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Citogenética de casais inférteis
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Resumo

Introducio: A infertilidade € a auséncia de gravidez,
por um ano ou mais, em um casal jovem e saudavel,
com vida sexual ativa, sem o uso de medidas
anticonceptivas. Aberracdes cromossdmicas podem
explicar a infertilidade ou recorréncia de perda
gestacional. Homens e mulheres inférteis t€ém maiores
riscos de serem portadores de alguma anomalia
cromossdmica. A deteccdo dessa anomalia é de
fundamental importdncia para o diagndstico da
infertilidade, o aconselhamento genético, o tratamento,
quando possivel, e os cuidados adequados na gestacao.

Objetivos: Analisar citogeneticamente individuos
com anomalias na gametogénese masculina ou feminina
e casais que relataram abortos espontaneos, caracterizar
o tipo de aberragdes cromossdmicas encontradas orientar
o casal para aconselhamento genético antes da decisdao
reprodutiva e antes da inclusdo do mesmo em algum
procedimento de reproducio assistida.

Metodologia: Os individuos foram selecionados nos
Ambulatérios de Genética e de Infertilidade do HU-
UFSC. A andlise citogenética foi obtida pela cultura de
linfécitos do sangue periférico, sendo realizadas técnicas
de banda G e banda C.

Resultados: Foram estudados: seis casais com
histéria de abortos espontaneos, uma paciente com
amenorréia secunddria, e um paciente com oligospermia.
Foram encontradas aberracdes cromossdmicas em duas
mulheres, uma com a translocagcdo Robertsoniana (14;15)
e outra com translocagdo envolvendo a regido distal de
dois cromossomos X.

Conclusées: O estudo confirmou a importincia de
exames citogenéticos em mulheres com amenorréia

'Bidloga, UFSC
’PhD, UFSC

secunddaria e em casais com historia de abortos de
repeti¢do.

Descritores: 1. Infertilidade;
2. Anomalias cromossomicas;
3. Aconselhamento genético.

Abstract

Background: Infertility is the absence of pregnancy
during one year or more in a young and healthy couple,
with an active sexual life and without the use of
contraceptive. Chromosomal abnormalities can explain
the infertility or miscarriage, therefore infertile male and
female have an increased risk to carry a chromosomal
abnormality. Detection of such an abnormality is of
fundamental importance for the diagnosis of infertility,
the genetic counseling, a possible treatment, and an
appropriate care during pregnancy.

Methodology: The patients were selected from the
Outpatient Genetic and Infertility at HU-UFSC. The
cytogenetic analysis was carried out on a lymphocytes
culture of peripheral blood with GTG and CBG banding.

Results: Were studied: six couples who had at least
two or more spontaneous abortions, one woman with
secondary amenorrhea, and one man with oligospermia.
Chromosomal abnormalities were detected in two
women. One with a Robertsonian translocation (14;15)
and one with a translocation involving the distal region of
two X chromosomes.

Conclusions: The study demonstrated the
importance of the cytogenetic studies in woman with
secondary amenorrhea and in couples with repeated
abortions.

Key Words: 1. Infertility;
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2. Chromosomal abnormalities;
3. Genetic counseling.

Introducao

A infertilidade € a ausé€ncia de gravidez, por um ano
ou mais, em um casal jovem e sauddvel, com vida sexual
ativa, sem uso de medidas anticonceptivas. Ela abrange
tanto a incapacidade de conceber quanto de manter uma
gravidez até o nascimento de uma crianga viva, normal.
Pode decorrer de uma variada gama de fatores, incluindo
tanto o parceiro masculino quanto o feminino. Em
aproximadamente 20% dos casais inférteis a causa da
infertilidade ndo € esclarecida apesar da investigagdes
clinical. Pode-se, entdo, suspeitar da origem genética
da infertilidade nesse grupo devido a fatores
cromossomicos ou génicos>.

Os caridtipos anomalos nos abortos podem explicar
a infertilidade ou recorréncia de perda gestacional.
Quando as anomalias ocorrem na linhagem germinativa,
0s cromossomos anormais podem ser segregados nos
gametas e transmitidos a prole. Nos casos de
translocacao equilibrada em um dos membros do casal
pode ocorrer dificuldades na meiose até o bloqueio da
gametogénese ou a formacdo de gametas ndo
equilibrados*# 3 6.7:8

As translocagdes equilibradas (paternas ou maternas)
podem interferir com o pareamento ou disjuncdo dos
cromossomos na meiose, formando gametas ndo-
equilibrados, sendo consideradas como um dos
mecanismos de infertilidade® ' ''.

