www.apurologia.pt

Acta Urolégica 2004, 21; 4: 17-26 17

Importancia do Estudo
das Microdelecoes do Cromossoma Y
na Infertilidade Masculina

Cristina Ferras, PhD student', Paula Costa, MSc student’, Susana Fernandes, PhD',
Filipa Carvalho, PhD', Joana Marques, PhD student’, Claudia Alves, PhD student’,
Maria Joao Pinho, PhD student’, Carolina Almeida, PhD student’,

Joaquina Silva, MD"? Paulo Viana, BSc’, S6nia Sousa, BSc?, Ana Gongalves, BSc?,
Luis Ferras, MD*°® Mario Sousa, MD, PhD"?*e Alberto Barros, MD, PhD"?

'Departmento de Genética, Faculdade de Medicina;

*Centro de Genética da Reproducéao Alberto Barros;

*Servico de Urologia, Hospital de Gaia;

‘Lab Biologia Celular, ICBAS; Universidade do Porto, Porto, Portugal

Correspondéncia para: Mario Sousa, MD, PhD — Lab Biologia Celular — ICBAS, Universidade do Porto
Lg. Prof. Abel Salazar 2 — 4099-003 PORTO
Tel: (8351) 222 062 217 — Fax: (351) 222 062 232 — E-mail: msousa@icbas.up.pt

Resumo

Estudou-se o cromossoma Y de 917 homens inférteis consecutivos e 114 homens
férteis, todos sem anomalias de cariétipo. A distribuicao das causas de infertilidade
foi a seguinte: 628 (69%) com anomalias dos parametros seminais e 289 (32%) com
azoospermia. Dos casos com alteracdes seminais, 65% deveu-se a oligozoospermia
e 35% a disturbios da mobilidade/morfologia dos espermatozdéides. Na oligozoos-
permia, 48% eram severos (<1x10/ml), 24% moderados (1-5x10/ml), e 28% ligeiros
(5-20x10/ml). Na azoospermia, 77% eram secretores e 23% obstrutivos. Na azoos-
permia secretora, a bidpsia testicular de diagndstico mostrou 41% (91/223) dos
casos com sindrome de células de Sertoli, 35% (78/223) com hipoespermatogénese
e 24% (54/223) com paragem da maturacdo em meiose. Encontraram-se micro-
delecbes AZF na oligozoospermia severa (8/196, 4%) e na azoospermia secretora
(26/223, 12%). Na bidpsia testicular de tratamento, em 15/91 (17%) dos casos com
sindrome de células de Sertoli, em 29/54 (53.7%) dos casos com paragem da
maturacao, e em 100% dos 78 casos com hipoespermatogénese foram encontrados
espermatideos/espermatozdéides para tratamento por microinjecgao. Com base nos
dados da bidpsia testicular de diagnéstico e nos dados moleculares do cromossoma
Y, o prognéstico de recuperacdo de espermatideos/espermatozéides na bidpsia
testicular de tratamento é o seguinte: (a) no sindrome de células de Sertoli, 17% em
geral, 15% se sem microdelecdes AZFc, e de 40% se com microdelecdes AZFc; (b) na
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paragem da maturagao, 54% em geral, 44% se sem microdelecbes AZFc, e de 82% se
com microdelecdes AZFc.

Palavras-chave: azoospermia nao-obstrutiva / cromossoma'Y / hipoespermato-
génese / infertilidade masculina / microdelegdes AZF / oligozoospermia / paragem da
maturagao / sindrome de células de Sertoli

