virilization need additional investigation of gonadal
karyotype. Purpose: to analize the gonadal karyotypes (ovaries) from patients with primary amenorrhea and compare them
to their respective peripheral blood karyotypes. Methods: clinical and karyotype data of 12 patients were retrospectively
analyzed from January 1997 to December 2003. Results: when the investigation was indicated for primary amenorrhea
without signs of virilization, the gonadal and peripheral blood karyotypes were concordant in 8 cases (7 cases 46XX and 1
case 46XY). One patient with virilization signs was the only case of discordant karyotype. Conclusion: the present study
suggests that the gonadal karyotype does not bring additional information to peripheral blood karyotype in patients with
amenorrhea and no signs of virilization. Although all previous studies had a small number of patients, it seems advisable to
investigate the gonadal karyotype in patients with signs of virilization. The cost-benefit analysis could allow cost and
stress reduction for patients, family and institutions.
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Introdugao

O estabelecimento de dismorfismos sexuais
implica uma série de eventos interligados que
iniciam com a determinacdo sexual (definicao da
constituicdo cromossoémica sexual do zigoto), se-
guida por diferenciacéo sexual e o desenvolvimen-
to das gonadas correspondentes, da genitalia in-
terna e dos caracteres sexuais secundarios. Alte-
racdes na estrutura ou nimero dos Cromossomos
sexuais podem alterar genes necessarios a dife-
renciacao sexual, originando anomalias do desen-
volvimento que resultam numa gonada anémala’?.

A realizacdo de um cariétipo deve ser consi-
derada em pacientes femininas com atraso puberal
ou falha de crescimento. Deve ser utilizado tam-
bém para excluir, por exemplo, sindrome de Turner
em pacientes com fenétipo feminino e niveis ele-
vados de FSH que apresentarem pequena estatu-
ra com velocidade do crescimento em declinio (ve-
locidade de crescimento abaixo do percentil 10).
Na adolescéncia pode-se considerar a realizacao
de cariétipo naquelas pacientes sem desenvolvi-
mento de mamas até a idade de 13 anos, com pa-
rada puberal e amenorréia primaria ou secunda-
ria associada a niveis elevados de FSH?.

Multiplos genes estédo envolvidos na diferen-
ciacao sexual’. A presenca do cromossomo Y (in-
teiro e normal) determina a diferenciacédo testi-
cular. O gene responsavel pelo fator determinante
testicular é o SRY (sex region of the Y), que se en-
contra no braco curto do cromossomo Y°. Embora o
SRY seja um gene-chave, o mesmo néo atua iso-
ladamente, mas em combinacdo com outros genes
envolvidos em eventos regulatérios da diferencia-
céo testicular®. A cascata que leva a determina-
cdo sexual constitui um modelo peculiar de me-
canismos de regulacdo génica que levam ao de-
senvolvimento do embrido. A descoberta da regiao
determinante do sexo (SRY) no inicio da década de
90 foi a etapa crucial para o entendimento geral
da determinacao sexual. A partir dele, diversos
genes que codificam proteinas envolvidas nesta
cascata, tais como WT1 (Wilms’ tumor gene), SF-1
(steroid factor-1), SOX9 (SRY related HMG BOX gene
9) e, DAX-1 (DSS - Adrenal hypoplasia congenita
critical region on the X chromosome gene 1), foram
identificados. Muitas das interacoes entre estas
proteinas ainda nao foram elucidadas®.

As alteracoes gonadais resultam de uma ano-
malia do desenvolvimento durante a embriogénese,
causada por aberracdes cromossomicas como
translocacoes, mosaicismos, mutacoes ou delecoes
em SRY, SOX9, SF-1, WT1 ou outras anomalias
genéticas de ocorréncia rara'’.
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Dentre as anomalias do desenvolvimento
sexual feminino, a amenorréia primaria é defini-
da como a auséncia do desenvolvimento de
caracteres sexuais secundarios até os 14 anos de
idade ou auséncia de menstruacao até os 16 anos
de idade, apesar da presenca dos caracteres sexu-
ais secundarios®. Pacientes em amenorréia pri-
maria com disgenesia gonadal tém niveis eleva-
dos de gonadotrofinas e necessitam de avaliacdo
cromossomica’®.

Caso haja a presenca do cromossomo Y no
cariétipo da paciente, torna-se necessario a
excisdo gonadal, pois qualquer componente testi-
cular em goénadas disgenéticas aumentara a
chance de transformacdo maligna, estimada em
25% até os 30 anos!®. Embora os gonadoblastomas
benignos sejam os tumores mais comumente en-
contrados nestes pacientes, ha associacédo signi-
ficativa com neoplasias malignas de células
germinativas!!. Aproximadamente 30% das pa-
cientes com cromossomo Y nao desenvolverao si-
nais de virilizacao. Portanto, mesmo uma mulher
adulta com aparéncia normal deve ter seu
cariétipo determinado se apresentar hipogonadis-
mo hipergonadotréfico antes dos 30 anos'?. Quan-
do sinais de virilizacdo ocorrem e/ou existe um
fragmento cromossomico de origem desconheci-
da, a despeito de um Y nao identificado no
cariotipo, o uso de sondas para identificacdo de
material do Y é também indicado!.