Casais que relatam aborto de repeti¢do tém risco
aumentado de apresentarem anomalias cromossomicas
estruturais, principalmente as translocacgdes reciprocas e
inversdes. Essas alteragdes, na grande maioria das vezes,
ndo sdo evidenciadas no portador e sé sdo detectadas
apods o nascimento de filhos ndo-equilibrados. Andlises
citogenéticas de casais que se submeterdo a ICSI também
sdo essenciais para as familias, para os conselheiros
genéticos e para os centros de reproducgdo assistida.

A evidéncia de condicdes genéticas que podem levar
a constitui¢do de um zigoto ndo-equilibrado corrobora a
importancia do aconselhamento genético para casais
atendidos no tratamento de reproduc¢ao assistida.

A preocupagdo com a utilizacdo de técnicas de
reproducio assistida sem a avaliacdo citogenética prévia
do casal é que elas podem ocultar alteragdes
cromossdmicas nos pais e propagar anomalias genéticas
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as proximas geragoes'. O estudo citogenético de ambos
os pais € uma prioridade essencial e deve preceder
qualquer utilizac@o de técnica de reprodugao assistida'

O objetivo desse trabalho foi analisar o cariétipo de
individuos do sexo masculino, com diagndstico de
azoospermia ou de oligospermia severa, individuos do
sexo feminino com diagndstico de amenorréia primdaria
ou secunddria e casais que relataram abortos
espontidneos com a finalidade de aconselhamento
genético.

Metodologia

Foram identificados individuos com histérico de
infertilidade, atendidos nos Ambulatérios de Infertilidade
e de Genética do Hospital Universitario-UFSC. Os
prontudrios dos pacientes foram analisados para coleta
de dados de histérico e de exame fisico coletados nos
ambulatérios. Foram avaliados a historia menstrual, a
presenca de oligospermia ou azoospermia e casais com
histéria de abortos de repeticdo. O exame citogenético
foi realizado nos pacientes que concordaram com a
avaliacdo e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (ANEXO). O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da UFSC em reunido do dia 25/04/2005
conforme o anexo de n° 10.3.

A cultura de linfécitos de sangue periférico foi
efetuada segundo técnica descrita por Moorhead e
colaboradores'®. O material foi obtido a partir da pungéo
venosa de sangue periférico.

Para a obtencdo de bandas para andlise de aberragdes
cromossdmicas, a banda G foi obtida com tripsina,
segundo metodologia descrita por Seabright'*. Andlise
de banda C foi realizada quando necessario para
esclarecer situacdes especificas, de acordo com a
metodologia descrita por Salamanca & Armendares".

Foram analisadas, no minimo, 20 metéafases por
paciente. Na suspeita de mosaicismo cromossdmico
foram analisadas 50 metafases. Em caso de aberragdes
cromossOmicas, as metafases foram fotografadas em
microscopio optico.

A nomenclatura utilizada foi descrita no manual An
International System for Human Cytogenetic
Nomenclature'®.

Resultados

No periodo de janeiro de 2006 a junho de 2007 foram
selecionados 6 casais devido a dois ou mais abortos de
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repeticao, 1 individuo do sexo feminino com amenorréia
secunddria e 1 do sexo masculino que apresentava
oligospemia severa (Tabela I). Todos os pacientes foram
atendidos em ambulatérios do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil. Para a
selecdo foram analisados 67 prontudrios do Ambulatdrio
de Infertilidade e, sendo selecionados 28 pacientes, dos
quais foram estudados 5 casais e um homem
oligospérmico. Do ambulatério de Genética, foram
selecionados 1 casal e uma paciente com amenorréia
secunddria. Dos pacientes selecionados, 14 assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido e foram
incluidos na investigacao citogenética.

O estudo citogenético dos 14 individuos foi realizado
de margo a junho de 2007. As andlises foram concluidas
em todos os pacientes, dos quais 11 apresentaram
cariétipo normal, 2 apresentaram anomalias
cromossdmicas e uma paciente apresentou um
polimorfismo cromossdmico. As aberragdes
cromossomicas foram encontradas em individuos do sexo
feminino.

O caridtipo da paciente Al demonstrou uma
translocacdo Robertsoniana entre os cromossomos 14 e
15 na regido organizadora dos nucléolos (NOR), com
perda distal dos bracos curtos de cada um dos pares
desses cromossomos, sem repercussdo fenotipica
(Figuras 1 e 2).

A paciente G1, com amenoréia secunddria, apresentou
duas linhagens celulares, sendo uma com monossomia
do cromossomo X em 88% das metafases analisadas. A
outra linhagem, encontrada em 12% das metafases,
demonstrou uma translocacio entre dois cromossomos
X, com cari6tipo 45,X/46,Xt(X;X)(q26q26), apresentando
trissomia do segmento Xpter’!Xq26 e monossomia do
segmento Xq27’ ! Xqter (Figuras 3 e 4).