Abstract

We have studied the Y chromosome in 917 infertile and 114 fertile portuguese
males, all with normal karyotypes. The causes of infertility were: 628 (69%) with
seminal disorders, and 289 (32%) with azoospermia. Of the cases with seminal
disorders, 65% presented with oligozoospermia, and 35% with astheno/teratozoos-
permia. In respect to the degree of severity in oligozoospermia, 48% were severe
(<1x10/ml), 24% moderate (1-5x10+/ml), and 28% slight (5-20x10+/ml). In respect to
azoospermia, 77% were non-obstructive, and 23% obstructive. In secretory azoos-
permia, the histopathologic diagnostic testicle biopsy showed 41% (91/223) cases
with Sertoli cell only syndrome, 35% (78/223) with hypospermatogenesis, and 24%
(54/223) with maturation arrest at the primary spermatocyte stage in meiosis I. We
found AZF microdeletions in severe oligozoospermia (8/196, 4%), and in secretory
azoospermia (26/223, 12%). After treatment testicle biopsy, in 15/91 (17%) of the
cases with Sertoli cell only syndrome, in 29/54 (53.7%) of the cases with maturation
arrest, and in 100% of the 78 cases with hypospermatogenesis, we could retrieve
spermatids/spermatozoa for microinjection treatment. Based on the histopathologic
analysis and in molecular data, the prognosis that can be given to patients for a
successful retrieval of spermatids/spermatozoa during the treatment testicle biopsy
is: (a) in Sertoli cell only syndrome, 17% in general, 15% if without AZFc microdele-
tions, and 40% if with AZFc microdeletions; (b) in maturation arrest, 54% in general,
44% if without AZFc microdeletions, and 82% if with AZFc microdeletions.

Key-words: AZF microdeletions / hypospermatogenesis / male infertility / matura-
tion arrest / non-obstructive azoospermia / Oligozoospermia / Sertoli cell only syndro-
me /Y chromosome

metais pesados, calor), determinados medicamen-
tos, disturbios enddcrinos, o varicocelo, a criptorqui-
dia e a orquite. De entre as causas genéticas, desta-
cam-se as anomalias numéricas e estruturais dos

Introducao

A infertilidade define-se como a incapacidade de
um casal alcangar espontaneamente uma gravidez

viavel ao fim de um ano de relagbdes sexuais despro-
tegidas. Esta dificuldade de procriagdo e transmissao
das caracteristicas genéticas a descendéncia afecta
cerca de 15-20% dos casais, sendo que o homem
contribui com um factor de 50-70% (1,2). Etiologica-
mente, a infertilidade masculina apresenta causas
genéticas e nao genéticas. Destas Ultimas, conside-
ram-se como principais factores os habitos (seden-
tarismo, tabaco, alcool, drogas), os produtos quimi-
cos ambientais (hormonas alimentares, dioxinas,

cromossomas (3), as mutagées CFTR e as micro-
delecdes do cromossoma (4-7).

As primeiras evidéncias que permitiram postular a
existéncia, no cromossoma Y, de factores genéticos
associados a infertilidade masculina, surgiram na
década de 70 com a andlise dos cariétipos de 1171
homens azoospérmicos (8). Nesses pacientes (Figu-
ra 1a,b), observaram-se 6 casos com perda daregiao
eucromatica distal do braco longo (Yg11) do cromos-
somaY, o que permitiu propor a existénciaem Yq11.2
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Figura 1 (a) Esquema da estrutura do cromossoma Y. (b) Padrao de microdelecées em Yq11 terminal (a tracejado)
segundo Tiepolo e Zuffardi (1976). (c) Mapa de 43 intervalos (1A1A-7) segundo Volirath et al. (1992). (d) Mapa de
microdelecoes AZF (AZFa, AZFb, AZFc) segundo Vogt et al. (1996). SRY: gene determinador do sexo masculino;
PAR: regiao pseudo autossémica do telémero (local de emparelhamento e de recombinagao homéloga com o

cromossoma X na meiose I).

de um locus responsavel pela espermatogénese,
designado AZF (Azoospermia Factor).

