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REsSuMO

A infertilidade masculina é considerada uma coralidé dificil tratamento, o que ocorre
pelo fato dela ndo ser uma entidade Unica, mastirefima variedade de diferentes condicdes
patoldgicas, dificultando uma estratégia Unica datamento. Alteracbes estruturais no
cromossomo Y tém sido o principal responsavel peg&tilidade masculina. Nés investigamos
26 familiares de 13 pacientes portadores de ilitltie masculina que apresentaram delecdes na
regido AZF. Na familia 01, o pai e um irméo naceapntaram microdelecdo. Entretanto um filho
apresentou microdelecdo em AZFa (sY84) e espermmagia@zoospérmico, mas o outro filho
apresentou microdelecdo em AZFa (sY84) e AZFb (IY¥um espermograma normal. O pai
da familia 02, oligozoospérmico severo, apresentmiodelecdo na regido AZFa (sY84) e seu
filho, gerado através da ICSI, também apresentmesma microdelecdo. Nas outras familias,
apenas 0s homens com espermograma alterado apraseit microdelecdo. Provavelmente, na
familia 01, o pai e o irmdo sem microdelecdo podmresentar microdelecbes em regidoes
anteriores ou posteriores aquela analisada. Omtestid com ICSI pode levar a transmisséo
vertical de microdelecdes da regido AZF e tambédemrasionar na expansao da mutacao “de
novo”. Este resultado reforca a necessidade de umestigagdo de microdelecdo do
cromossomo Y em individuos candidatos a reprodugdsistida, assim como um

acompanhamento e aconselhamento genético.

Palavras-chave:infertilidade masculina, cromossomo Y, transmisgaical.

ABSTRACT



Male infertility is under a difficult condition dfeatment, because it is not a single entity,
but reflecting a variety of different pathologicabnditions, preventing a unique strategy of
treatment. Structural changes in Y chromosome Hleeen responsible for male infertility. We
examined 26 family members of 13 patients with rimdégtility and had deletions in the AZF
region. In the family 01, a father and a brothed diot present a microdeletion. However, one
son present a microdeletion in AZFa (sY84) and mmpgram azoospermic but the another son
present a microdeletion in AZFa (sY84) and AZF129Y and a normal spermogram. The father
of the family 02, a severe oligozoospermic mansemted a microdeletion in AZFa (sY84) and
his son, conceived by ICSI process, also preseghtedame microdeletion. In the other families,
only the men with changed spermogram had presehésthicrodeletion. Probably, in family 01,
the father and the brother without microdeletioms ¢o present microdeletions of previous or
posterior regions to that one analyzed. The treatmeith ICSI can lead to the vertical
transmission of microdeletions in AZF region andaalt can cause in the expansion of the
mutation “de novo”. This result reinforces the neéat an investigation of Y chromosome
microdeletion in individual candidates for assistegroduction, as well as a tracking genetic

counseling.

Key words:male infertility, Y chromosome, vertical transnoss
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INTRODUCAO

INFERTILIDADE

Cerca de 8 a 15% dos casais apresentam problesigmiblogicos de fertilidade reprodutiva, comprken
se por infertilidade o periodo de insucesso redatkg tentativas de engravidamento natural que exceor
completo, um ano (NIEDERBERGER & MEACHAM, 2003; PBBALOTTO 2007). Considerada a situagédo de
infertilidade do casal, é necesséario sempre realizea avaliacdo do fator masculino e feminino, qompreende
basicamente a elaboracdo de um histérico préviofeddidade, o exame fisico detalhado, diversosetes
laboratoriais para investigar possiveis disfungdrgginicas e, para os homens, a realizacdo de uenngsgrama

(MAEGAWA & CENTA, 2000).

Segundo MAEGAWA & CENTA (2000) as principais causasinfertilidade masculina estdo associadas a
diversos fatores, entre eles: anormalidades gessetiisio e anatomopatolégicas, exercicios fisicwensos e
prolongados, envelhecimento, uso de drogas, enesno, tempo excessivo de abstinéncia. Ja paralasnes as
principais causas para a infertilidade, ou mesnna pabfertilidade, se relacionam principalmente @atorréncia
de ciclos menstruais irregulares, desequilibriartoral, bloqueio das tubas de Falépio, alterac@isldgicas das

secrec¢des vaginais e da cérvice e a administrad@&weida de drogas, (LEWIS 2004).

Em cerca de 20%, dos casos a infertilidade mascuofio pode ser atribuida a qualquer outra caustad\e
situacdes, o papel das alteracdes genéticas vedn sada vez mais investigado (OSELENaI, 2001; SIMONIet
al., 1999). A forma de infertilidade que pode serssiicada como uma desordem genética inclui alfesg
cromossdmicas estruturais, adquiridas ou congéniasio a principal causa etiolégica. (STANKIEWICZ &

LUPSKI, 2002; MAEGAWA & CENTA, 2000; TIEPOLO & ZUR&RDI, 1976).

Tradicionalmente, a infertilidade masculina é cdesada uma condi¢do de dificil tratamento, querecor
pelo fato da infertilidade ndo ser uma entidadeainmas refletir uma ampla variedade de diferecteslicbes
patoldgicas, dificultando uma abordagem estratégitdaa para o tratamento. Por outro lado, o intem&mnco
tecnolégico e terapéutico intensos parecem, cadanas, contribuir para ampliar o sucesso no tratdamndessa

enfermidade (ABDELMASSIH, 2001).
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As técnicas que auxiliam no processo de reprodhgémana (TRA — Técnicas de Reprodugdo Assistida),
dividem-se em técnicas de baixa e alta complexidadeexemplos dos métodos de baixa complexidadieeimco
coito programadce astécnicas de inseminacao intra-uteringue nao apresentam necessidade de serem realizado
em centros de reproducao assistida, as técnichaixte complexidade sdo métodos de baixo custoofton lado, a
Fertilizagdo in vitro(FIV) e ainjecdo intracitoplasmatica de espermatozo6ftieSl), se enquadram na categoria dos

métodos de alta complexidade (ABDELMASSIH, 2001).

