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palavras-chave

resumo

Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides, resultados de recém-
nascidos, azoospermia ndo-obstructiva, oligozoospermia severa, extracao
testicular de espermatozoides, microdele¢cdes no cromossoma Y

O objetivo do presente trabalho é apresentar os resultados clinicos e
embriolégicos de pacientes com microdele¢cdes no cromossoma Y, tratados
por injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), através do uso de
espermatozoides testiculares a fresco (TESE) ou criopreservados e
descongelados (TESE-C), e através do uso de espermatozoides do ejaculado
(EJAC). A originalidade deste trabalho reside nas comparacdes efetuadas
entre os diferentes tipos de microdele¢cdes no cromossoma Y (AZFa, AZFb e
AZFc) e os tratamentos efetuados, com os detalhes dos resultados
demogréficos, de estimulac@o, embrioldgicos, clinicos e dos recém-nascidos
(NB). Dos 128 pacientes com microdele¢Bes no cromossoma Y, 18 realizaram
ICSI com espermatozoides do ejaculado e 65 realizaram TESE. Houve 51
ciclos de tratamentos TESE e 43 ciclos de tratamento TESE-C, com
nascimento de 19 NB (2 em AZFa/TESE-C; 12 Em AZFc/TESE; 5 em
AZFc/TESE-C).Dos 29 ciclos EJAC houve nascimento de 8 NB (em AZFc).
Nos ciclos TESE e EJAC ndo houve diferencas significativas nos parametros
clinicos e embriolégicos. Nos ciclos TESE-C, houve uma taxa de maturacéo de
ovocitos, taxa de clivagem embrionaria e média do numero de embrides
transferidos significativamente mais baixa em AZFb, uma média do nimero de
ovocitos mais alta e uma taxa de fertilizagdo mais baixa em AZFc. Em
conclusdo, embora os pacientes com microdelecdo AZFc apresentem uma alta
taxa de recuperacdo de espermatozoides e resultados clinicos aceitaveis,
casos com microdelecdes AZFa e AZFb apresentaram um progndstico pobre.
Devido a hereditariedade das microdelecdes relatada, os pacientes devem ser
informados acerca das consequéncias da infertilidade no recém-nascido e da
possibilidade de utilizarem o diagnostico genético de pré-implantacdo para a
selecao do sexo feminino.
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chromosome microdeletions

The aim of the present work was to present the outcomes of patients with Y-
chromosome microdeletions treated by intracytoplasmic sperm injection (ICSI),
either using fresh (TESE) or frozen-thawed (TESE-C) testicular sperm, and
ejaculated sperm (EJAC). The originality of this work resides in the
comparisons between the different types of Y-microdeletions (AZFa, AZFb,
AZFc) and treatments, with detailed demographic, stimulation, embryological,
clinical and newborn (NB) outcomes. Of 128 patients with Y-microdeletions, 18
performed ICSI with ejaculated sperm and 65 went for TESE. There were 51
TESE treatment cycles and 43 TESE-C treatment cycles, with birth of 19 NB (2
in AZFa/TESE-C; 12 in AZFc/TESE; 5 in AZFc/TESE-C). Of the 29 EJAC
cycles there was birth of 8 NB (in AZFc). In TESE and EJAC cycles there were
no significant differences in embryological and clinical parameters. In TESE-C
cycles, there was a significant lower oocyte maturity rate, embryo cleavage rate
and mean number of embryos transferred in AZFb, and a higher mean number
of oocytes and lower fertilization rate in AZFc. In conclusion, although patients
with AZFc microdeletions presented a high testicular sperm recovery rate and
acceptable clinical outcomes, cases with AZFa and AZFb microdeletions
presented a poor prognosis. Due to the reported heredity of microdeletions,
patients should be informed about the infertile consequences on the newborn
and the possibility of using preimplantation genetic diagnosis for female sex
selection.
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H/A — Hipotro6fico/ Normal

H/H — Hipotrofico/ Hipotrofico

HCG — Gonadotrofina coriénica humana
His — Histidina

HP — Hipoespermatogénese

ICM — Massa celular interna

ICSI — Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides
I1U — Inseminacdo intra-uterina