O locus AZF (Figura 1c) foi subdividido em 43
intervalos (9). Na regiao AZF, puderam-se entdo
demonstrar a existéncia de genes cujos produtos sdo
expressos no testiculo e possuem a capacidade de
regular a espermatogénese (10,11). O estudo mole-
cular de pacientes masculinos inférteis levou entao a
observacdo de microdelecbes intersticiais (submi-
croscépicas, nao detectaveis no cariétipo) na regido
AZF, permitindo entdo perceber que ai residiam
multiplos genes responsaveis por etapas diferentes
da espermatogénese. De acordo com as microdele-
cbes encontradas nos pacientes masculinos infér-
teis, aregiao AZF foi redesenhada nos seus intervalos
(Figura 1d) para nela se mapearem trés grandes
subregides (10,12): AZFa na parte proximal (intervalo
D3-D6), AZFb na porcao mediana (D13-D16), e AZFc
na zona distal (D20-D22). Assim, e apesar de ainda

nao existir um acordo definitivo entre o tipo de micro-
delecao e a gravidade do defeito espermatogénico
(13-18), a microdelecao de AZFa condiciona um
sindrome de células de Sertoli (SO), a microdelegao
de AZFb provoca paragem em meiose | (MA), e a
microdelecao de AZFc condiciona hipoespermato-
génese (HP), quer esta curse com oligozoospermia
severa ou azoospermia secretora (5-7,11,19).

Mais recentemente, podemos demonstrar que as
microdelecdes de AZFc condicionam um quadro
evolutivo, que se inicia com oligozoospermia (6,20,
21), seguindo-se entrada em azoospermia secretora
com quadro de HP. Este quadro continua a agravar-se
no tempo e em sentido retrégrado sobre o ciclo da
espermatogénese, podendo levar a situacoes de MA
e SO (7). E esta situacdo evolutiva que permite,
actualmente, explicar como é possivel, em pacientes
com microdelec¢des de AZFc, existir uma ampla varie-
dade de quadros histopatolégicos na bidpsia testicu-
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lar de diagndstico (BTD), e como é possivel, no mes-
mo paciente, co-existirem tlbulos seminiferos com
diferentes tipos de células germinais. Baseados nes-
tas observagoes é pois possivel oferecer aos pacien-
tes um prognostico de sucesso (obtencéao de esper-
matideos e/ou espermatozdéides para microinjeccao)
antes da biépsia testicular de tratamento (BTT) (22).

Assim, a andlise da maior série clinica (portugue-
sa) de 148 pacientes com azoospermia secretora de-
monstrou, na BTD, 38.5% SO, 31.8% MA e 29.7% HP.
Uma andlise muito detalhada de 100 tubulos
seminiferos na BTD permitiu subdividir os quadros de
MA e SO em sindromes completos e incompletos. Na
MA, a célula mais madura foram espermatécitos pri-
marios (MA completa) em 32% dos casos, enquanto
que em 68% dos pacientes pelo menos alguns
tubulos seminiferos apresentaram espermatideos
(MA incompleta). Do mesmo modo, no SO, 61%
foram SO completos e 39% SO incompletos. A
correlacdo dos resultados obtidos na biopsia tes-
ticular de tratamento, multipla e bilateral, dos 148
pacientes, com os resultados da BTD, permite actual-
mente definir um progndstico de sucesso antes da
BTT: 98% na HP, 61.7% na MA, 53% na MA completa,
66% na MA incompleta, 29.8% no SO, 3% no SO
completo e 73% no SO incompleto (22).

As microdelegbes do cromossoma Y tém sido
descritas em mais de 5% dos pacientes com infertili-
dade idiopatica. As microdelecdes da regido AZF sao
encontradas numa média de 13% dos pacientes com
azoospermia por lesdo severa da espermatogénese.
A frequéncia de microdelegdes das regides AZFa e
AZFb é, claramente, inferior a frequéncia de micro-
delecdes daregido AZFc (16,17,19,23).

Mais recentemente, descrevemos que 0s casos
sem microdelecoes em AZF, devem ser analisados
para a perda da cépia DAZ1 em AZFc, pois esta
parece ser a responsavel pelo sindrome atribuido a
microdelecao de AZFc. Fruto deste trabalho, verifi-
cou-se que 8% dos casos de oligozoospermia severa
apresentam microdelecdes de AZFc/DAZ1 (6,20,21).