A FIV apresentou seus primeiros resultados noanitzi década de 70 quando foi descrita pelo grupo de
Bourn Hall na Inglaterra (STEPTOIt al.1976). Em 1978, o grupo inglés apresentou a prangéstacio de
sucesso utilizando a FIV, que resultou no nascimdatum bebé do sexo feminino, registrada comodeoBrown.
Nos Estados Unidos, a primeira gravidez foi apriaskEnum pouco mais tarde, em 1982 (JON&Sal.1982),
enquanto que no Brasil, o primeiro nascimento dirpde FIV ocorreu em 1984. Em 1989, os procediment
passaram a ser realizados a nivel ambulatoriaénP,ca disseminagédo da metodologia provocou dimiioudp seu
custo e a estratégia passeou a ser oferecida paranaior parcela da populacdo de casais com lidadée conjugal

(ABDELMASSIH, et al.,1992).

Os procedimentos envolvendo ICSI s6 foram relatadmsnicio da década de 90, pelo grupo de Van
Steirteghem (ABDELMASSIH, 2001). No entanto, a pgima gravidez alcancada por ICSI s6 ocorreu em ,1992
sendo divulgado por Palermo e colaboradores. Ataien a ICSI tem sido usada mundialmente no trattoree
homens com problemas de infertilidade resultanteoliozoospermia severa, teratozoospermia e, @sEmm
azoospermia. Como consequéncia de uma revolucaolégica na TRA, houve um aumento significativo tteas
de gravidez por ciclo, que passaram de 5%, em rsed@ld970, a cerca de 50% nos dias atuais (ABDELMHAS

2001).

Em decorréncia da conseqiente fertilizacdo com @masoseminais ruins, foram desenvolvidas as tésnica
de micro-manipula¢do do évulo (GLIN&t al 2001). A primeira técnica desenvolvida fodiaseccéo parcial da
zona pelucida(PZD), que consiste basicamente na abertura de hanaira celular que envolve esse 6vulo,
denominada zona pellcida. Posteriormente utilizo@snsercdo do espermatozéide abaixo desta zafip €S

finalmente a ICSI.
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Segundo TAMANINE (2004), a ICSI consiste na escglledos melhores espermatozdides, através de
critérios morfolégicos, numéricos e da motilidades dnesmos. Segundo CHANS. al, (1999), a utilizagdo das
técnicas de reproducao assistidas, como a inje¢@mitoplasmatica de espermatozoide e fertilizagadtro podem
resultar em gravidez. Mas ha risco subsequenteadsmisséo da infertilidade a prole (LEE al, 2006; OLIVA,

2004).

Para PASQUALOTTO (2007), a ICSI representou uns gascipais avangos na abordagem da
infertilidade. Porém, existem consideragbes e asnmlsscussdes a cerca do potencial de transmissdo de

anormalidades genéticas para os descendentes masqWOGT, 2004).

MALTER & COHEN (2001) ressaltam que a injecdo iott@plasmatica de espermatozéide é a alternativa
mais segura para o tratamento de infertilidaderse@nsequentemente, a maioria dos casais cordelecido do

cromossomo Y optam por ICSI.

Figura 1. llustracdodo processo ICSI de reprodugéo assistida. O proaslhado é
observado a esquerda. Fonte: gynekologicka praxeww.pp-gyn.cz/repromeda.htm
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CROMOSSOMO Y

O conhecimento do genoma associado ao cromossoproporciona uma oportunidade singular para se
estudar as mutagdes de importancia médica asse@adajenes mapeados em Y. Por ser hapléide, @ssomo Y
ndo se recombina durante a meiose, sendo modificaglenas por mutagées, correspondendo a um Otateonsi
para se estudar a heranga patrilinhar (BLANCO et 2000; KRAUSZ et al., 2001). A maior parte desse
cromossomo (41Mb do total de 63Mb) € composta pgiiéncias satélites e por outras repeticdes.Os 28Mb
regido eucromatica possuem uma estrutura gengtwaisual muito rica em sequéncias palindrémicaxééncias
duplicadas, que estdo perfeitamente proximas degess preservando a integridade estrutural deecsdes

génicas (KIRSCH et al., 2004).

Da sequiéncia total do cromossomo Y, 95% constituera regido ndo-recombinante contendo eucromatina
e heterocromatina, enquanto que o0s 5% restantegnsentram em ambas as extremidades nas regifes
pseudoautossomaiSEIPARMGIPAR? -. Os genes pseliossdOmicos apresentam contrapartes no cromos¥@no
codificam uma variedade de proteinas que funcioeamambos 0s sexos, participando ou controland@daties
tais como crescimento 6sseo, transducdo de simiése de hormdnios e receptores e metabolisma@étier

(LEWIS, 2004).

Regién

Pseudoautosématica
m SRY = P21.22(DSS)
= ZFY ™
|| Centrémero .\ | ZFY

= 91112

= Antigeno H-Y
Cromosoma Y Cromosoma X

Figura 2. Regido pseudo-autossdmica entre os cromossomosxY Modificado de: --
www.herbario.com.br/cie/universi/teoria/img0024.jpg
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Nas regifes pseudoautossdmicas do Y ocorre o ferddurrossing-oveigenético- evento explicado pelo
pareamento ocasional entre cromossomos homélogoeiase e permutas de fragmentos correspondeatdse-0s

cromossomos X e Y. (ROZEN et al., 2003; GRIFFITH &le 2002).

O segundo grupo funcional de genes do cromossonmelii os homadlogos X-Y. Esses genes sdo muito
semelhantes em seqiiéncias de DNA a alguns ger@smossomo X. Os homdlogos X-Y s@o expressos ersequa
todos os tecidos, inclusive os encontrados apemasamens. A existéncia de genes pseudo-autosséreicos
homélogos X-Y podem ser evidéncia de que o crommss¥ € uma versdo simplificada de um cromossomo

ancestral semelhante ao X (LEWIS, 2004).

Por altimo, o terceiro grupo funcional inclui ger@slusivos ao cromossomo Y. Sendo assim, o pahcip
determinante da diferenciacdo sexual masculindylaoslo a existéncia de um fator determinanteciglsti, descrito
como geneSRY que esté localizado préximo a regido pseudoanteaisdo braco curto do cromossomo Y (Ypl11.3).

