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RESUMO

Pacientes portadores de Disturbios da Diferenci&g&nial (DDS) apresentam maior risco de
desenvolver neoplasias. As alteracdes neoplésicés frequentes nestes pacientes sdo: o
gonadoblastoma, o carcinonma sittumores de células germinativas intra-tubulares- na
classificados. As células germinativas tipo Il s&gpercussoras destas lesdes na maioria dos
casos. O gonadoblastoma é uma neoplasia benignan@jmemetastiza, mas pela alta
prevaléncia e risco de evolugdo para as formasgnesi de neoplasias gonadais, merece
especial atencdo. Em uma regido proxima ao centodneebragco curto do cromossomo Y,
foi mapeado o gen€SPY imputado como o gene do gonadoblastoma. Este eygnessa-se
em grande quantidade nas células que constituewnadgblastoma. Foram avaliados 47
pacientes com DDS nos seus caridtipos e na pesdaigaevaléncia ddSPY através da
técnica da reacdo em cadeia de polimerase (PCRanAklses revelaram que 50% das
pacientes com sindrome de Turner, mesmo sem o0 semm® Y, integro ou ndo, evidente no
cariotipo, foram positivas para a presenca do gESEY Estes dados evidenciam a
importancia da investigacdo do referido gene nomgpamhamento e orientacdo de

gonadectomia em pacientes com DDS.

Palavras-chave: gonadoblastoma, TSPY, anomalia do desenvolvimgexaal crianca e

adolescente.
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ABSTRACT

Patients with disorders of sexual differentiati@DE) present higher risk of neoplasies. The
most common neoplastic changes in these patieatshe gonadoblastoma, carcinomain situ
and cell germ tumors of intra-tubular unclassifi€tde type Il germ cells are precursors these
lesions in most cases. The gonadoblastoma is @rbéamor that no metastasizes, but the
high prevalence and risk of progression to maligdarms of gonadal neoplasms, deserves
special attention. In a close to the centromer¢hernshort arm of the Y chromosome region,
the TSPYgene was isolated, counted as the gonadoblasten®& Expressed in large amounts
in cells that constitute the gonadoblastoma. DDS péfients were evaluated in their
karyotypes and research investigated the prevaleh€&PYPCR. The analysis reveled that
50% of patients with Turner syndrome, even withth& Y chromosome, righteous or not,
evident in the karyotype, were positive for theserce of theTSPYgene. Evidencing the
importance of the gene in the monitoring and guigasf gonadectomy in patients with DDS.

Key-words: gonadoblastoma, TSPY disorders of sexual development, children and

adolescent.
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1 INTRODUCAO

Os disturbios de desenvolvimento sexual (DDS) ¢erdexo atingem cerca de 1:3000
a 1:1.500 nascidos (BIOSINK, 2006), e corresponderondicdo na qual ha um incompleto
ou desordenado desenvolvimento genital e/ou gongualresultam em uma discordancia
entre 0 sexo genético, o sexo gonadal e o fenétggaal (GRUMBACHet al, 2003; HOUK
et al,2005; BIOSINSKI, H.A., 2006; HUGHE& al, 2006; HUGHESet al, 2007).

O desenvolvimento sexual nos mamiferos esta reladm com a presenca ou
auséncia do cromossomo Y, e se inicia no momenfertiizacdo com o estabelecimento do
sexo cromossomico do zigoto, sendo determinado pekracdo entre genes, fatores
transcricionais e receptores hormonais. A deterfdma& a diferenciagdo sexual ocorrem em
etapas distintas e sequenciais, estando o desenealo classicamente dividido em trés
etapas que consistem da Diferenciacdo (cromosspraida estabelecido na ferlitizacéo),
Diferenciacdo das Gonadas e Diferenciacdo Sexacahdéria (resposta de inUmeros tecidos a
hormoénios produzidos pelas gbnadas para completanaturacdo sexual durante a
puberdade). Deste modo, alteracfes ocorridas ehestas estagios podem resultar em DDS,
especialmente em individuos com cariotipo 46, XYO@FELOW e DARLING, 1988;
DOMENICE et al, 2002; HUGHESet al, 2006; GUERRA-JUNIOR e MACIEL-GUERRA,
2007; DE-MELLO e SOARDI, 2010).

Uma variedade de eventos moleculares regula asasetale determinagdo e
diferenciacéo do sexo, como o desenvolvimentomel#ggracdo das células germinativas para
a crista urogenital e a formacédo de testiculos &iav (BRENNAN e CHAPEL, 2004;
MACLAUGHLIN e DONAHOE, 2004). Interacdes de varigenes envolvidos no complexo
mecanismo da cascata da determinacdo sexual estdo gradualmente esclarecidpsrém
ja se sabe que durante o processo de maturacadagjoaa células germinativas perdem a
expressdo de genes da fase embriologica e comeaamentar a expressao de outros genes,
entre os quais @SPY indicando um maior grau de diferenciacdo nas tieha das células
germinativas masculinas (HONECKERal, 2004).

A complexidade fisiopatoldgica que envolve o estddgacientes com DDS resulta
em enorme variedade de apresentacdes clinicasodoego dos anos vém sendo agrupadas
em nomenclaturas que permitam uma homogeneizacadeeos para facilitar o
entendimento do assunto. Outrora resumida no tértamsexo, atualmente, apdés o consenso
de Chicago em 2006 (HUGHES al, 2006), criou-se uma nomenclatura agrupando ooterm

DDS, seguida do achado cromossémico sexual propasto homogeneizar os diagndsticos



nas publicacdes cientificas e também para factitestudo epidemioldgico estatistico dentro

deste instigante e desafiador campo de estudo l@l'ape

Tabela 1. Nova classificacdo de DDS de acordo ceeetal (2006).

ESTRUTURAS CARIOTIPOS
46,XX 46,XY OUTROS
OVARIOS DDS 46,XX ovariano | DDS 46,XY ovariano (-)
(PHF)
TESTICULOS DDS 46,XX testicular | DDS 46,XY testicular
(Homem XX) (PHM)
OVARIOS + TESTICULOS | DDS 46,XX ovario- | DDS 46,XY ovario- DDS ovario-testicular
testicular (HV) testicular (HV) (HV)
DISGENETICAS DDS 46,XX DDS 46,XY disgenético | DDS disgenético
disgenético (DGP XX) | (DG XY) (Turner & Klinefelter)
DISGENETICAS + DDS 46,XY disgenético | DDS disgenético
TESTIiCULOS (DG XY) (DGMista)
(45,X/46,XY)

Assim, os DDS/XY, anteriormente chamados de Psexrdufrodtismo Masculino; os
DDS/XX, chamadas de Pseudohermafroditismo Feminirms DDS/ovitesticular,
denominados Hermafroditas Verdadeiros (HV); os Dalfgracbes cariotipicammo 45,X e
variantes; 47, XXY e variantes. Um dos grandes to®da nomenclatura do Consenso € nao
estigmatizar os portadores de DDS com termos coarméfroditas, Intersexo ou portadores
de Genitalia Ambigua.

Mesmo com a nomenclatura do Consenso de 2006, agmgam-se patologias de
manifestacdes clinicas bastante diversas entre si:

« DDS/XX: Hiperplasia Adrenal congénita por deficisnde 21-hidroxilase com fendtipo
de genitalia externa ambigua, gbnadas femininasaisr virilizacdo; DDS/XX homem
com sexo reverso, Disgenesia Gonadal Pura (DGP) XX;

« DDS/XY engloba: Insensibilidade androgénica congpketparcial, defeitos de sintese de
testosterona, defeito de receptor de LH, deficeére 5-alfa-redutase, Disgenesias
Gonadais Pura XY. Cada um com apresentacoes dibastante diversas desde fenotipo
feminino normal até, varios graus de ambiguidadetale

» DDS/ 45,X/46/XY para as Disgenesias Gonadais Mig2&zM).



Em pacientes com formas especificas de disturlaiatifdrenciacdo sexual, segundo o
Consenso de Chicago para classificacdo e manejasdesndigbes, ha um risco maior de
desenvolvimento de neoplasias originarias das di@hs de células germinativas, mais
especificamente de células germinativas tipo Icidtae comDDS, XY com disgenesias
testiculares com criptorquidia, sub-fertilidade iotertilidade apresentam risco aumentado
para desenvolver neoplasias gonadais (OOSTERIdta$ 2005).