Na populacao portuguesa, determinamos na MA
uma frequéncia de 23% de microdelecoes AZF, das
quais 15% AZFc/DAZ1 e 8% AZFb; na MA incompleta,
30% AZF, 23% AZFc/DAZ1 e 7% AZFb; e na MA
completa 14% AZF, 5% AZFc/DAZ1 e 9% AZFb. O
progndstico que pode ser oferecido aos pacientes
com MA antes da BTT é pois de 88% se apresentar
microdelecdo AZFc/DAZ1 e de 52% na auséncia de

microdelecdes (7). Do mesmo modo, no SO, encon-
tramos uma frequéncia de 36% de microdelegoes
AZF, das quais 31% AZFc/DAZ1, 3% AZFa e 3% AZFb;
no SO incompleto, 58% AZF, 58% AZFc/DAZ1, 0%
AZFa e 0% AZFb; e no SO completo 26% AZF, 19%
AZFc/DAZ1, 4% AZFa e 4% AZFb. O progndstico que
pode ser oferecido aos pacientes com SO antes da
BTT é pois de 58% se apresentar microdelecao
AZFc/DAZ1 e de 19% na auséncia de microdelecoes
(7).

As microdelecbes intersticiais resultam de pro-
cessos de recombinacdo homdéloga entre sequén-
cias de DNA repetitivas que ocorrem anormalmente
dentro do mesmo braco longo do cromossoma Y.
Estes processos decorrem na meiose paterna e
constituem mutacdes de novo que podem ser trans-
mitidas aos filhos durante o tratamento por microin-
jeccao (6,7,13-21,23), pelo que sé pode ser travada a
sua transmissdo pelo diagndstico genético pré-
-implantacao (2,4,24,25). A elevada frequéncia de
microdelecdes encontradas na regiao AZFc pode ser
explicada pelo facto desta regido distal do Yg11.2 ser
rica em blocos de DNA repetitivo e flanqueada pela
regidao Yq12 heterocromatica, também altamente
repetitiva (17,18,23).

No presente trabalho, efectuamos uma revisao
dos resultados do estudo molecular do cromossoma
Y em 917 pacientes inférteis consecutivos de modo a
proporcionar aos clinicos da area uma ideia da
importancia das microdelecoes AZF no diagndstico e
prognostico daqueles doentes, bem como da sua
frequéncia populacional em Portugal.

Métodos

Sob consentimento informado, foram estudados
917 homens inférteis sem qualquer anomalia de
cariétipo. A classificacao destes pacientes (Tabela I)
foi efectuada, de acordo com a clinica e o espermo-
grama, em azoospermia secretora (SAZ; n=223),
azoospermia obstrutiva (OAZ; n=66), oligooos-
permia severa (SOZ; <IxI0- espermatozdides/ml;
n=196), oligozoospermia moderada (MOZ; 1-5xI0:
Sz/ml; n=100), oligozoospermia ligeira (LOZ; 5-20xI0
Sz/ml; n=113), e outras alteracdes do espermo-
grama (n=219). Todos 0s pacientes com azoosper-
mia secretora foram submetidos a biépsia testicular
multipla e bilateral para tratamento da infertilidade
com recurso a microinjeccao (22).
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Tabela I. Frequéncia de microdelec6es AZF (delAZF)

Populagéo portuguesa estudada delAZF
Classificagao/Sindrome N % N %
Férteis 114 0
Inférteis 917 34 3.7
Alteracdes dos parametros seminais 628 68.5 8 1.3
Outras alteragbes 219 23.9 0
Oligozoospermia 409 44.6 8 2
Oligozoospermia ligeira 113 12.3 0
Oligozoospermia moderada 100 10.9 0
Oligozoospermia severa 196 21.4 8 4.1
Azoospermia 289 31.5 26 9
Azoospermia obstrutiva 66 7.2 0
Azoospermia secretora 223 24.3 26 1.7