O produto de SRY age como um indutor na determimae&ual masculina (DOMENIC& al., 2002).

A translocacdo do gen8RYcom o cromossomo X explica o hermafroditismo, m@lgs individuos
apresentam fendtipo masculino, cariétipo 46, X>Xae positivos para o ger8&RY(ARNEDO et. al, 2004). Ocorre
uma recombinagdo perto do limite pseudoautossomafjethe SRY de tal forma que este fica translocado no
cromossomo X. Aproximadamente 10% dos homens camtipa 46,XX, ndo apresentarBRY detectavel. A
maioria com genitélia externa ambigua, embora undtfieo masculino completo possa ser observado.dBstu

indicam que pode haver o desenvolvimento testicuEsmo na auséncia @RY(ERDAL & BARLAS, 2000).

AlteragBes estruturais no cromossomo Y tem siddreipal etiologia da infertilidade masculina (VOGT
2004; CHANGet. al, 1999; TIEPOLO & ZUFFARDI, 1976). Comumente, aedificacdes estruturais do Y séo
representadas por dele¢des, inversdes, expansiieduglicacdes de sequéncias contidas nos braggs e curto
deste cromossomo. Em geral, as aberracdes envobegiéncias de DNA relacionadas com o fator para

azoospermia, que regula os processos da espermesegd SUJIMURAet al., 2004; NAKAHORI, et al., 1996).
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Figura 3. Esquema do cromossomo Y com as sub-regides AZFFaAZ
AZFb e AZFc — e os respectivos STS utilizados nestgdo (AZFa — sY
84/86; AZFb — sY 127/134; AZFc — sY 254/255). Machfdo deBraz J
Med Biol Res89(4) 2006.

Segundo LANDUYT (2000), a regido AZF (Ygll) do cmsromo Y possui genes envolvidos na regulacdo
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da espermatogénese. A regido AZF foi primeiramelgigcrita a partir de estudos citogenéticos reazgubr

TIEPOLO e ZUFFARDI (1976), que identificaram homengrteis com dele¢cdes submicroscépicas, cujos pai

possuiam pais com um Y normal, caracterizandoaptwt como mutacese novona prole (KUHNERTet. al,

2004).
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A: Normal Y chromosome from a fertile male
— P Yq 5

USP9Y  RBMY1BPY2 DAZ

AZFa AZFb AZFc

(vl

B: Different Y chromosome deletions

S DI AzFa deleion

AZFb deletion

AZFc deletion

AZFbc deletion

AZFabc deletion

—
SR R JS—
SR pE—— E—
S S B—

Figura 4. A: Cromossomo Y normal mostrando as regides AZF egyexlacionados com
a espermatogénes®: Diferentes tipos de supressdo no cromossomo Y. idzad
pontilhadas indicam as regiées suprimidas. Fdrtte:Medical Journal of Australia.

--- www.mja.com.au/public/issues/185_08_161006/@885_ fm-1.gif.

A regido AZF foi dividida em trés sub-regibes n@brepostas denominadas AZFa, AZFb e AZFc com
tamanho estimado de 1Mb, 1.5Mb e 3Mb, respectivéan@BATTA et. al, 2002; BRITON-JONES & HAINES,
2000; LANDUYT et. al, 2000; SEIFERet al, 1999). Recentemente, uma quarta subdivisdo deadmAZFd foi

sugerida (FORESTAt al, 2001).

Microdelecdes intersticiais em AZF representamtorfatiolégico em 10 a 15% dos casos idiopéticos de
azoospermia e oligozoospermia severa (ATHAL¥E,al, 2004; DADAet al, 2004; CHANGet. al, 1999), onde
sdo encontradas em 38% e 23% respectivamente dasnbgportadores de infertilidade (MURCI & FELLOUS,
2001; RAICU et al, 2003). Em alguns subgrupos animais, NétPal (1999) observou ainda uma incidéncia

superior a 10 % de dele¢bes no cromossomo Y.

A literatura relata uma variacdo na incidéncia da 55,5% de microdele¢Bes no Yq relacionada a
infertilidade masculina (VOGT, 2005; KRAUSA al., 2001; FARGELIet al, 1999), porém, estudos realizados em

nosso pais por SAO PEDR& al. (2003) detectaram 6,7% de microdelecdes nosmasiela cidade de S&o Paulo,
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sendo 6,8% azoospérmicos e 6,4% oligozoospérmieveras. CARRARA et al. (2004) apontam também a
prevaléncia de 5,3% de microdele¢fes somente ent EFhomens brasileiros inférteis, mas PINA-NE&al
(2006) encontraram 7,5% de microdelecdes em tosla®s regides AZF. Todos estes estudos foranzagals na

regido do sudeste brasileiro.

ARRUDA et al. (2007) realizaram o estudo das microdele¢c6esodeehs inférteis na regido do centro-
oeste brasileiro e encontraram em pacientes comspemmia 43,4% de microdelecdes na regido AZF&p 88
regido AZFb e 17,4% na regido AZFc. Nos oligozoasieps severos houve 40% na regido AZFa, 5% ndioegi

AZFb e 5% na regidao AZFc.

As microdelecdes de AZF ndo estdo associadas apeaasospermia, mas com uma variedade de perfis
histopatoldgicos testiculares, desde a sindromeétida Unica de sertoli (SCO — do ingl&grtoli Cell Only a

hipoespermatogénese (VO@Tal, 1996).

Os genes USP9YUpiquitin-specific protease 9)¥encontram-se na regido AZFa também conhecido como
DFFRY (Drosophila fat facets related)yYe o DBY Pead-box Y RNA helicaseque possuem homologos no
cromossomo X, e quando deletados levam ao fend@gpaindrome de células Unicas de Sertolli mostrando
envolvimento na espermatogénese e provavel efeigogistico (KAMPet al, 2000; SUNet al, 2000; KRAUSZet
al., 2006). As microdele¢cbes das regides AZFb e AgFavocam, respectivamente, interrupcdo em meiose |

hipoespermatogénese (FERRASaL, 2004)

As microdelecdes em AZFa sdo causadas por recogfimsando-alélicas entre duas seqiiéncias de
retrovirus endégenos humanos (HERV) de ~10kb carejéfleiam 780Kb desta regido, sendo que o HERVIdista
possui um fragmento L1 inserido com ~1.5Kb (BOSCHI@BLNG, 2003). HERV sdao integracdes estaveis no
genoma humano, e consequentemente, sdo transnpiidagranca mendeliana. Embora tenha sido removisatas
sequéncias altamente variaveis no niumero de cpias>100 por genoma haploide) em diferentes iddivé
(KAMP et al, 2001; HANet al., 2004; ANDERSSONMt al, 2005; PARSEVAL & HEIDMANN, 2005; HUHt al.,

2006).