As lesdes precursoras das neoplasias de célulasngdivas tipo 1l sdo o Carcinoma
in sit/ Neoplasia intra-tubular de células germinativas alassificadas e o gonadoblastoma.
Estas sdo, portanto, as lesdes pré-cancerigenas am@iuns nos pacientes com DDS e
dependem do nivel de diferenciacdo sexual da gépaaocorrem (SCULLYt al, 1970;
SKAKKEBSEK, et al 1972; COOLS,et al 2005; JERSEMAEKERSgt al 2005;
DIECKMANN, et al, 2007; COOLSet al, 2006).

O gonadoblastoma (GD) é uma neoplasia gonadal tegnigsitu, que nao metastiza,
sendo rara, e descrita pela primeira vez em 1963 q@aly (SCULLY et al, 1970). Porém em
gbnadas disgenéticas, intra-abdominais e em pasi@am cromossomo Y (integro ou seus
fragmentos moleculares), o gonadoblastoma tempaliencial de malignizacao (SCULLat
al, 1970; VERPet al 1987; RUTGERStt al 1991; CARCAVILLA et al 2008). Essa
neoplasia é composta por células germinativas amiente misturadas a corddes de células
sexuais em grupos ou ninhos circunscritos, gergknemm membrana basal hialina e com
calcificacdes difusas ou focais (SCULLY, 1970).retanto, na metade dos casos, as células
germinativas, sem o seu manto de células do casd&oal, infiltram-se no estroma, para
formar o germinoma (seminoma ou disgerminoma). £ele 17% dos germinomas que
surgem de gonadoblastomas séo bilaterais (SCULRYD;1SCULLY, 1981; RUTGERS®t
al, 1987; SIMPSONMet al, 1990; RUTGERS, 1991).

A andlise histopatoldgica do gonadoblastoma evidethais tipos de células: grandes
células germinativas (como nos disgerminomas eseainomas) e pequenas células, que
lembram células de Sertoli imaturas ou célulasrdawgosa. Em 2/3 dos exames, observam-
se células de Leydig. A invasdo do estroma pordgsucélulas germinativas com numerosas
figuras mitdticas conferem ao gonadoblastoma unractexistica mais agressiva e com
potencial metastatico (SCULLY, 1970; GRAVHOIeT al, 2000).

Os gonadoblastomas sédo encontrados quase queiexciaate (96%) em gonadas
disgenéticas de individuos 46,XY, mas também t&n sbservado raramente em individuos

com auséncia do cromossomo Y (trés casos comiparidd, XX, um 45,X, dois 45,X/46,XX,



guatro com anomalias estruturais do X, um 46,XX]1dgd) e dois hermafroditas verdadeiros
(SIMPSONi,et al, 1990; KINDAL, et al, 2003).

Embora as sequéncias Y-especificas nem sempre sgjdantes citogeneticamente,
as gbnadas disgenéticas de pacientes com estadnsigudo cromossomo Y apresentam
potencialidade para o desenvolvimento de tumoremdms. O gonadoblastoma é o mais
temido pela sua frequéncia. A deteccdo destas Bei@sépor técnicas citogenéticas ou
moleculares tem sido estimulada para nortear @agdo profilatica de cirurgia para retirada
das gonadas neste grupo de pacientes, uma veAqsdio, em geral, tumores metastaticos e
pela possibilidade de cura com a sua resc(88ACIEL-TREVAS, et al, 2005).

O diagnéstico do gonadoblastoma é um desafio, tem&n uma vez identificado pelo
seu potencial risco de malignizacéo, ha indicagiethocao profilatica das gébnadas. Apesar
de né&o invasivo, 50% das amostras demonstram ewdéte crescimento focal do
componente germinativo e cerca de 10% dos germisloseEminomas que surgem neste

contexto apresentam metastases. (SCULLY, 1970).

1.1 Relacéo entre DDS e presenca de tumores gonadai

A incidéncia de tumores gonadais em pacientes cDi, [de um modo geral, € maior
nos casos de individue®m gbnadas disgenéticas e presenca de cromos¥offrdegro ou
nao) na constituicdo gendmica, ocorrendo em ce¥c308 das Disgenesias Gonadais Puras
XY e em 9 a 25% das Disgenesias Gonadais Mistagurir mais frequente € o
gonadoblastoma que € observado quase exclusivamastgbnadas disgenéticas (VE&P
al, 1987; RUTGERSt al,1991).

Em cerca de 8% dos casos, outros tumores malignbsithgem germinativa ocorrem
em associacdo com o gonadoblastoma, na mesma goéonada contralateral. S&o eles: o
tumor de seio endodérmico, o carcinoma embrionaramriocarcinoma e o teratoma imaturo
(RUTGERSet al, 1991). O gonadoblastoma desenvolve-se com negsiéncia em gonadas
intra-abdominais, ocasionalmente nas inguinaigamante nas labioescrotais (RUTGE&S
al, 1991).

A prevaléncia aumentada de neoplasias pode resldtaresenca de tecido gonadal
XY indiferenciado em um ambiente anormal (intraehthal). Essa hipotese é reforcada por

observacbes de que a prevaléncia das neoplasiaglagsnestd aumentada também nas



gbnadas disgenéticas 45,X,/46,XY intra-abdominaiginda pelo achado de tumores em
testiulos criptorquidicos. (LIPA¥t al, 2004).

Também pode ser destacado que durante o desengoteirembrionario as células
germinativas XY dividem-se mais rapidamente do qgeXX. Desse modo, as ceélulas
germinativas XY, programadas inicialmente para ogall de temperatura mais amena (na
bolsa escrotal) e sob uma taxa metabdlica maisabdevem responder a essa posi¢ao intra-
abdominal anormal com um aumento na taxa metabd@icaconsequentemente, com
propensdo a transformacdo neoplasica. (LIPAY al 2004). Os cariétipos mais
frequentemente encontrados nos pacientes com daaattomas sao 46,XY, 45,X/46,XY e
45,X. Fenotipicamente, 80% dos pacientes sdo nagharas em geral ha discordancia entre
fendtipo e gendtipo como nas insensibilidades ay@hicas completas. A prevaléncia exata
do gonadoblastoma ndo é conhecida, havendo destmigbincidéncia em torno de 55% nos
pacientes com Disgenesias Gonadais Mistas, variged80 a 66% nas insensibilidades
androgénicas e outras anomalias do desenvolvinsexteal com cariotipo XY. Cerca de 39%
das pacientes com sindrome de Turner apresental@neias moleculares do cromossomo Y
quando pesquisadas por PQ®l{merase chain reactign e a presenca do Y predispde 0s
individuos a um risco de 7-10% de apresentarenadmbiastomas. (LAlkt al, 1999;
MENDESet al, 1999; BRANTet al, 2006).

Em 1986, Troche e Hernandez encontraram gonadobiasbu disgerminomas em
pacientes com menos de 10 anos com gbonadas disgsn& também encontraram
comprometimento bilateral em 38,6% dos 140 pacseoten disgenesia gonadal (TROCHE
et al, 1986).

Quando Canteet al (2004) usaram a técnica d®CR para investigar sequéncias
especificas do cromossomo Y em pacientes com siedde Turner e com cariotipo 45,X
obtido a partir de cultura de linfécitos por pungd® sangue periférico, eles identificaram
material do cromossomo Y em 9,3% dos casos. Faiddd gonadectomia profilatica e das
seis pacientes que concordaram em se submetex presedimento cirargico, duas (das seis
pacientes que tiveram as gbnadas retiradas) apaes@en gonadoblastoma na analise

histopatoldgica, o que indicou uma incidéncia d#.33



1.2 Frequéncia e distribuicdo do Gonadoblastoma epacientes com DDS

Os gonadoblastomas sdo mais frequentemente obesmadksegunda década de vida,
a menos que a neoplasia ocorra em testiculos iqpthcos. Em um caso, um disgerminoma
foi diagnosticado logo apds o nascimento. Cerc20® surgem de gonadas disgenéticas e
18% de testiculos disgenéticos criptorquidicos; 6% dos casos, a estrutura original da
gbnada é oculta pelo tumor e, portanto, de tipeterthinado (SCULLY, 1970). Uma reviséo
da literatura mostrou que em 94% dos casos de amaplem gbnadas disgenéticas foram
diagnosticados antes dos 30 anos de idades, aianagosecunda década de vida (TROCHE
et al, 1986).