O estudo citogenético (cari6tipo) pode ser
realizado na gonada ou no sangue periférico. Nos
casos de amenorréia primaria sem sinal de
virilizacdo, a necessidade de investigacdo adicio-
nal do cari6tipo da gébnada néo esta estabelecida.

O objetivo deste trabalho foi revisar os casos
de cari6tipos de gonadas (ovarios) realizados no
Laboratério de Citogenética do Servico de Genéti-
ca Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) de 1997 a 2003 e compara-los com o resul-
tado do cari6tipo do sangue periférico, relacionan-
do-os as caracteristicas fenotipicas apresentadas
pelas pacientes estudadas.

Pacientes e Métodos

No periodo de janeiro de 1997 a dezembro de
2003 foram realizados doze cariétipos de gonadas
(ovarios) no Laboratério de Citogenética do Servi-
co de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Destes, foi possivel obter informacoes
clinicas de apenas nove pacientes. Os prontuari-
os foram revisados e informacées sobre as carac-
teristicas fenotipicas das pacientes, idade em que
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iniciaram a investigacdo e motivo da mesma, exa-
mes laboratoriais, resultados dos cariétipos de
gonadas e do sangue periférico, bem como prova-
veis diagnosticos descritos em seus prontuarios
foram coletadas.

As biopsias foram obtidas e transportadas ao
laboratéorio em meio de cultura apropriado e de
maneira totalmente asséptica, e onde eram ime-
diatamente processadas. Pequenos pedacos
(explantes) eram retirados das biépsias e coloca-
dos cuidadosamente em frascos de cultura com
meio Amniomax, ideal para o crescimento celu-
lar, e mantidas a 37°C, em estufa de CO,. Ali per-
maneciam por 2 a 3 semanas. As culturas eram
observadas diariamente e, ao atingirem o cresci-

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e genotipicas das pacientes.

mento desejado, as células eram coletadas e pas-
savam por um processo de hipotonia, fixacdo e
coloracao das células, para posterior analise dos
Cromossomos ao microscopio.

Resultados

Foram revisados os prontuarios das nove
pacientes incluidas no estudo, sendo que a causa
que levou a realizacdao do exame foi amenorréia
primaria em sete destas pacientes, genitalia am-
bigua em uma paciente e infertilidade e
amenorréia secundaria em outra paciente (Tabe-
la 1). Nao foi possivel obter as informacodes clini-
cas de trés pacientes.

Paciente ldade Motivo da Tanner Virilizagdo Genitalia interna Exames Cariotipo do Caridtipo da Provavel
investigagao laboratoriais sangue gonada diagndstico
periférico
1 16 Amenorréia primaria  M2P4 nao Utero rudimentar + Hipogonadismo 46,XX 46,XX Disgenesia
gbnadas em fita hipergonadotréfico gonadal pura
2 29  Amenorréia primaria M4P5 néao Utero rudimentar + Hipogonadismo 46,XX 46,XX Disgenesia
gbnadas em fita hipergonadotréfico gonadal pura
3 17 Amenorréia primaria  M2P3 nao Utero rudimentar + Hipogonadismo 46,XX 46,XX Disgenesia
gbnadas em fita hipergonadotréfico gonadal pura
4 26 Infertilidade + ? nao Utero normal Hipogonadismo 46,XX 46, XX Faléncia
amenorréia hipergonadotréfico ovariana
secundaria precoce
5 16 Amenorréia Primaria M2P? nao Utero e ovérios ausentes  ? 46,XY 46,XY Testiculos
feminilizantes
6 32 Amenorréia primaria  M5P5 néao Utero e ovérios normais  Hipogonadismo 46,XX 46,XX Causa central
hipogonadotréfico
7 17 Amenorréia primaria  M2P2 nao Utero normal/um ovério  Hipogonadismo 46, XX 46,XX Disgenesia
atrésico e outro com hipergonadotréfico gonadal
teratoma
8 8  Genitaliaambigua M1P1 hipertrofia  Utero e ovarios presentes ? 45 X/46,XY 45X Disgenesia
de clitoris gonadal
9 19 Amenorréia primaria  M1P2 néao Utero rudimentar Hipogonadismo 46,XY 46,XY Disgenesia
hipergonadotréfico gonadal