Dois genes ou familiafRBM e DAZ/SPGY ltem sido isolados proveniente do Ygll. Ambos raosta
expressao testicular especifica e codificam prateém dominios de “ligante ao RNA” (VOG al, 1996; YENet

al, 1996). O gendRBMY (RNA binding motif on the )Y esta localizado na regido AZFb, junto com outeme o
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EIF1AY (translation-initiation factor 1A, Y isoform), mas até agora apenas o primeiro foi relacioneoio
infertilidade. ORBMY pertence a uma familia de 20-50 genes e pseudssE®RESTAet al, 2001). Este gene
esta expresso apenas nas células germinativaspdoesipermatogdnia, espermatécitos e espermatidesida

(VOGT et al, 1996).

O numero exato de genes da familia do geA& (Deleted in azoospermiapinda nao foi elucidado. A
familia génica esta localizada na regido AZFc eradielecbes nesta regido estdo correlacionadasdedeitos
severos na espermatogénese (KUHNERTal, 2004; VOGT, 2004; CHANGet. al, 1999).DAZ é encontrado
apenas no cromossomo Y em humanos, macacos domnelindo e chimpanzés. E todos os outros mamiferdg, D
esta localizada apenas em cromossomos autossofiiedset al, 1996). O homem possui uma copia autossdémica
deste gene localizado em 3p24, chamad®AgL1 (DAZ like) (FORESTAEet al, 2001). Os genes de DAZ séao
expressos exclusivamente em tecido testicular dicath proteinas que contém o sitio RRMefRgnition RNA
Motif), sugerindo que os produtos dos genes DAZ tenthgumapapel no metabolismo de RNAs (BRITON-JONES

& HAINES, 2000).

O homoélogo autossomdDAZL1 tem 83% de similaridade na regido codificante diNADe também
codifica proteinas ligantes a RNA. Acredita-se qugeneDAZ apareceu ha 40 milhdes de anos atras durante a
evolucéo dos primatas, proveniente de eventos micd8 de transposi¢cdo e amplificagdo. TERGal. (2002),
relataram que o polimorfismo T54A no exon 3 é pi@mv& em pacientes com falha na espermatogénessiae

regido se localiza dentro do dominio RRM.

Apesar de uma porcentagem significativa de indiv$dimférteis com delecdes no Y nao terem filho$ (so
mecanismos naturais de reproducdo) alguns trababpsculam sobre a possibilidade da transmisséonde
predisposicdo a infertiidade de pai para filho idey por exemplo, a eventos de delecdo ocorrendis ma
freqUientemente associados a certos tipos de hagpsdtspecificos do cromossomo Y (FORESAtAal., 2001).
Assim como a predisposicdo de infertilidade ligadaicrodelegbes do cromossomo Y ser acentuada ddade,
ocasionando altera¢des progressivas na producéspegematozéide, onde um homem jovem oligozoospériaie

se tornaria com a idade em um azoospérmico (GA&fTAl, 2002; FORESTAet al,2001).

Segundo FERRASt al (2004), as microdele¢es no cromossomo Y resulaprocessos de recombinacgéo

homéloga entre seqiéncias de DNA repetitivas querem anormalmente dentro do mesmo braco longo. As
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alteracdes estruturais do Y decorrem da meioseénaatmesmo sem histéria familiar prévia, e constitumutagées

de novo que podem ser transmitidas a prole masculinauzidd a partir de ICSI (SOUZét al, 2000).

Uma hip6tese que tenta explicar a origem das agfiesamoleculares da regido AZF, levando em conta os
processos envolvidos nos padrées de hereditariedadeciados a gametogénese, é a transmissao apatern
cromossomo Y para prole masculina (transmissaacaBrtPortanto, em casos de TRA cujo pai é oligsp&rmico
severo ou azoospérmico, a probabilidade desteaneassuas alteragcdes genéticas aos filhos é atta.Méz que a
mutacdo em AZF é a principal causa do problemantfiztiidade o nascimento de prole masculina peigpet

problema nas geragfes subseqiientes na familia (KEét. al, 2005; ATHALYEet. al, 2004).

MALTER & COHEN (2001) ressaltam um ligeiro aumemias anomalias congénitas, particularmente
relacionadas as desordens genéticas dos cromossexeas. Por outro lado, relatos na literaturaleea que a
transmissdo vertical de microdele¢cbes do cromoss¥matravés de ICSI mostra que varias caracterfstica
embrionérias ndo foram afetadas adversamente pkdedd (CHOI et al., 2004; OATES et al., 2002; MWAIH. et
al., 1997). O interesse central era se a microdeletravés de ICSI poderia ser passada de paffif/eraou por

natural concepgado (LANDUY&t. al, 2000; PAGE et al., 1999).

O objetivo deste estudo foi realizar o rastreamemdo mutacdes em AZF do cromossomo Y na
patrilinhagem dos individuos portadores de infddidle masculina e que apresentaram dele¢fes réo ragi do

cromossomo Y.
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MATERIAL EMETODOS

CASUISTICA

A partir dos resultados encontrados por ARRU&AL (2007), foram selecionados 13 pacientes
portadores de infertilidade masculina que apresamtalelecdes na regido AZF. Dos quais, 8 (61,6%)
apresentaram mutacdo apenas em AZFa, 3 (23%) maostedteracdo tanto para AZFa quanto para AZFb
e 2 (15,4%) apenas em AZFb. Dos participanteskfodo um espermograma, a fim de se saber o nimero
de espermatozéides por ejaculado revelando umaomdp de 61,6% (08) individuos azoospérmico e
38,4% (04) com oligozoospermia severa.