Os gonadoblastomas podem estar associados a disgeras (50%) e a outros
elementos malignos de células germinativas (10%Y(L.Y, 1970; KILDAL, et al, 2003), e
0 prognostico clinico esta relacionado a presenga ndo desses elementos. Os
gonadoblastomas puros ndo produzem metastasepna@rio dos disgerminomas, que,
apesar disso, respondem bem a radioterapia, ssngga@réncias pouco freqientes e tardias.
Por outro lado, os carcinomas embrionarios, tumene®dermicos do sino, coriocarcinoma e
teratomas imaturos sdo extremamente malignos dngerte letais se ndo tratados com
quimioterapia multipla (SCULLY, 1970).

A ocorréncia de tumores gonadais (gonadoblastomdisgerminoma) em pacientes
com Disgenesia Gonadal Pura (DGP) com cari6tipoéXdte aproximadamente 30%, com
base em analises retrospectivas. A prevalénciaasmscfamiliais parece ser maior. Em 62
casos familiais, 38 individuos (58%) apresentararmotres gonadais, primariamente
gonadoblastomas ou disgerminomas. Verp e Simps®87)lverificaram onze casos de
tumores gonadais em 45 casos nao familiais (24%}yisgerminomas sao o0s Unicos tumores
de células germinativas com uma incidéncia substite bilateralidade, que ocorre em 15%
dos casos. A maior incidéncia de tumores em pasesdm disgenesia gonadal e presenca de

cromossomo Y pode estar relacionada a dois fatores:

(1) o tecido gonadal indiferenciado seria, pela [@dgria natureza, mais propenso a
transformacao neoplasica, independente do mecaraemético de origem da disgenesia da

gbnada;

(2) o gene que produz a disgenesia gonadal ndcaspg@ovocaria a auséncia de
células germinativas, mas também conferiria projpdes malignas, ou seja, a hipoplasia e a

neoplasia gonadal seriam fenémenos relacionados.



O gonadoblastoma se desenvolve quase que exclisianem pacientes com
distarbios da diferenciacdo sexual, com evidénaieaular do cromossomo Y ou com este
cromossomo evidente no cariétipo. (DAMIANI & GUERRWNIOR, 2007; HUGHESet
al, 2006). Dados da literatura americana apontam8{% dos pacientes que apresentam
gonadoblastomas tém o fendtipo feminino e cerci08é séo fenotipicamente masculinos. A
incidéncia é de 55% nas Disgenesias Gonadais MBtaMm), cujo caribtipo é 45,X/46,XY;
30-66% nas Insensibilidades Androgénicas e pseaduodiroditismo masculino (DDS/XY)
(TROCHEet al, 1986; RUTGERSt al, 1991).

Em um estudo de 15 pacientes com disgenesia goadeabdtipo feminino, Wallace e
Levin (WALLACE et al, 1990) observaram tumores gonadais em sete. Desgénadas que
apresentavam malignidade, foram encontrados ciogadpblastomas, quatro disgerminomas
e uma neoplasia maligna intratubular de célulasgpativas. Uma das pacientes apresentou,

ainda, um tumor de estroma gonadal.

Em um estudo que avaliou uma série de 13 portadierg®nadoblastoma localizados
a partir do diagnostico anatomopatologico, 5 erarsako masculino; destes, 3 (46,XY) eram
irmaos que tinham criptorquidia bilateral e presenge derivados mudllerianos; 1
[46,X,+mar(Y+)] tinha criptorquidia bilateral e tgri6tipo ndo informado) tinha seminoma e
calcificacdo focal, além de Utero e tubas. Dasciepées do sexo feminino, 1 era portadora de
DGP XX e 2 eram portadoras de Sindrome de TurG@&STA, 2002).

A sindrome de Turner (STinerece atencdo pela frequéncia ja observada de
Gonadoblastomas, além de ja ter sido revelado ¢udass usando técnicas moleculares,
segmentos do cromossomo Y em muitos pacientesMEIRIA, et al, 2009). Esta sindrome
deve seu nome a Henry H. Turner que, em 1938, quubk descricdo da triagddantilismo
sexual — pescoco alado — cubito vakgu sete pacientes do sexo feminino com baixa estatu
Posteriormente, demonstrou-se que, nessas paci@stegonadas sdo vestigiais e ocorre
aumento da excrecdo de gonadotrofinas hipofisékiascidéncia da ST é estimada em torno
de 0,47 por 1.000 ou 1 em cada 2.130 nativivasu@eno de recém-nascidas corresponde,
porém, a uma pequena fracdo do total de concepinssd, uma vez que, embora 1 a 2% de
todas as concepc¢des humanas tenha a constituigdmssomica 45,X, cerca de 99% dos
conceptos 45,X sdo abortados espontaneamente (BRAMI 2006; BIANCO et al, 2009).

Pelo potencial risco de malignizagdo do Gonadodast nos pacientes com
cromossomo Y integro ou de fragmentos do Y, comadés intra-abdominais ou inguinais,

esta indicada a remocao profilatica destas gordidgenéticas (CARCAVILLA, 2010).



1.3 Evidéncias Genéticas do Gonadoblastoma

Os gonadoblastomas sédo encontrados quase queiexciaate (96%) em gonadas
disgenéticas de individuos 46, XY, mas também tédo ®bservados raramente em
individuos com auséncia do cromossomo Y (trés casos cariotipo 46,XX, um 45X,
dois45,X/46,XX, quatro com anomalias estruturais Xp um 46,XX,del(11p) e dois
hermafroditas verdadeiros (SIMPSQ#t al, 1990; KINDAL, et al, 2003).

A prevaléncia aumentada de neoplasias pode resldtaresenca de tecido gonadal

XY indiferenciado em um ambiente anormal (intra@hbahal). Essa hipétese é reforcada por
observacbes de que a prevaléncia das neoplasiaglasnestd aumentada também nas
gbnadas disgenéticas 45,X/46,XY intra-abdominaigirela pelo achado de tumores em
testiculos criptorquidicos. Também pode ser dedtacgue durante o desenvolvimento

embrionario as células germinativas XY dividem-sssmapidamente do que as XX. Desse
modo, as células germinativas XY, programadas rmaigiente para um local de temperatura
mais amena (no escroto) e sob uma taxa metabékda Ibaixa, devem responder a essa
posicao intra-abdominal anormal com um aumentara metabodlica e, consequentemente,

com propensao a transformacao neoplasica (SCUL2YOL

Os niveis elevados de gonadotrofiqaer seprovavelmente ndo sdo oncogénicos,
considerando-se as baixas taxas de neoplasia emidims 45,X. O gene mutante que
determina a Disgenesia Gonadal Pura (DGP) XY, pem@lo, no SRY, poderia conferir
diretamente a propensado para transformacdo necgldsssa hipotese baseia-se na idade
precoce de manifestacdo da neoplasia e na freguéglaetivamente alta de bilateralidade,
caracteristicas de tumores associados a mutacbesag€Observou-se que os fibroblastos de
pacientes com DGP XY, mas nédo daqueles com masaicsontendo linhagem 45,X,
apresentam maior susceptibilidade a transformagése exposicdo ao SV486ifhian papoma

virus). Apesar do mecanismo ser desconhecido, ha aosi&sohipoteses vigentes:

(1) A mutacdo que determina a DGP XY poderia ldeanbém ao surgimento de
linhagens celulares aneupldides nas células getirasa

(2) O genemutantepoderia alterar os antigenos de superficie celdar células
embrionarias (SCULLY, 1970). BENNET®@t al, em 1991, fizeram diversas observacdes

relevantes a esse respeito em camundongos;

(3) O gene mutado pode ser um supressor tumogljrsk 0 modelo proposto por

Knudsonet al, 1987. Essa hipdtese pode ser sustentada pelddajoe praticamente todos os



gonadoblastomas ocorrem em pacientes 45,X/46,X¥omu Disgenesia Gonadal Pura XY,

sendo raramente observados em individuos 46,XX & nica vez em um paciente com

ataxia, telangiectasia, uma anomalia caracterizaainstabilidade cromossémica. Esses
casos raros podem ser resultado de duas mutagf@sns&is casuais, enquanto os demais
casos seriam devidos a uma mutagdo somatica pdecddi uma delecdo ou mutacdo pré-
existente. O risco aumentado de desenvolvimentgaadoblastoma em pacientes com
gbnadas disgenéticas e presenca de material derd@dromossomo Y na sua constituicao

cromossOmica esta bem estabelecido (SCULLY, 1970).