Foram recolhidas amostras de sangue periférico
(cerca de 10 ml) de todos os pacientes, para isolar
DNA genoémico a partir dos linfocitos. O isolamento
do DNA foi realizado usando o método salting-out. A
pesquisa das microdelecdes na regiao Yq11.2-AZF
foi realizada por PCR-Multiplex (5-7,21), utilizando 13
site tagged sequences (STS) mapeados nas trés
subregides AZF (Laboratorial licence from EQAS
Y Chromosome, 2002): AZFa: sY84, USP9Y, GY6;
AZFDb: sY691, sY134, sY135, sY142; AZFc: sY152,
sY157, BPY2, sY254, DAZ1, CDY1 (Tabela Il). Os
marcadores sY14 (SRY) e ZFX/ZFY em Yp foram
utilizados como controlos positivos internos. O DNA
gendémico de um homem fértil e de uma mulher foram
usados como controlos positivos e negativos,
respectivamente, em cada reac¢ao de PCR (Figura

2). A analise molecular do cromossoma Y foi adicio-
nalmente realizada em 114 homens férteis selec-
cionados no momento da paternidade (Servico de
Obstetricia, Hospital de S. Joao), apds consentimen-
toinformado.

Resultados

O estudo molecular do cromossoma Y nos 917
pacientes inférteis, com cariétipo normal, revelou
34/917 (3.7%) microdelegOes na regiao Yqi1.2-AZF
(Tabelas I, lll; Figura 2). As microdelecbes foram
detectadas nos casos de oligozoospermia severa
(8/196, 4.1%) e azoospermia secretora (26/223,
11.7%). Das 26 microdelecdes AZF detectadas na
azoospermia secretora, 3 (1.3%) foram em AZFa, 3
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Figura 2. Electroforese em gel de agarose de reagcées PCR-Multiplex (M1, M2). (1) padroes de tamanho molecular
do DNA (100 em 100 bp). (2) paciente sem microdelecées AZF. (3) paciente com microdelecao AZFc. (4) controle

homem fértil. (5) controle mulher.
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Tabela Il STS usados na analise molecular do cromossoma Y

STS Locus Regido  Tamanho (bp) do Sequéncia 5 >3
produto amplificado dos primers: forward/reverse
sY14 SRY Yp 472 GAATATTCCCGCTCTCCGGA
GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
ZFX/ZFY  ZFX/ZFY  Yp11.3 495 ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC
Xq34 GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT
sY84 DYS273 AZFa 326 AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT
GCCTACTACCTGGAGGCTTC
USP9Y USP9Y 941 CAGGGTTGGCTAGTGGATCTC
CTGCCATTCGCTCAGCTGTC
GY6 DBY 1160 CGTAATCCCGCGATCTTATG
GTAGCGCAATGCTGGATCTC
sY691 EIF1AY AZFb 123 GATTTTGGCCATCATCAACC
GGTAATTCAATGTCCTCAGCTTTT
sY134 DYS224 301 GTCTGCCTCACCATAAAACG
ACCACTGCCAAAACTTTCAA
sY135 DYS225 253 CATTTCCACATTATGATAATTATGC
ACCCAGAGAGTAGAAACAGTGC
sY142 DYS230 196 AGCTTCTATTCGAGGGCTTC
CTCTCTGCAATCCCTGACAT
sY152 DYF86S1  AZFc 125 AAGACAGTCTGCCATGTTTCA
ACAGGAGGGTACTTAGCAGT
sY157 DYS240 285 CTTAGGAAAAAGTGAAGCCG
CCTGCTGTCAGCAAGATACA
BPY2 BPY2 850 GTCCATAGTGGGCTTGCTGA
GCTTGTTCCACATATGGCACA
sY254 DAZ 350 GGGTGTTACCAGAAGGCAAA
GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
DAZA DAZ 1300 GGAAGCTGCTTTGGTAGATAC
TAGGTTTCAGTGTTTGGATTCCG
CDY1 CDhY 396 GGGCGAAAGCTGACACGAA

GCTATGAAGATGGATTAGGGCA

STS: sequence tagged site (sequéncia conhecida do DNA); bp: pares de bases; R: A/G; Y: C/T

(1.3%) em AZFa+b, 1 (0.45%) em AZFb, 1 (0.45%) em
AZFb+c e 18 (8.1%) em AZFc (19/223, 8.5% em
AZFc). Todos os 8 casos de microdelecoes na oligo-
zoospermia severa foram em AZFc.