Vinte e seis parentes desses pacientes, todosxdons@sculino, sendo estes obrigatoriamente
ligados por patrilinhagem, foram analisados no Bldicle Pesquisas Replicon da Universidade Catdtica d
Goias, para a triagem da possivel transmissaccakrgferente as alteracdes do cromossomo Y. Destes
individuos foram coletadas amostras de sangue épedf logo apdés a submissdo do Termo de

Consentimento Livre Esclarecido, aprovado pelo CER3 (N°1640/2005).

EXTRAGAO DE DNA GENOMICO



21

Para a extracdo de DNA gendmico foi utilizado o KiIGFX™ (Amersham Pharmacia
Biotech, EUA). As amostras foram homogeneizadas em agitador por 3@gundos e 3Q4L
de sangue foram separados em novo microtubo. Postamente foi adicionado 90QiL da
solucéo de lise celular, para rompimento das estrutas membranosas da célula. A seguir,
os tubos foram incubados a temperatura ambiente pos minutos e centrifugados a 14.000
rpm por 1 minuto. O sobrenadante, contendo as hemis e restos celulares, foi desprezado
e 0 precipitado, contendo os linfocitos, células nucleadas de ondei fextraido o DNA
gendmico foi armazenado. Ao precipitaddoi adicionado 50QuL da solucédo de extragao,
com propriedade detergente para promover a emulsifacdo dos componentes lipidicos e
protéicos da célula. O sistema foi homogeneizado eagitador por 30 segundos e as
amostras incubadas a temperatura ambiente por mas minutos. O contetdo do microtubo
foi transferido para a coluna do GFX sobre o tubo aletor. O conjunto foi centrifugado a
8.000 rpm por 1 minuto e a solucdo do tubo coletodesprezada. Subsequentemente,
adicionou-se 50flL de solucdo de extragdo na coluna GFX sobre o tulumletor. A etapa de
centrifugacao foi repetida a 8.000 rpm por mais 1 muto. Desprezou-se a solu¢édo do tubo
coletor. A coluna do GFX foi adicionado 50QL da solugdo de lavagem, para precipitar o
DNA na coluna do GFX. Centrifugou-se a 14.000 rpm @¥ 3 minutos. A coluna foi
transferida para um novo microtubo de 2mL devidamete identificado. Adicionou-se
100uL de Agua Milig, livre de ions e DNAse, previament@quecida & 70° C para a eluicdo
do DNA do filtro da coluna para o microtubo. Logo #0s, incubou-se por 1 minuto a
temperatura ambiente e centrifugou-se por mais 1 muto a 8.000 rpm. A coluna do GFX

foi descartada. Apds o processo finalizado a solugdle DNA isolado foi armazenada em
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freezer a -20°C. Para o uso desse DNA, realizou-sarida eletroforética em gel de agarose

para se verificar a integridade do DNA.

REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A Reagdo em Cadeia da Polimerasguiu o protocolo proposto por ARRUDA et al. (20pdra
analise da regido AZF do cromossomo Y. Foram aaddis as trés sub-regibes: AZFa, AZFb e AZFc,
sendo utilizados primers STSdquence Tagged Sitgzara estas devidas analises (Tabelas 1, 2 e 3)
respectivamente. Como controle positivo foi uttigaDNA homens férteis com filhos concebidos
naturalmente. Como marcador para o cromossomo itifidzado o gene SRYSex determining Region of
the Yj e o0 gene ZFX/Y para DNA gendmico humano. Os auogide primers STS para a identificagédo de

microdele¢cbes de AZF em humanos foram sugeridos pebdemia Européia de Andrologia e séo

capazes para detectar 90% das delecdes nos |aZiFde

o

" "Sequencia 5 para 3" bp

F5- AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT
sY84 DYS273 326
R5- GCCTACTACCTGGAGGCTTC
AZFa
F5- GTGACACACAGACTATGCTTC
sY86 DYS148 320
R5’- ACACACAGAGGGACAACCCT

F5'- GGCTCACAAACGAAAAGAAA
sY127 DYS218 274
R5’- CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
AZFb
F5- GTCTGCCTCACCATAAAACG
sY134 DYS224 301
R5’- ACCACTGCCAAAACTTTCAA

AZFc
sY254 DAZ F5- GGGTGTTACCAGAAGGCAAA 400
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sY255 DAZ
sY14 SRY
ZFXIZFY
ZFXIZFY

R5’- GAACCGTATCTACCAAAGCAGC

F5'- GTTACAGGATTCGGCGTGAT

126

R5- CTCGTCATGTGCAGCCAC

F5'- GAATATTCCCGCTCTCCGGA

Yp11.3

472

R5- GCTGGTGCTCCATTCTTGAG

Xg34  F5- ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC

Yp22.3

495

R5- GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT

Tabela 2.Protocolo para amplificacdo dos STS em estudo (BRXEY; sY84/86; sY127/134; sY254/255).

Fonte: SimoneREASPENTES ‘ [ 1UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
SRY — ZFX/Y

Tampéo 1X 5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 3uL
DNTPs 1,25 mM de cada 1L de cada = 4L
Taq polimerase 5 WL 2,5 UL 0,5uL
Primer sense 20 pMol 1L
Primer antisense 20 pMol 1L
H,O Mili Q 8,5uL
DNA amostra 200 ngpL 2puL

Volume final 25uL

AZFa

Tampao 1X 5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 3L
DNTPs 1,25 mM de cada 1L de cada = 4L
Taq polimerase 5 WL 2,5 UL 0,5uL
Primer sense 20 pMol 1uL
Primer antisense 20 pMol 1uL
H,O Mili Q 8,5uL
DNA amostra 200 ngfiL 2pL