Petrovicet al (1992), descreveram o caso de uma menina comddmidade cujo
cariotipo foi realizado devido a baixa estaturandee encontrado 0 mosaicismo
45,X/46,X,+mar. Esse marcador estava presente émnde8 linfocitos periféricos analisados.
A analise molecular com sondas Y-especificas mosirauséncia d8RYe a presenca de
material correspondente ao restante do braco eugo centromero, e o estudo com FISH
também demonstrou que o cromossomo marcador ereadierdo cromossomo Y. Na
laparotomia foram encontradas gonadas disgené&iadisgerminoma na gbnada esquerda.
Esse caso demonstrou que até mesmo um pequenaloradleaivado do cromossomo Y com

material pericéntrico pode predispor a transforrmaggoplasica da gbnada disgenética.

Salo et al (1995), usando varios STSsefjuence tagged sijedo cromossomo Y,
avaliaram 2 pacientes com gonadoblastoma e pequoaemossomo derivado de Y no
caridtipo, identificando uma pequena regido entcemtromero (pDP97 em um intervalo de
4B) e um intervalo 5E proximal do braco longo donsossomo Y (sY182), em uma regiao
compreendendo 4Mb de DNA. Essa regido coincide @oegido ddsBY, gene determinante

de crescimento.

1.4 GeneTSPY

Uma vez que o risco aumentado de desenvolvimengmiadoblastoma em pacientes
com gbénadas disgenéticas e presenca de materishdizrdo cromossomo Y estava bem
estabelecido, em 1987, Page (1987) postulou aéexist de um gene no lécus do
gonadoblastoma no cromossomo &B(Y) com esta funcdo, sugerindo sua localizacéo
proxima ao centrdbmero ou no braco longo do crommses, portanto distinta da localizagéo
do SRY
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Em 1995 foi realizado um estudo onde os autoresmmmsaarias sondas especificas do
cromossomo Y para estudar casos de sexo reversmdgaastoma e presenca de
cromossomo Y no cariétipo e segundo os autores CFBYA et al, 1995) o I6cusGBY
estaria localizado em uma pequena regido proxima caotromero, estimada em
aproximadamente 1-2Mb. A analise indicou que tani&PY(Ypter-p11.2) como o YRRM
(Y-chromosomeRNA Recognition Motif— Yqll) estavam presentes em todos oS casos.
(TSUCHIYA et al, 1995).

Assim, em uma pequena regido proxima ao centrérderaromossomo Y, em
Tsuchiyaet al (1995) localizaram uma regido de suscetibiliddolgonadoblastoma através
da analise de um painel de pacientes com gonadoinlase anomalias do desenvolvimento
sexual. Nesta regido foi mapeado o geBeY- testis-specific protein encoded (TSUCHIYA
et al, 1995) (Figura 1).

11.3

11.2
11.1
11.1
11.21

11.22
11.23

Yq

Figura 1. Representacdo esquematica do cromossomos¥fando a localizagdo do geR8PY(LAU et al,
1999).

O Unico l6cus oncogénico no cromossomo Y é o ldocugonadoblastoma (LAt al,
2009). Estudos recentes apontam o ge8PYcomo o gene do gonadoblastoma étlal,
2007; LAU et al, 2009). Parece que o genB8PYexpresso em individuos com anomalias do
desenvolvimento sexual poderia ter efeito oncogé(tst) et al, 2006; LAU et al, 2009). O
TSPYparece exercer funcédo na proliferacédo e diferedoiaormais de células germinativas
masculinas, mas esta expresso, de forma ectopicagstigios precoces ou tardios do
gonadoblastoma, do carcinomasitue dos seminomas (S&f al, 2006; BIANCOet al, 2009;
LAU et al, 2009).

Os estudos de Laet al (2009) sugerem que o ged&SPY desempenha fungdes

normais na proliferacdo de células tronco mascsilen@a meiose das células germinativas,
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interagindo com ciclinas B e afetando a atividads diclina B — CDK1 quinase. Estudos
detalhados sugerem queT&PYe as ciclinas B1 sdo co-expressos durante a uldi@gio
espermatica e exerce papel fundamental em mediaiclos celulares meioticos, sem que

haja interfase entre os ciclos durante a esper@aésg.

Expressbes ectopicas dOSPY aceleram a proliferacdo celulan vitro e a
tumorigénese em ratos atimicos. Além disso, este iggula positivamente a expressao de
oncogenes e genes pro-crescimento celular, pamtioehte os do braco curto do cromossomo

12 e regula negativamente os genes inibidoresaswionento celular. (LAt al, 2009).

O geneTSPYlocaliza-se numa regido critica, no brago curtocdmmossomo Y,
préxima ao centrdbmero Ypll.2, nos pares de based 8&3 a 9.307.357. Este gene é
expresso em tumores de células germinativas ouenmot de gonadoblastomas. Sua
expressdo também estad correlacionada com semintesfisulares e estd envolvido na
tumorigénese da préstata. Outras nomenclaturassigaaa se referir a este gene J&PY
CT78 DYS14 pJA923. (TSUCHIYAgt al, 1995, ZHANG et al, 1992; VOGEL et al, 1998).

O genelTSPYé uma sequéncia tandenrepetida cerca 20 a 60 vezes, constituindo um
bloco com mais de 1MB de DNA de uma série de gdanesionais no braco curto do
cromossomo Y. Em humanos ha aproximadamente 3masdapeste gene, havendo uma
variacao frequente deste niumero de cépias, 0 qeresque a série deste gene € um ponto de
alta instabilidade genética no cromossomo Y, tamopopula¢cdes normais como em varias
doencasO geneTSPYé composto por 6 éxons e 5 introns, com uma remidmotora de

extensdo ainda nao precisamente conhecida (VOgBal.1998).

O produto do gen@SPYé a proteina testicular especifica ligada ao cronmossy,
sendo somente encontrada no tecido testicular, denplm estar envolvida na
espermatogénese. Esta proteina encontra-se ligadinas tipo B e intensifica a ativacao da
atividade quinase da ciclina B-CDK-1, além de indazrapida transicdo G(2)/M no ciclo
celular. Também interfere no funcionamento norntabdu homologo no cromossomo X, o
TSPX (LAU et al, 2009).

Com estes dados € possivel compreender que a skpresa acao ectdpicas do gene
TSPYem células de linhagem ndo germinativas rompeaaeido do ciclo celular normal e
predispdem estas células a tumorigénese (HERS81@52008; LAUet al, 2009).

Usando imuno-histoquimica, Western blotting e PCGRapanalisar 171 casos de

tumores de células germinativas testicularesetLal (2007) verificaram que dSPY se
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expressa abundantemente em precursores de carctestitallarin situ, em neoplasias de
células germinativas intra-tubulares ndo classifisae em seminomas; mas, é minimamente

expresso ou Nao expresso em varios tipos de ndon@eas.

Embora o gonadoblastoma seja o tumor gonadal mesidntemente observado nas
gbnadas disgenéticas de pacientes com materiabss@mmico derivado do Y, o tumor mais
temido é o disgerminoma, por sua potencial malaphéde bilateralidade. Outras neoplasias,
malignas ou ndo, também podem ocorrer neste grapmadientes. Por ndo serem tumores
metastaticos e pela possibilidade de cura comiradatcirdrgica do mesmo, a deteccdo de
cromossomo Y integro ou ndo por técnicas citogeam®tconvencionais ou por estudo com
FISH ou PCR tem sido estimulada para nortear aagdo profilatica de gonadectomia.

Anteriormente, a presenca do cromossomo Y no gawsiaonvencional através de
cultura de linfocitos de sangue periférico, pojéera indicativa de gonadectomia profilaticas
em pacientes com gbnadas disgenéticas e intra-abaisrem pacientes com DDS. O avango
das técnicas de Biologia Molecular permitiu an&liseais acuradas para identificacdo de
genes e/ou produtos génicos que pudessem serddidizcomo marcadores tumorais. A
presenca de gonadoblastomas em pacientes com roopnassmples do X é uma evidéncia
de que ha fragmentos do Y com genes gue partigipada génese destas neoplasias. No caso
do gonadoblastoma, a pesquisa do geEBBYe sua expressao génica nos tecidos alvo deve
contribuir para aumentar a precisdo nas indicagiEss bidsias gonadais, bem como de
gonadectomais em pacientes com DDS, especialmastgue ndo apresentam evidéncias do
cromossomo Y no cariétipo convencional (LAU, 196@OLS, et al, 2006; BARROSet al,
2009; OLIVEIRA, et al, 2009; BARROSet al, 2011).