A bidpsia testicular de diagnéstico dos 223 pa-
cientes com azoospermia secretora revelou 91 (41%)
casos com sindrome de células de Sertoli, 54 (24%)
com paragem da maturagao em meiose |, e 78 (35%)

com hipoespermatogénese.

Na bidpsia testicular de tratamento dos pacien-
tes, obtiveram-se espermatozodides ou espermati-
deos alongados ou em alongamento (foco de es-
permiogénese) em 15/91 (16.5%) dos casos com
sindrome de células de Sertoli, em 29/54 (53.7%) dos
casos com paragem em meiose, € em 100% dos
casos de hipoespermatogénese. Para o sindrome de
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Tabela Ill Tipo de microdeleg6es do cromossoma Y encontradas na populagao

SAZ SOz

N 3 3 1 1 18 8
STS Locus Regiao

ZFX/ZFY ZFX/ZFY Yp + + + + + +
sY14 SRY + + + + + +
sY84 DYS273 AZFa + + + + + +
USP9Y USP9Y + + + + + +
GY6 DBY - - + + + +
sY691 EIF1AY AZFb + - - - + +
sY134 DYS224 + + + - + +
sY135 DYS225 + + + - + +
sY142 DYS230 + + + - + +
sY152 DYF86S1 AZFc + + + - - -
sY157 DYS240 + + + - - -
BPY2 BPY2 + + + - - -
sY254 DAZ + + + - - -
DAZ1 DAZ + + + - - -
CDY1 CDY + + + - - -

SAZ: azoospermia secretora; SOZ: oligozoospermia severa
(+) sequéncia presente (intacta); () sequéncia ausente (microdelecao)

células de Sertoli e a paragem em meiose, estes qua-
dros foram classificados como sindromes incom-
pletos. Os restantes casos de sindrome de células de
Sertoli em que se confirmou na bidpsia testicular de
tratamento a auséncia total de células germinativas, e
0S casos com paragem em meiose em que se confir-
mou o bloqueio da espermatogénese no estadio de
espermatocito primario (meiose I), foram designados
de sindromes completos.

Dos pacientes com sindrome de células de
Sertoli, 9/91 (9.9%) apresentaram microdelecdes na
regiao AZF, 1 (1.1%) AZFa, 1 (1.1%) AZFb, 1 (1.1%)
AZFa+b, 5 (5.5%) AZFc, e 1 (1.1%) AZFb+c (6/91,
6.6% em AZFc). Dos 9 casos com microdelecoes em
AZF, 2 apresentaram um quadro incompleto de sin-
drome de células de Sertoli na biépsia testicular de
tratamento, todos com microdelegcbes em AZFc.

Deste modo, o progndstico que podia ser oferecido
aos pacientes antes da bidpsia testicular de trata-
mento seria: 16.5% (15/91) em geral, 15.1% (13/86)
nos casos sem microdelecées em AZFc, e de 40%
(2/5) nos casos com microdelecoes em AZFc.

Dos pacientes com paragem da maturagao em
meiose |, 12/54 (22.2%) apresentaram microdele¢oes
na regiao AZF, 11 (20.4%) em AZFc e 1 (1.9%) em
AZFa+b. Dos 12 casos com microdelecdes em AZF,
10 apresentaram um quadro incompleto de paragem
em meiose na bidpsia testicular de tratamento. Dos
10 casos com microdelecao em AZF e quadro de in-
completo de paragem em meiose, 9 casos apresen-
taram microdelecdées AZFc. Deste modo, o prog-
néstico que podia ser oferecido aos pacientes antes
da bidpsia testicular de tratamento seria: 53.7%
(29/54) em geral, 44.2% (19/43) nos casos sem
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microdelecdes em AZFc, e de 81.8% (9/11) nos casos
com microdelecées em AZFc.