Volume final 25puL

AZFb

Tampao 1X 5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 6 uL
DNTPs 1,25 mM de cada 1L de cada = 4L
Taq polimerase 5 WL 2,5 UL 0,5uL
Primer sense 20 pMol 1L
Primer antisense 20 pMol 1uL
H,O Mili Q 5,5uL
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DNA amostra 200 ngfiL 2pL
Volume final 25puL
AZFc
Tampéo 1X 5uL
MgCl, (50mM) 1,5mM 1,5puL
dNTPs 1,25 mM de cada 1L de cada = 4uL
Taq polimerase 5 WL 2,5 UL 0,5uL
Primer sense 20 pMol 1L
Primer antisense 20 pMol 1L
H,O Mili Q 10pL
DNA amostra 200 ngfiL 2L
Volume final 25uL

As reacgBes para cada sub-regido e controles istdonam padronizadas paray25de volume
final, contendo 1X PCR buffer, 1.5mM MgCl.25mM dNTP e 0,5U Taqg DNA polimeraBéatinum

High Fidelity® (Invitrogen, EUA) com 200ng de DNA gendmico (Tabg)

Tabela-3-Parémetros-das-termocictagensdos STS-em-estli¥sABX Y5 Y84/86: Y 127134, s¥ 254255 ————
TEMPERATURA TEMPO N°. CICLOS
SRY — ZFX/Y

95°C 5 minutos 1

95°C 1 minuto

55°C 30 segundos 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C 00
AZFa

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

56°C 90 segundos 35

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos 1

4°C 00
AZFb

94°C 5 minutos 1

94°C 1 minuto

56°C 30 segundos 35

72°C 1 minuto

72°C 10 minutos 1

4°C 00
AZFc

94°C 5 minutos 1
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94°C 1 minuto
56°C 30 segundos 35
72°C 1 minuto
72°C 7 minutos 1
4°C 0

As condicdes para termociclagem foram especifiaes gada sub-regido, de acordo com a Tabela
3, utilizando-se um termociclad@eneAmp PCRystem 9700® (Perkin-Elmer, EUA). Para a analee d
produtos obtidos pela PCR, o material amplificamlasfibmetido a eletroforese em gel de agarose%a 1,5
em solucdo tampdo Tris-borato de EDTA (TBE) a 1xeDfoi submetido a um campo elétrico constante
de 8 V/cm por um periodo de 3 horas. Os géis faarados com brometo de etidio a 5pug/mL, por um
periodo de 20 minutos. O registro visual do gel flato com o auxilio de um sistema de video-

documentacadrhage Master VDS® Amersham Pharmacia Biotech, EUA).
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RESULTADOS

Na familia 1, cujo probando foi gerado por concepgétural, observou-se, a partir do estudo anteaior
presencga de uma microdelecao na regido AZFa (s& 84#) espermograma azoospérmico. Neste estudacoarge
que, seu pai e um irmdo, 0s quais apresentaramnesg®ma normal e oligozoospérmico severo, resgeognte,
ndo apresentaram a microdelecdo da regido AZF.énBoum outro irmdo — 1llb, com espermograma normal,

apresentou além da delecdo em AZFa (sY84), tamb@iz-b (sY127) [Tabela 4].

Na 2° familia, o pai , oligozoospérmico severo,eapntou uma microdelecdo na regido AZFa (sY84)
(ARRUDA et al, 2007) e seu filho, gerado através da ICSI, tamapresentou a mesma microdele¢éo, observando

assim a transmisséao vertical dessa microdelecde pescesso de reproducdo assistida [Tabela 4].

J& nas familias 03 e 05, os probandos revelaraestuoo anterior a microdelecdo da regido AZFa (Y86
sY84 respectivamente), sendo portanto, azoospérmiotigozoospérmico severo. No entanto, neste estodo

foram observadas microdelegées nas sub-regidedagists de AZF em seus pais [Tabela 4].

Nas familias 04 e 06, os probandos sdo azoospé&nseado que o primeiro apresenta microdele¢fes nas
regibes AZFa e AZFb (sY84, sY86 e sY134), enquanteegundo apresenta apenas a microdelecdo em AZFa
(sY84), conforme o estudo anterior. Nestas duaglitafoi realizado o rastreamento das microdele@a AZF.
Tanto o pai e um irmao do probando da familia @ntp o pai, um irm&o e dois sobrinhos do probatadtamilia

06, ndo apresentaram as microdelecdes na regidd Fetiela 4].

Tabela 4. Dados clinicos dos probandos da 12 a 62 famiBaus respectivos parentes com analise das regifles A
Marcadores STS: (-) deletado; (+) presente. F&RRUDA et al.,2007.
Familia Individuo Parentesco AZFa AZFb AZFc
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sY84 sY86 sY127 sY134 sY254 sY255

169 Probando* - + + + + +
F-01 1P Pai + + + + + +
Rep.
Natural lla Irméo - + 5 + + +
11b Irméo + + + + + +
F-02 266 Probando - + + + + +
Rep.
Assistida 2F Filho - + + + + +
240 Probando + = + + + +
F-03
3P Pai + + + + + +
303 Probando - - + = + +
F-04 4P Pai + + + + + +
41 Irmé&o + + + + + +
251 Probando - + + + + +
F-05
5P Pai + + + + + +
222 Probando - + + + + +
6P Pai + + + + + +
F-06 6l Irm&o + + + + + +
6 Sa Sobrinho + + + + + +
6 Sb Sobrinho + + + + + +

Né&o foi possivel coletar amostra biolégica do & grobandos das familias de 07 a 13, pois algueéqg

falecidos e outros residem muito distante da cideme o probando é residente.
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A partir do estudo passado, verificou-se que nemslizs 07 e 12 os probandos apresentaram micrdikdec
tanto na regido AZFa (sY84, sY86; sY84), quanto&dfrb (sY127, sY134; sY127). Ja nas familias 10 edkl
probandos apresentam alteragBes apenas em AZF8&)(€YBZFb (sY134) respectivamente. O estudo também
revelou que esses probando das duas primeirasidanmdfio azoospérmicos, enquanto os dois Ultimos s&o
oligozoospérmicos severo. No irmao do probandaaddlia 07 ndo foi encontrada nenhuma microdelegdia psta
regido, sendo o mesmo resultado observado nosrd@es do probando da familia 10, no irm&o do pmdbada

familia 11 e nos trés irmédos do probando da farhflifiTabela 5].