1.5 Justificativa

Visto que o gendSPYesta envolvido com uma série de eventos que negaleiclo
celular meidtico, sendo também, junto as ciclinds &expresso durante a diferenciagdo
espermética, e desta forma podendo estar reladoaafbrmacdo de tumores como o
Gonadoblastoma, a pesquisa deste gene em pacl@b®sseria um passo inicial para a
identificacdo, neste universo, de pacientes comompredisposicdo para desenvolver
gonadoblastomas e consequentemente colaboraria ganadicagcdo de gonadectomia

oportunamente.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

» Verificar a prevaléncia de do gefi@PYem pacientes portadores de anomalias da

diferenciacéo sexual no Para.
2.2 Especificos

» Correlacionar os achados dos cariotipos com apgaseu auséncia do gen8PY
» Verificar a prevaléncia do ged&PYem pacientes com sindrome de Turner;
* Identificar os pacientes do estudo com maior réeaesenvolver gonadoblastoma e

contribuir para priorizar a gonadectomia profilatieestes pacientes.
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3 CASUISTICA E METODOS
3.1Tipo de pesquisa

O presente estudo € do tipo observacional, desxyrigirospectivo e de prevaléncia.
Foram utilizadas amostras de sangue periférico @asientes com anomalia do
desenvolvimento sexual atendidos no ambulatéri&migocrinologia Pediatrica do Hospital
Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Para (HF$GMP Belém/PA tendo sido
submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pssd@EP) em Seres Humanos do
Instituto de Ciéncias da Saude(ICS) da Universidael@eral do Para (UFPA), (Protocolo
80/2010). A coleta das amostras foi iniciada apdseacdo do CEP e autorizacdo dos pais ou
responsaveis dos pacientes estudados atravésidat@ssde termo de consentimento livre e
esclarecido(TCLE) (ANEXO | e II).

3.2 Local e periodo do estudo

A pesquisa foi realizada no ambulatério de Endotogia Pediatrica do Hospital
Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do Para e lmardtario de Citogenética do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal ai@,Pobtendo-se dados dos prontuarios
dos pacientes atendidos neste ambulatorio, ondamfopreenchidos os termos de
consentimento livre e esclarecido e as amostrasadgue serdo analisadas no referido

laborat6rio, no periodo de julho de 2010 a agostaaiL 1.

3.3 Populagéao e amostra do estudo

A populacdo foi composta de 47 pacientes atendidos ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital Fundacdo &&dsa de Misericordia do Para, onde
foram coletadas as amostras de sangue para car®tgnalise molecular da pesquisa. A

amostra foi composta pelos pacientes que preemahmsaritérios de inclusao.

3.4 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao:
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- Pacientes de idade desde recém-nascidos até@S5@am anomalias na determinacao
e/ou diferenciacdo sexual e com disgenesias ga@jacain ou sem alteracbes na genitalia

externa.

- Pacientes que concordaram em participar do estendo sua concordancia expressa
através da assinatura do termo de consentimendaclarecido pelo seu responsavel ou
pelo préprio paciente quando este tiver 18 anadatie ou mais.

Critérios de exclusao:
- Pacientes com idade superior a 50 anos.

- Pacientes com sindromes genéticas malformataplexas

3.5 Coleta de dados

Durante o estudo foi realizado um contato prévim cada responsavel pelo paciente
ou com o préprio paciente (no caso de maior idaoke)le foram fornecidas informacdes
acerca do objetivo da pesquisa, além de formupiaia assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido para posterior coleta do maté ANEXO 1), bem como foram coletados

os dados referentes ao sexo, idade e procedénpiactemnte.

As amostras de 10 ml de sangue periférico forandabtpor puncdo venosa ou
arterial periférica dos pacientes com critériosrdusdo no estudo para posterior realizacédo
das técnicas de biologia molecular.

A coleta foi realizada no ambulatério de Endocrgod Pediatrica do HFSCMPA
utilizando-se material estéril descartavel (sesnda 10 ml e agulhas 0,55 x 20 mm) e com
anti-sepsia feita no local da puncdo, sendo reddizpor um técnico de enfermagem,
acompanhado da médica pediatra Lena Stilianidi i&a€ periodo em que se procedeu a
coleta foi de julho de 2010 a agosto de 2011.

As amostras de sangue coletadas foram armazenadasascos de vidro (tipo
vacutainerEDTA) e colocadas em um isopor de 3 litros com matedabelante reutilizavel
ICEFOAM para o transporte até o laboratério de g&teetica Humana no Centro de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal do Para, onderfrocessadas e analisadas (Figura 2).

Todos os pacientes da presente pesquisa foramadstidegundo os preceitos da

Declaracdo de Helsinque e do Cddigo de Nurembegpeitadas as Normas de Pesquisa
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Envolvendo Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do @undeacional de Saude apos
aprovacdo de projeto pela Comisséo de Etica emuResdo ICB (Instituto de Ciéncias
Biolégicas) da Universidade Federal Para (UFPA) worizacdo pelos pacientes ou
responsaveis dos pacientes estudados, por meioerdeo tde consentimento livre e

esclarecido.

Para a classificagdo quanto a faixa etéria, foransiderados lactentes, os pacientes
menores de 2 anos; pré-escolar foi consideradwithdis entre 2 e 6 anos de idade; escolar
como individuo entre 7 e 10 anos exclusive (PUC@NILARIO, 2008), adolescentes foi
definido como individuo entre 10 e 19 anos de idauelO, 2013) e adultos a partir de 19

anos de idade.

Pacientes atendidos no ambulatério de Endocrinologia

Apresentac¢ao do Estudo e TCLE

Coleta de sangue venoso
Coleta: Nome, sexo, idade,

por puncao periférica

procedéncia.
Encaminhamento ao Lab.

Citogenética

Armazenado em geladeira

Figura 2. Fluxograma da coleta dos dados.

3.6 Caridtipo

Neste experimento, as células foram cultivadas @m tcompleto contendo 76,8% de
meio de cultura HAM-F10 da marca Sigma, suplementan estreptomicina (0,01 mg/ml),
penicilina (0,005 mg/ml), 19,2% de soro bovino lf¢ultilab) e 2% de fitohemaglutinina
(Gibco). As preparacdes citoldgicas para a andbisdinfocitos do sangue periférico humano
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em metafase foram obtidas pela técnica de Moogteatl (1960), com modificacBes
utilizadas no Laboratério de Citogenética Humana.

A técnica de coloracdo empregada foi a de obtededbandas GTG, descrita por
SCHERES (1972) com modificacoes:

Laminas secas ao ar foram imersas em solucdopdinti0,01% diluida em tampé&o
fosfato 0,06M durante poucos segundos, dependemdtade das laminas e das condi¢bes de
temperatura e umidade do meio ambiente. A acaopdania foi interrompida mergulhando-se
a lamina em agua destilada gelada. Apds este pnoertb as preparacdes foram coradas em
Giemsa tampao fosfato 0,006M (1:30) durante 5 msUavadas em agua corrente e secas ao

ar.

A analise das preparacdes cromossomicas submeatimlabandamento GTG foi
realizada ao microscépio optico com objetiva deXLO8 andlise das bandas GTG foi feita
nas metafases que apresentaram cromossomos conasbau@ permitissem a sua

identificacdo, as quais foram também fotografa(@bSEXOS 11l e 1V)

3.7 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir das amostras de sanguiéépco foram realizadas
conforme o protocolo estabelecido pelo kit da Qi@Ai@iagen®). Posteriormente, o0 DNA

extraido serda armazenado no freezer -80°C.