Dos pacientes com hipoespermatogénese, 5/78
(6.4%) apresentaram microdelecdes na regiao AZF, 2
(2.6%) em AZFc, 2 (2.6%) em AZFa, e 1 (1.3%) em
AZFa+b. Neste caso, como todos os pacientes tive-
ram uma biépsia testicular de tratamento com suces-
S0, 0s aspectos prognosticos associados as micro-
delecgdes daregiao AZFc perdem significado. Mesmo
assim, o prognoéstico que podia ser oferecido aos
pacientes antes da bidpsia testicular de tratamen-
to seria: 100% (78/78) em geral, 97.4% (76/78) nos
casos sem microdelegoes em AZFc, e de 100% (2/2)
nos casos com microdelecoes em AZFc.

Discussao

Neste trabalho original, apresentamos a distri-
buicao e o tipo das microdelecdes do cromossoma 'Y
na populacao fértil (n=114) e infértil (n=917) portu-
guesa, avaliamos a importancia das microdelecoes
do cromossoma Y no diagndstico e prognostico da
infertilidade masculina, e estabelecemos uma rela-
cao entre o tipo de microdelecdo e o respectivo
quadro testicular para os casos da azoospermia
secretora.

Desta grande amostragem da populacao infértil
masculina portuguesa, pudemos verificar que 68.5%
(628/917) se devem a causas que alteram a qua-
lidade dos espermatozéides ejaculados, e 31.5%
(289/917) se devem a azoospermia. Das alteracdes
seminais, a maioria dos casos (65.1%, 409/628)
deve-se a oligozoospermia, seguindo-se as altera-
coes da mobilidade e da morfologia dos esperma-
tozoides (34.9%, 219/628). Considerando apenas a
oligozoospermia, a maioria dos casos apresentou a
forma severa (47.9%, 196/409), seguindo-se as for-
mas ligeira (27.6%, 113/409) e moderada (24.4%,
100/409). Ja na azoospermia, a larga maioria dos
casos foi de causa secretora (77.2%, 223/289) em
relacao as causas obstrutivas (22.8%, 66/289). Para
distinguir a azoospermia obstrutiva da azoospermia
secretora, o andrologista ndo devera confiar nos
dados da bidpsia testicular nem nos dados molecu-
lares. Este aspecto é critico sobretudo para a azoos-
permia obstrutiva (26,27), sendo absolutamente
indispensavel recorrer ao espermograma (volume e
pH diminuidos), ecografia renal (alteracbes con-
génitas), ecografia pélvica transrectal (anomalias dos

canais ejaculadores e das vesiculas seminais), e eco-
grafia escrotal (anomalias testiculares, dos epididi-
mos e dos canais deferentes).

As microdelegbes do cromossoma Y represen-
tam uma das principais causas de origem genética
para a interrupcdo da espermatogénese (2,6,7,20,
21), tendo sido descritas em mais de 5% dos pacien-
tes com infertilidade idiopatica (13-19). No entanto,
esta frequéncia aumenta quando se restringe o estu-
do a populagoes inférteis seleccionadas, sendo em
Portugal de 12% na azoospermia secretora e 4-8% na
oligozoospermia severa (6,7). Se a seleccao dos
pacientes for ainda mais restrita, atingem-se nimeros
mais compativeis com o que seria de esperar caso as
microdelecbes do cromossoma Y sejam de facto
uma causa importante de infertilidade genética, 10-
36% no sindrome de células de Sertoli (58% nas
formas incompletas), 19-22% na paragem da matura-
¢ao (30% nas formas incompletas), e 6-8% na hipoes-
permatogénese e na oligozoospermia severa (25%
se associarmos as microdele¢des do DAZ1) (6,7,21).
Mesmo assim, é evidente que, ao contrario do espe-
rado, ainda permanecem por esclarecer as causas
genéticas da maioria destes sindromes. Este facto
sugere a presenca na populacdo portuguesa de
outro tipo de mutagdes, presentemente sob investi-
gacao, para além do facto que em Portugal é excep-
cionalmente elevada a taxa de criptorquidia como
causa associada da azoospermia secretora.