Nas familias 08 e 09, ambos probandos s@o azoospére apresentaram microdele¢des na regido AZFa
(sY84 e sY86 respectivamente) (ARRUDA et al., 200i8ste estudo foi realizado um rastreamento eenges de
1°, 2° e 3° grau dos probandos, porém, nao fdicaa nenhuma microdelec¢éo nas regifes de estuédmao e o
sobrinho do probando da primeira familia, ndo apresam microdele¢cdes em AZF, assim como, no irendo tio

do outro probando em estudo néo foi encontradamalalteracdo genética nesta regido [Tabela 5].

Por dltimo, a partir dos dados analisados no estmerior, observa-se que na 13° familia o probando
oligozoospérmico severo e apresenta microdelecdcegido AZFb (sY134). Neste estudo, verificou-se qu
sobrinho, parente de 3° do probando, ndo apresemtitacdes em todas as sub-regides — AZFa, AZFb ec AZ

analisadas [Tabela 5].

Tabela 5. Dados clinicos dos probandos da 7° a 132 familaus respectivos parentes com analise das refyi¥es
Marcadores STS: (-) deletado; (+) presente. FRRUDA et al.,2007.

AZFa AZFb AZFc
Familia Individuo Parentesco
sY84 sY86 sY127 sY134 sY254 sY255
295 Probando - - - = + +
F-07
71 Irméo + + + + + +
F-08 296 Probando - + + + + +

8l Irmao + + + + + +
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8S Sobrinho + + + + + +
259 Probando + = + + + +
F-09 9l Irm&o + + + + + +
9T Tio + + + + + +
286 Probando + = + + + +
F-10 10 la Irmé&o + + + + + +
101b Irmé&o + + + + + +
208 Probando + + + o + +
F-11
111 Irmao + + + + + +
34 Probando - + = + + +
12 la Irmao + + + + + +
F-12
121b Irmé&o + + + + + +
12 1c Irmé&o + + + + + +
197 Probando + + + = + +
F-13 13 S Sobrinho + + + + + +

DISCUSSAOE CONCLUSAO

O cromossomo Y proporciona uma oportunidade padas as mutagdes no genoma com importancia
médica. Esse cromossomo hapldide ndo se recombraatd a meiose, sendo uma heranca patrilinearficentbs
apenas por mutagdes, facilitando assim, os estimosearranjos genémicos, tais como as duplicag@ietecdes de
regibes ou conversado génica intacromossomal egpeticbes pardlogas (BOSGH al, 2003). Conversao génica
entre seqiiéncias pardlogas no cromossomo Y repaegera forma de recombinacdo excluisva deste cremmus

(ROZEN et al, 2003). O material genético deste cromossomovénjo provavelmente devido a tolerancia para
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ganho de material novo por inser¢des e perda dewvglor delecées, mantendo uma aparéncia “jovenitideas
suas rapidas mudancas. O estudo de STS presente®mossomo Y possibilita a detecgdo dos mecanismos
moleculares que atuam sobre losspotsdesta regido os quais s8o0 provaveis responsavkisoperréncia dos

rearranjos (KAMPRet al,, 2001).

A insercdo de DNA exdgeno no genoma do hospegeide resultar em rejeicdo ou retencao da sequéncia,
rearranjos (duplicagdo ou dele¢do) ou silenciamdatgenes do genoma hospedeiro por metilagéo alinzs em
regidbes promotoras. Por outro lado, a hipometilagdoDNA pode ser responséavel pela transcricdo d®WHE

(JANUCHOWSKI et al, 2004).

Segundo LEEet al, (2006), o tratamento com ICSI para homens ieifgpode levar a transmissao vertical
de microdelecdes da regido AZF. Esta terapia tamb&de ocasionar em expansdo e mutagBoriovs, como

observado por CRAMt al, (2000).

A partir dos resultados obtidos, observa-se qud®ntamilia o pai e um irméo (1lb) do probando nao
apresentaram microdelecdo da regido estudada, ouEsigm no entanto, apresentar microdele¢bes déeseg
anteriores ou posteriores aquela analisadas. Portado se pode afirmar que esses dois individims s@io
portadores de microdelegdes, uma vez que nestanstémcia a metodologia utilizada pode néo serigzec
bastante, sugerindo-se assim, um sequenciamentmae regido para um melhor aprofundamento esandliaso
se confirme essa provavel possibilidade, a regi#oseria essencial a fertilidade, visto ter o paéttrés filhos por

concepcao natural (SAMldt al, 2006; KUHNERTet. al, 2004; GATTA et. al, 2002; FORESTAt al.,2001).

Nesse sentido, acredita-se que nos outros doissfilbortadores da mutacdo em AZF, exista uma maior
suceptibilidade com o aumento da regido microdatetassim, a possivel microdelecdo do pai, mesnm na
detectada, se expandiu durante a gametogéneseaadg filhos com diferentes perfis genotipicos {GA et. al,
2002). Provavelmente, essa hip6tese explicaridood®@ um filho apresentar a delecdo em AZFa e mdanto em
AZFa quanto AZFb, pois no segundo haveria uma esgmmaior do que no primeiro filho. Observa-sedajmue
o filho que apresenta AZFa e AZFb deletados tambgrasenta um espermograma normal, o que explicdeto

do progndstico piorar com 0 aumento da idade.

Numa segunda hipotese, o fenbmeno da mutagéonbvé poderia esclarecer essa situacao, pois esses

individuos poderiam, talvez em uma exposi¢do dfbmutagénicas ou mesmo por eventuais procesSuResos,
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gerar alteracBes em sua constituicdo genéticandorgo entanto, micodele¢des por todo o genomaréfestando
fendtipos ainda nao registrados (AMOS et. al., 2603HNERT et. al, 2004). Possivelmente, esses fatores podem
estar ligados a eventos epigenéticos, 0 que poseriesclarecido em um estudo mais especificotia garmRNA e

das proteinas formadas pelos genes desse

O fendmeno da transmisséo vertical foi observadfamédlia 02, onde o pai, portador da dele¢cdo em&ZF
a transmitiu para seu filho através da ICSI, preaeate reproducdo assistida, conforme observado l¢ANG et.
al., (2000) e LEEet. al, (2006). Este resultado reforca a necessidadente investigacdo de microdelecdo do
cromossomo Y em individuos candidatos a reprodugdsistida, assim como um acompanhamento e

aconselhamento genético.