O caridtipo da paciente B1 foi considerado normal,
revelando polimorfismo da regido de heterocromatina do
cromossomo 9 (Figura 5). A tabela II sumariza os
resultados citogenéticos deste estudo.

Discussao

Neste estudo, como descrito na literatura, a maioria
dos individuos apresentou cariétipo normal 71819,

O caridtipo da paciente Al, apresentando uma
translocacdo Robertsoniana entre os cromossomos 14 e
15, justifica seus abortos espontineos. Segundo Ohno e
colaboradores®, ao estudarem 509 casais com histérico
de dois ou mais abortos espontianeos, foram encontrados
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26 portadores de aberragcdes cromossomicas, das quais
10 (3,8%) eram translocagdes Robertsonianas. Qian e
!, ao analisarem 1.780 individuos que
relataram abortos recorrentes, encontraram 57 cariétipos
andmalos, dos quais, 14 (24,5%) apresentavam
translocagdes Robertsonianas. Os resultados encontrados
por esses autores confirmam que translocagdes
Robertsonianas estdo presentes em grande parte dos
caridtipos andmalos associados com abortos
espontaneos. A diferenga na freqiiéncia das anomalias
cromossomicas entre os dois trabalhos®*2! possivelmente
representa variacao na selecao dos pacientes estudados.

Monossomias e trissomias completas dos
cromossomos 14 e 15 sdo incompativeis com a vida,
podendo ser responsaveis por abortos ocultos, onde o
produto da concepgao € eliminado em algum momento
dentro das duas primeiras semanas, produzindo pouca
ou nenhuma alteragdo do ciclo menstrual. No entanto,
filhos de portadores de translocagdes Robertsonianas
equilibradas, envolvendo os cromossomos 14 e 15, podem
ser normais ou, com menor probabilidade, portadores
normais dessa translocacao.

A regido organizadora dos nucléolos é altamente
repetitiva e a sua perda ndo é deletéria, sendo
compensada pela ativagdo nos outros acrocéntricos
normais 2.

O caridtipo da paciente G1, 45,X/46,Xt(X;X)(q26q26),
explica a ocorréncia de amenorréia secunddria e,
consequentemente, sua infertilidade. A paciente ndo
desenvolveu o fendtipo da Sindrome de Turner, apesar
de possuir a linhagem 45,X. Isso possivelmente se
explica pela presenca de 3 copias do gene SHOX (short
stature homeobox) nas células que continham o
cromossomo andmalo, uma vez que este ndo esteja
sujeito a inativacdo. A haploinsuficiéncia do gene SHOX,
localizado na regido pter’ !p22.33 do cromossomo X, estd
associada ao retardo de crescimento observado em
portadoras de Sindrome de Turner? 24, Na literatura,
um caso semelhante ja foi relatado em uma mulher com
caridtipo 45,X/46,X,t(X;X)(q27;q27), que ndo possuia
retardo de crescimento, mas apresentava amenorréia
primdria e quadro clinico de disgenesia gonadal pura®.

O polimorfismo da regido de heterocromatina do
cromossomo 9, descrito na paciente B1, pode estar
relacionado aos abortos de repeti¢do. Del Porto e
colaboradores® analisaram a relacdo entre polimorfismos
cromossdmicos e abortos recorrentes em 257 casais (137
destes com duas ou mais perdas gestacionais) e
encontraram apenas a inversdo pericéntrica do

colaboradores 2
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cromossomo 9 [inv(9)(p11q12)] como mais freqiiente nos
casais com perdas gestacionais, sugerindo sua relacdo
causal. Kumar?’ corrobora essa possibilidade com o
estudo realizado em 757 casais (382 deles com dois ou
mais abortos recorrentes), e também sugere que, além
do polimorfismo cromossdmico inv(9)(p11q13), outras
variagdes do segmento 9gh podem estar relacionadas
com abortos recorrentes. Essas evidéncias ndo foram
conclusivas para o risco de infertilidade e mais
observagdes sdo necessarias.

Nido foram encontradas anomalias cromossdmicas
no paciente H2, que apresentava oligospermia. Outras
condi¢des que também devem ser investigadas sdo a
varicocele, mutagdes no gene CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) que podem
causar agenesia unilateral dos vasos deferentes e
microdelecdes no braco longo do cromossomo Y. As
pesquisas revelam que oligospermia severa e
azoospermia ndo-obstrutitva podem estar associadas a
microdelecdes no cromossomo Y com prevaléncias
all% 28, 29, 30, 31le 32‘

Como nao foram encontradas
cromossdmicas em 5 casais que relataram abortos
espontdneos, outras causas devem ser investigadas,
como fatores imunolégicos, hormonais e genéticos.