A localizagao das microdelecdes na regiao AZF
tem sido associada a diferentes histologias testicula-
res, sendo as microdelecbes em AZFc as mais
frequentes e as que se associam com um quadro tes-
ticular menos grave (13-19,23). Os nossos resultados
confirmam esta observagao, uma vez que a regiao
AZFc foi a mais frequentemente deletada, encontran-
do-se maioritariamente associada com as formas
menos graves (incompletas) do sindrome de células
de Sertoli e da paragem da maturagao, com a hipoes-
permatogénese, e a oligozoospermia severa.

A andlise das microdelecdes foi também sugerida
como um potencial factor de prognéstico na taxa de
sucesso de recuperacao de espermatideos ou es-
permatozoéides na bidpsia testicular de tratamento
(2,4,22). Apesar da histopatologia testicular ainda
representar o principal factor predictivo (22), de-
monstramos com o presente trabalho que a pro-
babilidade de recuperacdo de espermatideos ou
espermatozdides na bidpsia testicular de tratamento
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é significativamente melhorada com a informagéo
adicional do estudo molecular do cromossoma Y,
sendo de 100% na hipoespermatogénese, 82% na
paragem da maturagdo e de 40% no sindrome de
células de Sertoli se o paciente apresentar em simul-
taneo uma microdelecao AZFc ou DAZ1. Do mesmo
modo, na auséncia de microdelecoes AZFc ou DAZ1,
0 prognéstico piora substancialmente, sendo de 44%
na paragem da maturagao e de 15% no sindrome de
células de Sertoli.

A explicacdo para este facto aparentemente
contraditério, em que a presenca de uma mutacao
melhora o prognostico, é a seguinte. As microdele-
coes de toda a subregiao AZFa causam um sindrome
de células de Sertoli, ao impedirem a diferenciacdo
das células germinais (5). As microdelecoes extensas
da subregidao AZFb causam paragem da maturacao
em espermatécito primario (meiose |), por interferi-
rem com a meiose (7). No entanto, as microdelecoes
da subregiao AZFc ou do gene DAZ1 interferem
apenas com a diferenciacdo dos espermatozoides,
pelo que inicialmente apenas condicionam uma
hipoproducao de gametas (6,20,21).

No entanto, na populagao infértil portuguesa ob-
servamos uma auséncia flagrante de microdelegoes
extensas de AZFa e de AZFb, pelo que este resultado
surpreendente esta actualmente em estudo de modo
a se caracterizar quais as causas genéticas respon-
saveis por estes sindromes em Portugal (para além
da criptorquidia frequentemente associada a azoos-
permia secretora). Uma outra conclusao do presente
trabalho é a de que muitos dos casos com sindrome
de células de Sertoli e com paragem em meiose ndo
correspondem as formas completas classicas, mas
derivam do agravamento progressivo de uma situa-
¢ao inicial mais benigna, a hipoespermatogénese.
Isto explica a grande prevaléncia das formas incom-
pletas e as taxas elevadas de microdelegcoes AZFc ou
DAZ1 encontradas naqueles casos. Esta observacao
obriga a decisdes clinicas fundamentais: (a) todo o
paciente com oligozoospermia severa deve rapida-
mente criopreservar 2 amostras seminais para pro-
teccao da fertilidade futura, uma vez que podera
evoluir para azoospermia; (b) a presencga de um sin-
drome de células de Sertoli ou de uma paragem da
maturacdo em meiose, ndo retira ao paciente a
capacidade de conter um foco de espermatideos/es-
permatozoides algures no testiculo; (c) o androlo-
gista devera sempre efectuar uma bidpsia testicular

bilateral de muito baixo volume para diagnéstico ana-
tomopatolégico e associadamente pedir o estudo
molecular do cromossoma Y para a regiao AZF (sub-
regides AZFa, AZFb e AZFc) e para as copias do gene
DAZ (DAZ1, DAZ2, DAZ3 e DAZ4), sendo estas Ulti-
mas apenas efectuadas na auséncia de microdele-
cao AZFc; (d) com base na biépsia de diagnostico e
no estudo molecular do cromossoma Y, o andrologis-
ta podera entao fornecer ao paciente um progndstico
de sucesso na bidpsia testicular, multipla e bilateral,
de tratamento, recorrendo as taxas apresentadas no
presente trabalho.
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