IR — Taxa de implantacéo

LBDR — Taxa de nados vivos

LH - Hormona Luteinizante

MESA - micro-aspiracdo de espermatozoides do epididimo



MII — Odcitos microinjetados

MSY — Regido especifica masculina

N/A — Normal/Atréfico

N/H — Normal/ Hipotréfico

N/N — Normal/Normal

NAHR — Recombinagdo homdloga ndo alélica
NB — Recém- nascido

NRY — Regibes ndo recombinantes

OAZ — azoospermia obstrutiva

ODF - Fibras densas externas

OP - Gravidez evolutiva

PAR — regido pseudoautossémica

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase
PESA - aspiragéo percutanea de espermatozoides do epididimo
Pl — Peca intermédia

PM ou MA — Paragem de maturagéo

PP — Peca principal

PPP — Peca principal proximal

PT — Peca terminal

RBM - zonas de ligagdo ao ARN

rFSH - Hormona foliculo-estimulante recombinante
RMA — Reproducdo medicamente assistida
Sa - Espermatideo redondo

SAZ — Azoospermia secretora (ndo obstrutiva)
SC1 - Espermatdcito primario

SC2 - Espermat6cito secundario

SCOS - Sindrome de células de Sertoli

Sd - Espermatideo alongado

SGAd - Espermatogdnia do tipo A denso
SGAp - Espermatogdnia do tipo A palido
SGB - Espermatogdnia do tipo B

SHO — sindrome de hiperestimulacéo ovarica
SOZ — Oligozoospermia severa

STS — Locais de sequéncia marcados

Sz - Espermatozoide



TEFNA - aspiracéo testicular de espermatozoides por agulha fina

TESA - aspiracéo testicular de espermatozoides

TESE — Extracéo de espermatozoides testiculares

TESE-C — Extracéo e posterior criopreservagédo de espermatozoides testiculares
TS - Tubulos seminiferos

VA - Vesicula Acrossémica

Yp — Brago curto do cromossoma Y

Yq — Braco longo do cromossoma Y

ZP — Zona pelucida



1.Introducao






1.1 Espermatogénese

A espermatogénese humana é um processo biolégico dindmico que ocorre no interior
dos tubulos seminiferos (TS), sendo responsavel pela diferenciacdo das espermatogonias
(células germinais progenitoras) em espermatozoides maduros (Amann et al., 2008). Este
processo ocorre continuadamente a partir do momento da puberdade e prossegue durante a
maior parte da vida, diminuindo com o envelhecimento. Cada ciclo do epitélio germinativo
decorre ao longo de aproximadamente 64 a 74 dias (Heller & Clermont, 1963, 1964;
Clermont, 1966).

O epiteélio seminifero é composto por dois tipos celulares, as células de Sertoli (CS)
e as celulas germinais. As CS, somaticas, estdo aderentes a lamina basal pela sua regido
basal, enquanto a extremidade apical se encontra voltada para o limen dos TS. Ocupam
cerca de 35-40% do volume do epitélio germinal e funcionam como suporte das células
germinais (ligadas por jungdes ocludentes em reentrancias das CS) (Junqueira & Carneiro,
2004; Weinbauer et al., 2010).

A espermatogénese ocorre nos TS. O ciclo espermatogénico envolve uma complexa
interacdo entre as células dos TS e as do sistema enddcrino (Figura 1). Os testiculos
produzem espermatozoides e segregam a testosterona necessaria para o desenvolvimento
dos caracteres sexuais primarios e secundarios. Estas funcdes estdo associadas a estimulagédo
pela hormona luteinizante (LH) e hormona foliculo-estimulante (FSH), que tém um papel
crucial na diferenciacdo e proliferacdo de espermatogonias, desenvolvimento dos
espermatdcitos na meiose, diferenciacdo de espermatideos redondos em espermatideos
alongados e na libertacdo dos espermatozoides. A secrecdo da FSH e LH pela hipéfise é
estimulada pela hormona libertadora das gonadotrofinas (GnRH) sintetizada e segregada
pelo hipotdlamo. As células mais importantes do compartimento intersticial sdo as células
de Leydig. O testiculo humano contém aproximadamente 200x10° células de Leydig. A
testosterona € secretada pelas células de Leydig sob estimulacdo da LH (Mclachlan, 2000;
Weinbauer et al., 2010).
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Figural: Regulagdo enddcrina na espermatogénese.