3.8 Determinacao da presenca do ge&PY pela técnica de PCR

Para deteccdo da presenca do géBeY a partir das amostras com marcadores
moleculares do cromossomo Y, foi empregada a técda PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) utilizando iniciadores quimers especificos para o éxon 1 do gengrPY.
(Tabela 2 e Figura 3)

Primer | Sequence Annealing
temperature
If 5" CGGCACAAGTTCCAAG 3~ forward 58 °C
Ir 5" TCCCCAAAGAGTCACATC 3~ reverse

Tabela 2. Apresentacdo dpemers utilizados para a amplificacdo do gensPY com a respectiva
temperatura de anelamento (SVACINOV& al, 2011).
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M(25 pb) presenca auséncia presenca

300 pb

Caso 13 Caso 14 Caso 15

Figura 3. Analise da amplificagdo de DNA pela reagdo em cadeia da polimerase. Os casos 13 e 15 apresentam a
amplificacdo de um fragmento de 387 pares de bases do exon 1 do gene TSPY. M: marcador de peso molecular
de DNA de 25 pb.

As reacdes de amplificacdo das regides analisadas fotimizadas para um volume
final de 25 mL contendo, 100ng de DNA, 10 mM Tri€HpH 8,5, 50 mM KCI, H20 1,5
mM MgCI2, 1,25 mM de cada dNTP, 1,25 mM de cadaerie 1 unidade de Taqg DNA
polimerase e incubadas em termociclador MastescyGradiente (Eppendorf). A
amplificacao foi realizada a 9€ por 3 minutos, $2C por 1 minuto ( 50C, 58 C e 62 C/
1min), 72 C por 1 min e a extensao final a2 por 7 minutos. A reacdo de PCR teve 35

ciclos.

3.9 Andlise de dados

Os resultados obtidos foram organizados em planittta Microsoft Excel® 2003 e
foram analisadas nos programas Epi Info versa® &55PSS Statistics 17.0. Realizou-se
analise descritiva dos dados, apresentando-seqaéfieia absoluta, frequéncia relativa e
medidas de tendéncia central (média aritmética,ianad moda, minimo e maximo) e

medidas de dispersédo (desvio-padrao).

Realizou-se analise estatistica inferencial paes @mostras, através dos testes Exatos
de Fisher e G com corre¢do de Williams. Fixou-sa@mivel alfa de significancia valores
iguais ou menores a 0,05 (5%) para rejeicdo dadspdle nulidade.(p<0,05)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da procedéncia dos pacientes que foramdigbs no Ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica no Hospital da Santa Qesdisericérdia do Para mostrou que
48,9% dos pacientes residiam na regido Metropalitha Belém, 42,6% foram provenientes
de outros municipios do Para e 6,4% vieram de slEstados, mas que ja residiam no Para
para o tratamento. Nao ha na literatura cientibiciia publicacdo sobre esta prevaléncia no
Estado do Para, sendo estes dados bastante rekev@enta incluir o Para na estatistica

nacional onde os dados referem-se predominanteragatgdo Sudeste do Brasil (Tabela 3).

Estas informacdes devem ser analisadas para ameote de politicas de Saude
Publica no Para no sentido de viabilizar politisasiais que facilitem o atendimento deste
pacientes com DDS e suas familias. Sobretudo panqueeriodo de definicdo etiologica,
estes pacientes séo orientados a ndo fazer oroegjigt até que se conclua de comum acordo
com a familia e a equipe multidisciplinar que osndem (Endocrinologia Pediatrica,
Geneticista Clinico, Cirurgido Pediatrico, Psica@lsgRadiologista e Patologista Clinico).
N&o ha na Legislacao Brasileira registro de nastioneemporario com sexo indeterminado.
Neste, interim, entdo, ndo tém identidade, nencgfmaos brasileiros, ficam a margem dos
direitos primarios como vacinacao, teste do pezisbm direito ao pagamento de tratamento
fora do domicilio, dificuldade para viagens intenitipais em transportes publicos onde é

obrigatoria a apresentacéo da certiddo de nasandentriancas e adolescentes (Tabela 3).

Todos estes transtornos sociais “obrigam” os paegestrarem seus filhos portadores
de DDS. Assim, os resultados, segundo o sexo de&wrinesta amostra estudada, séo de
68,1% individuos criados como mulheres e 31,9% cborens (Tabela 3). Na literatura se
observam citacbes em que 80% dos pacientes comp#a gonadoblastoma tém fenaotipo

feminino (Looijengaet al, 2007; Trevas-Guerraf al, 2010).

No presente estudo foi possivel observar que 44,8d% pacientes estdo na
adolescéncia, periodo no qual a hipovirilizagdohgervirilizagdo sdo motivos que levam
estes pacientes a procurar os servicos de refar€habela 3). Esta distribuicdo por faixa
etaria na amostragem estudada € semelhante ata@esgroutros trabalhos na literatura como
(Saravageet al, 1990; Coolst al, 2005; Coolset al, 2006).
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Tabela 3. Caracteristicas demograficas dos pasienteestudo, Belém/PA.

Variaveis demograficas Frequéncia Frequéncia

absoluta relativa (%)

Sexo de criagao

Masculino 15 31,9
Feminino 32 68,1
Total 47 100,0
Faixa etéria

Pré-escolar 7 14,9
Escolar 13 27,7
Adolescente 21 44,7
Adulto 6 12,8
Total 47 100,0

Procedéncia

Regido Metropolitana de Belém 23 48,9
Outros municipios paraenses 20 42,6
Outros Estados 3 6,4
Dado ausente 1 2,1
Total 47 100,0

Baseando-se nos riscos de pacientes com DDS davdésrem gonadoblastoma,
segundo o0s critérios propostos por Looinjenga efv 2@otou-se que mesmo de alto risco
para esta neoplasia, a casuistica do presentéhmadgaresenta apenas 8,5% de pacientes com
Disgenesia Gonadal. Este viés, certamente, devassdimitado numero de pacientes
submetidos a bidpsia gonadal, procedimento cirargiercado de burocracia na Saude
Publica no Par4 que limita os numeros de leito€idergia Pediatrica e um Unico Servico
especializado (Figura 4).
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Monossomia do cromossoma 21 n=1(2,1%)
Agenesia testicular h=1(2,1%)
Insensibilidade androgénica incomp. n=1(2,1%)

Disgenesia gonadal n=4(8,5%)

ADS/Oviteste n=4(8,5%)
Insensibilidade androgénica completa n=5(10,6%)
ADS/XY n=11(23,4%)

Sindrome de Turner n=20 (42,6%)

0 10 20 30
n

Figura 4. Distribuicdo dos pacientes em estudo derda com a anomalia do
desenvolvimento sexual (ADS) apresentada, Belém/ PA

Os portadores de Insensibilidade Androgénica Camg@DS/XY), também de alto
risco para desenvolvimento de tumores gonadais@asas germinativas, correspondem a
10,6% deste estudo. Dos pacientes com DDS/XY 23,46t diagndstico etiolégico
definitivo por limitado suporte laboratorial, empesial de técnicas de genética molecular,
sao de alto ou médio risco para apresentarem gblestiomas (Figura 4).

As pacientes com sindrome de Turner representaPa®¥odda amostra estudada. Os
casos que apresentdr8PYpositivo no genoma sdo considerados de risco ieiario para
desenvolver gonadoblastomas, segundo Looinjendar}2@as 20 pacientes com sindrome
de Turner analisadas, 10 foraRSPY positivas. As pacientes com sindrome de Turner
correspondem a uma grande percentagem de paciebti8s variando entre 0s servicos,
porém nos grandes centros como na UNICAMPI em Qaaspe no Instituto da Crianca-USP
em Sao Paulo (Trevas-Guerrat, al, 2010; Damiani,et al, 2011) ha coincidéncia da
prevaléncia de sindrome de Turner como encontragwesente estudo (Figura 4; Tabela 4).
No presente estudo, das pacientes com monossomia was linfocitos periféricos (11
pacientes), 54,5% foi positivo pardl 8PY fato este que evidencia a presenca de material do
cromossomo Y oculto no genoma, que também podean @Eisentes em outros tecidos ndo
analisados, como as gbnadas, por exemplo (OLIVE&RAI 2009).
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Tabela 4. Associacdo entre as Patologias dos pesiem estudo e a presenca ou

auséncia do geneSPY Belém/PA.