Nas familias de 03 a 06 pode-se verificar que egi®es estudadas nao foi observada a transmisgizale

mas uma provavel mutacade novd dos probandos.

Nas familias de 07 a 13, por sua vez, ndo foi peksbletar material biol6gico do pai dos respeaxgiv
probandos, pois alguns ja séo falecidos e outsidem muito longe da cidade do filho. Porém, nesasgs também
ndo foi observada a transmissao vertical, e simg provavel delecdode nové, visto os outros individuos das

familias ndo apresentarem.

Os rearranjos gendmicos (delecdes e duplicagdespsalmente provaveis de ocorrer durante a memse;
as duplicagbes em AZFa suportam também a idéiaudeog homens que as carregam podem gerar criangas

igualmente portadoras (STANKIEWICZ & LUPSKI, 2002).

A delegdo completa da regido AZFa causa a infdatlié masculina manifestada com a auséncia de £€élula
germinativas $ertoli-cell only syndrome)O fenétipo espermatogénese-especifico da delegédZFa pode ser
consequentemente baseado na dosagem da expresgfEnds USP9Y e DBY testiculo-especificos (KUCHEBIA

al., 2003).

Um crescente nimero de desordens genéticas témadbam atencdo por resultar de defeitos de
recombinacado entre seqiéncias repetitivas flangeset@TANKIEWICZ & LUPSKI, 2002). Microdele¢bes sao
produto de recombinagdes reciprocas e as duplisagde sido reportadas como relevantes por causances
genéticas (LUget. al 1999; HUHet. al, 2006). Trocas desiguais entre repeticdes em assomos homadlogos

(Unequal Chromosome Exchangeu entre cromatides irmadJrfequal Sisters Chromatids Exchahgsdo
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mecanismos propostos como provaveis responsavieioperréncia destes rearranjos (BLAN@O al, 2000). O
papel patogénico de repeticdes dispersa é respeEingdr recombinacdes ilegitimas e tem sido obsawepor

regides especificas de duplicacdes paralogas (HRCEE&01).

Recombinagfes homdlogas entre sequéncias de alelodo-alelos paradlogos ndo ocorrem uniformemente,
mas se concentram nhstspotscom alta taxa de recombinacdo (LUPSKI, 2003). tasmre durante a meiose por
crossing-oveentre alelos (recombinacao homdloga alélica) arttero reparo de quebras na dupla fita do DNA por
recombinacdo entre seqliéncias paralogas (recondbindipmédloga ndo-alélica também conhecida como
recombinagdo ectépica). Os intermediarios da reatagho ndo-alélica podem gerar varios produtoduyimdo
delegBes, duplicacdes, rearranjos por inversacommo no caso da recombinagdo alélica, por reposiegdoma
seqliéncia por uma homdloga (conversdo génica). dQuanrecombinagdo nao-alélica resulta em um produto
duplicado, este € usuamente acompanhado de ung@dekciproca em outro local. Cerca de 5 a 10%edorga
humano possui regifes de poucas cépias de repetigieinduzem a recombinacdo nao-alélica (EICHLER)L),
sendo quer earranjos entre estas podem resultalasae de doencas conhecidas como desordens gsenétic

(LUPSKI, 2003).

O grande numero de divisdes celulares na esperfradeg e, portanto a alta taxa de replicacdo do DNA,
aumenta as chances de mutagfes (JOBLING & TYLERTSMP003). Mutacdes nos marcadores microssatéldes
cromossomo Y podem ser larga ou completamenteatétizas e isto confirma a idéia amplamente difdadle que
a replicacécslippageseja o0 mecanismo responsavel pelas mutacfes alesnpsurgir de trocas desiguais entre

crométides irmas ou por ser facilitada pela estausecundaria das repeticées (JOBLING & TYLER-SM)PEO3).

Mutacdes sdo igualmente passiveis de ocorrer dugamteiose, a alta freqiiéncia relativa de dupliesgin
AZFa também suporta a idéia de que homens portagmssam ser pais (HORVATH, 2000). A fertilidade em
portadores é completamente normal. Cerca de 5%imionga humano consiste de sequéncias duplicadts@aaho
e o0 grau de identidade destas sequéncias sdo (desas genoma (INTERNATIONAL, 2001). Analises desta
regifes tém mostrado que elas sdo compostas porddht&ndo seqiiéncias génicas completas ou paiasoms e
introns. Essas, altamente ativas, tém sido denaafedtrpor ser local de nascimento para novos gEhRSCH et

al., 2004).
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Segmentos duplicados do genoma humano sdo umaeséstica importante. Tais duplicagcdes envolvem
transferéncias de blocos com sequiéncias gendm&dsad200 Kb para uma ou mais localizagdes no gandm
localizagdo de ambas as regides doadoras e regggtequentemente ndo sdo arranjadas em tandegrjnslg
desiguais mecanismos deossing over(PICKERAL et al, 2000). Duplica¢des intercromossomais séo defiid
como segmentos duplicados entre cromossomos ndokgos (Mlet al, 2000). Observacdes indicam que muitas
dessas duplicagBes intercromossomais estdo mapgadasno a regides centroméricas e teloméricas de
cromossomos humanos (MAZZARELLA & SCHLESSINGER, &8R9Também conhecidas como sequéntias
copy repeatsque medeiam rearranjos estruturais recorrentermnNossomos associados com doencas genéticas,
essas duplicacdo sdo flanqueados por uma repdtigga, direta e terminal que contém todos os eléwsen

necessarios para a regulacao transcricional.

A relacdo das delecdes do cromossomo Y e outrdgedegenéticas a infertilidade
masculina continuardo a ser uma area de interégaalado o uso difundido da ICSI a resolugéo
da infertilidade masculina. E importante que egtesquisas sejam traduzidas rapidamente e
apropriadamente na prética clinica, e que os ca&saiperspectiva sejam favorecidos com a

informacédo essencial permitindo fazer esta de@sdmal da vida.
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