A fertilidade intrinseca ndo pode ser restaurada em
homens azoospérmicos ou em mulheres com ciclos
anovulatérios, quando estes tém sua fertilidade afetada
por razdes cromossOmicas. Portanto, a constatacido
precoce de que a infertilidade € devida a causas
cromossdmicas € muito importante, pois fornece uma
explicacdo para o insucesso reprodutivo e evita, além do
desapontamento, um desgaste fisico, psicologico e
financeiro, podendo orientar o tratamento da infertilidade
para a fertilizacdo in vitro com doacao de sémen ou de
ovdcitos, de acordo com o cdnjuge que apresentar a
alteracdo cromossOmica®.

Os portadores de aberragdes cromossdmicas nao
deletérias necessitam de aconselhamento genético com
informacgdes especificas sobre o tipo de anomalia, sua
relevancia clinica, sua possivel herdabilidade, o risco
genético de prole afetada e as possibilidades de
diagnéstico pré-natal. Além disso, o esclarecimento de
que outros membros da familia também podem ser
carreadores da mesma anomalia.

descritas entre 4%
anomalias

Conclusoes

O trabalho confirmou a importancia de estudos
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citogenéticos em casais com histéria de abortos
espontaneos e mulheres com alteracdes menstruais,
assim como a importancia da avaliacdo citogenética
como prioridade essencial para casais inférteis que se
submeterdo a técnicas de reproducao assistida. Um casal
bem esclarecido sobre os riscos de doencas genéticas,
cromossomicas ou monogénicas, pode tomar uma decisao
esclarecida para a sua decisao reprodutiva.
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Tabela I — Caracterizacdo dos individuos

Individuos Indicaido
a17420  ahorto de repetigio
B1TEH sharto de repeticio
citeat sharto de repeticio
D1'D2'  ahorto de repetigio
E1TE2! ahorto de repetigio
FIlFa! aharto de repeticio
(L arnenotréla secundaria
H2! oligosp etrnia severa

N° de N de N® de
concepgies partos ahortos

[ N S ]
[ = S e )
=N =TS R )

*QOs 3 abortos relatados pela paciente ocorreram com 0 novo

companheiro.

1% - sexo feminino

2% - sexo masculino

Tabela II — Cariétipos encontrados nos pacientes

Individuos
a1l
&2
Bl
B2
1
C2
g
[
El
EZ
Fl1
F2
1
HZ

Canatipo
45,250 14,15
48,%Y

46,25 Dght
48,%Y

46,25

48,%Y

46,25

48,%Y

46,25

48,%Y

46,2

48,%Y
45,2040 20 0K g )
48,%Y

Figura 1: As setas azul e preta indicam, respectivamente,
os cromossomos 14 e 15. A seta verde indica a
translocacdo 14p;15p (Banda G).

‘oo N

~3

~‘\. -
o

Metéfase parcial com caridtipo 45,XX,t(14p;15p)dic observado na

paciente Al
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Figura 2: Os ideogramas a e b representam,

respectivamente, os cromossomos 14 e 15. O ideograma
¢ representa a translocacdo 14p;15p, sendo que a regido
azul indica o segmento translocado do cromossomo 14.

1np 13
lepan

Epll.2

L

15413
15414
15415

15421
15422

35

15225
15226

a)

CARIOTIPO: 45,XX,t(14;15)

b)

Figura 3: As setas azul e preta indicam, respectivamente,
o cromossomo X normal e o cromossomo X translocado
(Banda G).

"o iy -~ o~|’~‘
Al o P
' ”
4 '/ . %
nLEL
N

Metdfase parcial com caridtipo 46,X t(Xq;Xq) observado na
paciente G1.
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Figura 4: Os ideogramas a e b representam, Endereco para correspondéncia:

respectivamente, o cromossomo X normal e o Dra. Eliana Ternes Pereira

cromossomo X com a translocacdo Xpter’! Xcen Departamento de Clinica Médica - Hospital
’1Xq26::Xq26 ’!Xcen *!Xpter. A seta no ideograma a  Universitrio

indica o possivel ponto de quebra do cromossomo X. Universidade Federal de Santa Catarina - Trindade

Florian6polis - Santa Catarina
CEP: 88040-900
Email:ludiserafimabreu@gmail.com;

elianatp @hu.ufsc.br

EPII 3

'Ep?l
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Figura 5: Metéfase parcial com cariétipo 46,XX,9gh+
observado na paciente B1. As setas azul e preta indicam,
respectivamente, os cromossomos 9 e 9gh+ (Banda C).
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CARIOTIPO: 45,X/46,XX,t(Xq;Xq)
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Metéfase parcial com caridtipo 46,XX,9qgh+ observado na paciente
BI1.
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