TSPY
Diagnéstico Positivo Negativo
n (%) n (%)

Sindrome de Turner 10 (28,6) 10 (83,3)
ADS/XY 11 (31,4) -
Insensibilidade androgénica completa 5(14,3) -
ADS/Oviteste 2 (5,7) 2 (16,7)
Disgenesiagonadal 4(11,4) -
Insensibilidade androgéncia incompleta 1(2,9)
Agenesia testicular 1(2,9) -
Monossomia do cromossoma 21 1(2,9)
Total 35 (100,0) 12 (100,0)

Observou-se na amostra estudada de 47 paciented§aeforam negativos na
pesquisa do genESPYpor PCR e 74,5% foram positivas, ou seja, a na@mportadora do
gene do gonadoblastoma e, no caso deste gene eagidsso, poderd apresentar esta
neoplasia ao longo de suas vidas, merecendo segwinpermanente e considerando
possibilidade de indicacdo de gonadectomia prmfddhestes casos. Destaca-se aqui a
importancia da analise molecular em pacientes gomts de anomalias do desenvolvimento

sexual (Figura 5).
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Negativo
n=12
(25,5%)

Positivo
h=35
(74,5%)

Figura 5. Percentual de pacientes i Ypositivos.

DDS/XY sem a etiologia especificada engloba diajods que sé podem ser
concluidos com andlise molecular de alto custajaaiméo disponiveis na rotina de Hospitais
Publicos no Para, como os defeitos de biossintedestosterona, defeitos de receptores de

LH, deficiéncia de 5-alfa-redutase, mutacdes d@ &R ente outros.

A andlise dos cariétipos por cultura de linfocitpsriféricos mostrou que havia
mosaicismo no cariétipo em 12 (25,5%) dos casobglashb). Dos 20 caridtipos compativeis
com sindrome de Turner, 9 tinham mosaisismo, 45% afaostras que correspondem a
Sindrome de Turner. Como o gem8PYfoi positivo em 50% do total de pacientes com
sindrome de Turner (Tabela 4), evidencia-se qued&&tas pacientes tinham o gér@PY
positivo, mesmo com cariétipo 45,X, enfatizandazee a analise foi somente em linfocitos
de sangue periférico. No trabalho de BIANEal (2009) em 87 pacientes com Sindrome de
Turner estudadas os dados apresentados foram B 88 cromossomo Y né&o evidente no

cariétipo convencional.
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Tabela 5. Caracteristicas genéticas dos paciemestido, Belém/PA.

Variaveis genéticas Frequéncia Frequéncia
absoluta relativa (%)

Cariotipo
46,XY 16 34,0
45,X 11 23,4
46,XX 4 8,5
45,X/46,X,i(X)(q10) 3 6,4
45,X/46,XX 2 4,3
45,X/46,X,2dic(Y?) 1 2,1
45,X/46,Xr(X)(p22,3928) 1 2,1
45,Xr(Y?) 1 2,1
45,XY-21 1 2,1
46,X,del(X)(g21.3) 1 2,1
46,X,1(X)(q10)/45,X 1 2,1
46,XX,inv(X)(?q11.1927.3) 1 2,1
46,XY inv(9)(p1?92?)/45,X,inv(9)(p1?7qg27?) 1 2,1
46,XY, 1gh+ 1 2.1
46,XY,9gh+ 1 2.1
47,XYY/46,XX e 45,X 1 2,1
Total 47 100,0

Mosaico — Caridtipo

Sim 12 25,5
Nao 35 74,5
Total 47 100,0

Na amostra de Cantet al, em 2004, das 107 pacientes com Sindrome de Tworar
cariotipo de monossomia simples do cromossomo iXdémtificado material do cromossomo
Y em 9,3% dos casos, quase o dobro do observagoesente trabalho Esta diferenca pode
ser explicada provavelmente pelo reduzido tamarsdh@rdostra com sindrome de Turner,
utilizada neste trabalho (20 pacientes) quando eoagio com o tamanho da amostra utilizada
por Canto (107) pacientes. Neste mesmo estudo d ,Cacima referido, a gonadectomia

profilatica foi indicada, porém, somente 6 se subnaen a este procedimento, sendo que em
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2 casos foram encontrados gonadoblastomas, indicama incidéncia de 33% (CANTE&X
al, 2004).

Na tabela 6 € possivel notar a positividadd 88Yem 57,1% dos pacientes com sexo
de criacdo feminino e em 42,9% dos criados comoehgmA analise estatistica ndo mostrou
diferencas estatisticamente significativas entrdifesentes faixas etérias, nem em relacéo a
procedéncia no estado do Para.

Tabela 6. Associacdo entre o sexo de criacao dnsnpes estudados e a presenca ou

auséncia do geneSPY.

TSPY
Variaveis demograficas Positivo Negativo P

n (%) n (%)
Sexo de criacao
Masculino 15 (42,9) - 0,0048*
Feminino 20 (57,1) 12 (100,0)
Total 35 (100,0) 12 (100,0)
Faixa etéria 0,4077**
Pré-escolar 6 (17,1) 1(8,3)
Escolar 11 (31,4) 2 (16,7)
Adolescente 13 (37,1) 8 (66,7)
Adulto 5(14,3) 1(8,3)
Total 35 (100,0) 12 (100,0)
Procedéncia 0,4758**
Regido Metropolitana de Belém 17 (48,6) 6 (50,0)
Outros municipios paraenses 15 (42,9) 5(41,7)
Outros Estados 3 (8,6) -
Dado ausente*** - 1(8,3)
Total 35 (100,0) 12 (100,0)

Nota: *Teste Exato de Fisher; ** Teste G com cdiregde Williams; ***Valores ndo utilizados na

analise inferencial.
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Ao avaliar a frequéncia do gedé&PYnas diferentes faixas etarias estabelecidas no
trabalho, é de se notar que a pesquisa do refgade foi negativa predominantemente na
faixa etaria de adolescentes, devendo-se a fremuéadndividuos com cariotipo 46X e /ou
45,X neste grupo.

Entre osSTSPY positivos, nota-se frequéncia semelhante entriwithtbs com idades
escolares e adolescentes. Talvez porque com idsdegue se costuma socializar a crianga
que passa a frequentar a escola, haja maior prgmics servicos especializados o que
contribuiu para inclusdo na amostra, onde eleespondem a 27,7% do total de pacientes
estudados. Quanto a positividade no grupo dos sciges (44,7% dos pacientes com DDS
avaliados, encontramos o genoma cb8PYem 37,1% do total de 35 pacientes positivos
para o gene. Também é valido considerarmos qaealascéncia, 0s proprios pacientes com
DDS cobram de seus responsaveis a resolucao dersidematicas organica-psico-sociais, 0
que interfere na maior frequéncia nesta faixaa{digura 6 e tabela 4).

A literatura pertinente néo dispde de trabalhos dstribuicdo demogréafica, por idade e

sexo de criacdo em pacientes cb&PYpara comparacao.

100% n=1
n=5 o,
90% - (14,3%) (8.3%)
80%
70% - n=13 o
o | (37,1%) .
60% (66,7%) Adulto
50% Adolescente
40% - Escolar
n=11 Pré-escolar
30% (31,4%)
20% - n=2
n=6 (16,7%)
10% 1 (17,1%) n=1
0% . (8.7%) .
TSPY Positivo TSPY Negativo

Figura 6. Percentual de pacientes ¢t Yconforme a faixa etaria.

Quando se analisa os caribtipos encontrados natigaeédo, observa-se na amostra que
nos 21 pacientes com cromossomo Y h& a presenggen®TSPY compativel com a
literatura, uma vez que se trata de um gene comp®ndgeste cromossomo sexual. E
recomendavel, nesta amostra, um estudo molecularpgssa evidenciar a presenca ou

auséncia de expressao @&PY ja que se trata de um gene cuja expressao € athkequ
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somente em estagios embriolégicos do desenvolvonétdvera necessidade de armazenar
estas informagBes num banco de dados para queripostnte, em situacbes de biopsia
gonadal ou retirada das gbnadas disgenética, pessaaliar a expressado génica nos tecidos a

serem estudados (Tabela 7).

Tabela 7. Associacdo entre caracteristicas gesélms pacientes em estudo e a presenca do
geneTSPY Belém-PA.