?: Informagéo omitida no prontuario

Pode-se observar que nas pacientes estu-
dadas (Tabela 1), quando o motivo da investiga-
cao foi amenorréia primaria (apenas um caso de
amenorréia secundaria) e ndo havendo sinal de
virilizacdo, o cariétipo de gonada foi concordante
com o cariotipo do sangue periférico nos oito ca-
sos avaliados (sete pacientes com cariétipo 46,XX
e uma paciente com cariétipo 46,XY). A paciente

oito foi a Unica com sinal de virilizacéao
(hipertrofia de clitoris) e o Ginico caso de cariotipos
discordantes entre sangue periférico e gonada.
Neste caso, evidenciou-se mosaicismo (45,X/
46,XY) no sangue periférico e monossomia do X
(45,X) na gonada.
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Discussao

Os dados apresentados ndo demonstraram
alteracdao do diagnoéstico apos realizacao de
cariotipo da gonada, ou seja, ndo houve informa-
cao adicional ao cariétipo do sangue periférico nas
pacientes com amenorréia primaria sem sinais
de virilizacao. Usualmente, estudos comparando
o cariotipo do sangue periférico e das gonadas sao
limitados pelo nimero pequeno de pacientes!>!,

Quando da realizacao do cari6tipo gonadal,
devem ser considerados os riscos e os custos do
procedimento. Neste estudo, 8 das 9 pacientes
estudadas tiveram amostra gonadal coletada me-
diante videolaparoscopia, procedimento com bai-
xo indice de complicacoes, porém dependente da
experiéncia do operador. Nas pacientes estuda-
das nao houve registro de complicac¢oes do proce-
dimento. A Unica paciente submetida a
laparotomia teve como indicacdo uma massa
anexial direita complexa (teratoma imaturo), sen-
do que a coleta de material para realizacdao do
cariotipo gonadal foi realizada no mesmo proce-
dimento. Houve custo adicional ndo desprezivel
para a avaliacdo do cari6tipo gonadal pela video-
laparoscopia diagnéstica realizada em carater
ambulatorial.

A disgenesia gonadal 46XX sem a presenca
de Y associado a tumores germinativos!>!” tem
levantado a questao sobre a indicacao de
gonadectomia bilateral de gonadas disgenéticas.
Em nossa amostra, a paciente 7 (Tabela 1) com
cariotipo 46XX foi operada por tumor germinativo
ovariano, teratoma imaturo. Contudo, a
gonadectomia ndo é isenta de riscos e ha casos
de gonadas com alguma funcéo residual e até
mesmo gestacdes em pacientes com disgenesia
gonadal'®, justificando a preservacao das gonadas
em disgenesias gonadais 46,XX sem alteracdes
fenotipicas.

Recentemente, técnicas de biologia
molecular visando detectar seqiiéncias proveni-
entes do cromossomo Y por PCR refinaram a pro-
pedéutica dos pacientes com disgenesia gonadal.
Por exemplo, 3 a 4% das pacientes 45,XO tém frag-
mentos de Y detectados por PCR, sendo considera-
da baixa a incidéncia de mosaicismo nao detecta-
do pela analise citogenética'®. Mesmo com anali-
se por PCR, persiste a duvida sobre quais pacien-
tes com disgenesia gonadal devem realizar PCR
para deteccdo de fragmentos do cromossomo Y e
se é necessario identificar a presenca de
mosaicismo silente!?. Qutro problema relaciona-
do as técnicas de biologia molecular é que esta
abordagem identifica apenas as sequUéncias de
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DNA correspondentes a sondas especificas, poden-
do haver sequiéncias nao previstas. Por isto, atu-
almente, a recomendacéo para investigar fragmen-
tos de cromossomo Y por técnicas de biologia
molecular é restrita a pacientes com sinais de
virilizacao ou aquelas em que o estudo citogenético
foi sugestivo de fragmentos de cromossomo Y°.

Nas pacientes incluidas no estudo, a realiza-
cao do cari6tipo da gonada nao modificou o diagnos-
tico inicial quanto ao tipo de disgenesia gonadal e
também néao detectou a presenca de cromossomo Y
que justificasse a necessidade de remocédo das
gonadas. A recomendacdo mais recente quanto a
investigacdo de disgenesia gonadal é concordante
com nossos dados. Nao fazem referéncia ao cariotipo
de gonada e sim, em casos selecionados, a técni-
cas de biologia molecular, como PCR ou nested PCR,
em sangue periférico para, por exemplo, identifi-
car mosaicismo de cromossomo Y?.

Assim, este estudo sugere que a investiga-
cao com cari6tipo das gonadas na amenorréia pri-
maria parece nédo trazer informacao adicional ao
cariétipo do sangue periférico nas pacientes sem
alteracoes fenotipicas, situacao esta que se alte-
ra nos casos de virilizacao. Apesar de os trabalhos
publicados sobre este assunto terem numero pe-
queno de pacientes, a possibilidade de identificar
a presenca de cromossomo Y e mosaicismos no
sangue periférico parece tornar desnecessaria a
analise citogenética da gonada.
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