TSPY
Positivo Negativo

n(%) n (%)
Cariotipo
46,XY 16 (45,7) -
45,X 6 (17,1) 5 (41,7)
46,XX 2 (5,7) 2 (16,7)
45,X/46,X,i(X)(q10) 1(2,9) 2 (16,7)
45,X/46,XX 1(2,9) 1(8,3)
45,X146,X,?2dic(Y?) 1(2,9 -
45,X/46,Xr(X)(p22,3928) - 1(8,3)
45,Xr(Y?) 1(2,9) -
45,XY-21 1(2,9) -
46,X,del(X)(g21.3) - 1(8,3)
46,X,1(X)(q10)/45,X 1(2,9) -
46,XX,inv(X)(?q11.1927.3) 1(2,9) -
46,XY 1(2,9) -
inv(9)(p1?92?)/45,X,inv(9)(p1?7q27?)
46,XY, 1gh+ 1(2,9) -
46,XY,9gh+ 1(2,9) -
47,XYY/46,XX e 45,X 1(2,9) -
Total 35 (100,0) 12 (100,0)
Mosaico - Cariotipo*
Sim 7 (20,0) 5(41,7)
Nao 28 (80,0) 7 (58,3)
Total 35 (100,0) 12 (100,0)

Nota: *Teste Exato de Fisher; p = 0,2479.
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Ainda em relagdo aos caridtipos e a prevalénciaggelre estudado, observa-se a
monossomia simples 45,X (11 pacientes da amoswa)pativel com a sindrome de Turner,
tendo uma positividade doiSPYno genoma em 6 (54,5%) dos casos, ou seja, sel@dneid
de cromossomo Y integro ou fragmentado no cario#pliteratura é vasta no que concerne
aumento do risco destas pacientes com risco devd#gerem gonadoblastomas quando tém
cromossomos Y no cariétipo convencional. A revidaddliveiraet al (2009), conclui que a
deteccdo de sequéncias cromossomo-Y especificaedes citadas, a do gem8PY, nas
portadoras de sindrome de Turner, independenteuleasiotipo, € necessaria para prevenir o
desenvolvimento de lesdes gonadais. A observac&o relsultados do presente estudo
colabora para evidenciar a necessidade de se eomsid importancia da investigacao
molecular do gen&SPYnestes casos (CANT& al, 2004) (Tabela 7).

Dos 12 cariétipos com mosaicismo que compuseramastra, 7 foram positivos para o
gene TSPY e 4 foram negativos na pesquisa deste gene. Asanébrrelacionando o0s
carioripos com mosaicismo e a presenca ou auséag@nel SPYevidenciou um p< 0,247,
portanto, sem significancia estatistica. Das difie@® composi¢coes destes mosaicos
encontrados, observa-se que em apenas dois tinhidémeia do cromossomo Y no cariéripo
em linfécitos por banda G. Assim, mesmo na ausédoiacromossomo Y, integro ou
fragmentado no cariétipo, € importante ampliar-gavastigacdo com técnicas de Biologia
Molecular para deteccdo e/ou expressao génica3fY nos pacientes com DDS onde a

neoplasia mais frequentemente encontrada é o gbleatioma (Tabela 7 e figura 7).

100%
0% -
80% -
o n=7
70% - (58,3%)
60% - =i
(80,0%)
50% Mosaico Nao
40% - Mosaico Sim
30% -
" n=35
20% - _ (41,7%)
10% n=7
(20,0%)
% ' ' P=0,2479
TSPY Positivo TSPY Negativo o

Figura 7. Percentual de pacientes ¢ Ypositivos relacionado ao cariotipo com mosaico.
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5 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesta pesquisa, dentro das o&esdigxperimentais utilizadas, foi

possivel concluir o seguinte:

< Dos pacientes com DDS 48,9% residem na regidcopwitana de Belém, o que
facilita o incremento de politicas publicas a fimfdcilitar o atendimento de pacientes e suas

familias;

2 Nos achados deste estudo onde foram avaliadoaci@npes a prevaléncia do gene
TSPYfoi de 74,% e como este gene esta vinculado a edolde gbnadas disgenéticas,
sobretudo, intra-abdominais para o gonadoblasteome,alta prevaléncia em pacientes com
anomalias do desenvolvimento sexual evidencia ieseportadores de anomalias do

desenvolvimento sexual sempre deveriam ser avalipdiobiologia molecular;

< Do total da amostra coifSPYpositivo, 57% s&o do sexo de criagdo feminino.

2 Quase metade dos pacientes (44,7%) encontraasoiescéncia, periodo no qual a
evidéncia de hipo ou hipervirilizacdo sdo motivage devam estes pacientes a procurar

servicos de referéncia.

2 50% de individuos com Sindrome de Turner foranitipos paraTSPY sendo que
destes 45% eram mosaicos. Destas 9 pacientes ndrorse de Turner e com mosaisismo 2
(22,2%) tinham fragmentos sugestivos de Y no daoatonvencional e 7 (77,8) % tinham
mosaico sem Y. Estes, dada a presencal8BY em 18 casos (90%), devem conter
fragmentos de cromossomo Y, nado identificados eeéome do caribtipo.

2 Do total da amostra estudada 12 foram negatives TBPYe em nenhum deles

havia cromossomo Y no cariétipo convencional pardzeG.
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ANEXOS

ANEXO I- Termo de Consentimento

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM ESTUDO
CLINICO

Tendo sido satisfatoriamente informado(a) sobre o trabalho de pesquisa intitulado:
PREVALENCIA DO GENE TSPY EM PACIENTES COM MARCADORES
GENETICOS DO CROMOSSSO Y E ANOMALIAS DO DESENVOLVIMENTO
SEXUAL ATENDIDAS NO AMBULATORIO DE ENDOCRINOLOGIA PEDIATRICA
DO HOSPITAL FUNDACAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA.

- estudo descritivo e transversal”, realizado sob a responsabilidade do Dr. Rommel Mario
Rodriguez Burbano e da Médica Lena  Stilianidi  Garcia, concordo
BRI« v e csmseomssr smasms s sk 505 55 SRS BT , crianga/adolescente pela qual sou
responsavel, participe do mesmo. Fui esclarecido(a) de que deverei responder a questdes
referentes a idade, sexo e procedéncia do paciente e de que sera coletada amostra de sangue
periférico para pesquisa dos marcadores genéticos do cromossomo Y e do gene TSPY, e que
os resultados destes exames serdo utilizados para analise na pesquisa. Estou ciente de que o Dr.
Rommel Mario Rodriguez Burbano e a Médica Lena Stilianidi Garcia estardo disponiveis para
responder a quaisquer perguntas e de que posso retirar este meu consentimento a qualquer
tempo. Estou, também, ciente de que o tratamento continuara a cargo do ambulatério de
anomalias do desenvolvimento sexual do Hospital Fundagiio Santa Casa de Misericordia do
Par4, ndo tendo pois o Dr. Rommel Mario Rodriguez Burbano ¢ a Médica Lena Stilianidi

Garcia quaisquer responsabilidades em relagdo ao mesmo.

Assinatura dos pais ou responsavel
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ANEXO I

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

Universids de Fedsral de Pai

Carta Provisoéria: 080/10 CEP-ICS/UFPA Belém, 06 de julho de 2010.

Ao Prof. Dr. Rommel Mario Rodrigues Burbano

Senhor Pesquisador,

Temos a satisfacao de informar que seu projeto de pesquisa PREVALENCIA
DO GENE TSPY EM PACIENTES COM MARCADORES MOLECULARES DO CROMOSSOMO Y
E ANOMALIAS DO DESENVOLVIMENTO SEXUAL ATENDIDAS NO AMBULATORIO DE
ENDOCRINOLOGIA PEDIATRICA DO HOSPIT6AL FUNDAGAO SANTA CASA DO PARA de
0025.0.073.000-10 e parecer n° 035/10 - CEP-ICS/UFPA, foi apreciado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da SaGde
da Universidade Federal do Pard, na reuniao do dia 30 de junho de 2010.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar a este CEP, no dia
20 novembro de 2011, um relatério indicando qualquer alteracao que possa ocorrer

apo6s a aprovacao do protocolo.

Atenciosamente,

Wallaca\Ra mundo Afagjo dos Santos.
Coordenador do CEPJ CS/UFPA

\\

.

Prof:

Comité de Etica em Pesquisa em Seres (CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Cidade Universitaria
Professor José da Silveira Netto, n° 01, Guama - CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel.: 3201-7735
e-mail: cepccs@ufpa.br/ Site: www.ufpa.br/ics
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ANEXO IlI
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Caribtipo de uma paciente portadora de Sindromieudeer: 45,X
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Cariotipo de uma paciente portadora de Sindromieudwer: 45,X,r(Y?).