A testosterona difunde-se para o interior dos TS, ligando-se as CS (Walker, 2010).
Para que a testosterona possa atuar nas células germinais, as CS produzem a proteina
ligadora de androgénios (ABP). Os niveis de testosterona intratesticular sdo 10x mais
elevados do que no plasma. Esta hormona inibe a secrecdo de LH pela hipéfise anterior ao
agir sobre o hipotadlamo diminuindo a secre¢do de GnRH. Consequentemente a diminuicdo
de secrecdo de FSH e LH observa-se uma reducdo da secrecdo de testosterona pelo testiculo
(Guyton e Hall, 2002; Weinbauer et al., 2010; Escott et al., 2011). Por outro lado a FSH
também esté envolvida ativamente nesta regulacdo. Esta hormona atua nas CS, provocando
a estimulacdo da adenilciclase (AMP) e aumentando a concentracdo de CAMP, deste modo
promovendo a sintese e secrec¢do da proteina ABP. Assim sendo, o efeito da testosterona é
também reforcado pela FSH (Junqueira & Carneiro, 2004). Nas CS a testosterona é
metabolizada em dihidroxitestosterona (DHT) pela actividade da 5a-redutase testicular e em
estradiol por atividade da aromatase testicular. As CS secretam inimeras outras substancias
de acdo local para estimularem, nutrirem e protegerem as células germinativas em
desenvolvimento (Junqueira & Carneiro, 2004; Weinbauer et al., 2010). Todo este
mecanismo é minuciosamente regulado e conduzido por um mecanismo de feedback
negativo para manter o equilibrio hormonal. Quando ndo ha producdo de espermatozoides



pelos TS, a secrecdo de FSH pela hipdfise anterior aumenta. Por outro lado, quando a
espermatogénese ocorre a um ritmo excessivamente rapido, a secre¢do hipofisaria de FSH
diminui. A causa-efeito deste mecanismo de feedback é uma hormona denominada inibina,
uma glicoproteina com um potente efeito inibitorio, produzida pelas células de Sertoli. Este
efeito proporciona um controle da espermatogénese e simultaneamente atua no controle da
secrecdo de testosterona (Guyton & Hall, 2002). H&4 uma interacdo entre as células de Sertoli
e células germinativas para manter a producao de inibina B nos testiculos. As concentracdes
de Inibina B em associagcdo com as concentracfes de FSH mostram que, em casos de falha
espermatogénica mais grave os niveis de Inibina B sdo mais reduzidos e os valores de FSH
séo superiores (Frydelund-Larsen et al., 2002).

A espermatogénese pode ser dividida em trés fases (Figura 2). Na primeira fase as
espermatogonias proliferam e ddo origem a espermatocitos e simultaneamente mantém o seu
poder de renovacdo (espermatocitogénese). A segunda fase envolve os espermatocitos
primarios e secundarios, sujeitos a divisdes meidticas que reduzem o nimero de
cromossomas e levam a formacédo de espermatideos haploides (meiose). A terceira fase €
caraterizada pela complexa citodiferenciacdo (espermiogénese) de espermatideos que
culmina na formacdo de espermatozoides maduros que irdo ser lancados do epitélio
germinativo para o limen tubular (espermiacdo) (Heller & Clermont, 1964; Clermont 1972;
Holstein & Davidoff, 2003; Weinbauer et al., 2010).
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Figura 2: Ciclo espermatogénico dividido em 3 fases (espermatocitogénese, maturacdo de espermatocitos e
espermiogénese), SGAd (Espermatogonia do tipo A denso), SGAp (Espermatog6nia do tipo A palido), SGB
(Espermatogo6nia do tipo B), SC1 (Espermatdcito primario), SC2 (Espermatocito secundario), Sa

(Espermatideo redondo) a (acrossoma), n (nucleo), Sd (Espermatideo alongado), Sz (espermatozoide).

O primeiro estagio deste ciclo contempla as espermatogdnias encontram-se aderentes
a lamina basal dos TS (O’Donnell et al., 2001). As espermatogoénias sdo classificadas em
trés categorias, espermatogonias do tipo A denso (SGAd), tipo A péalido (SGAp) e
espermatogonias do tipo B (SGB). As espermatogonias SGAd representam as células
estaminais testiculares, apresentando uma baixa taxa de proliferacdo. Possuem um ndcleo
esférico ou oval com uma massa densa e homogénea de cromatina com uma regido palida
no seu centro (Clermont 1963, Clermont 1966). Por mitose, cada SGAd auto-renova-se e
origina uma SGAp (Clermont, 1963; Amann, 2008). As espermatogénias SGAp séo
caracterizadas por um nucleo discoide ou oval contendo cromatina finamente granulada e
um ou mais nucléolos anexados ao invélucro nuclear (Clermont, 1966). Depois de sucessivas

divisbes, quando este tipo celular entra em profase é dificil diferencid-lo do proximo tipo



celular do ciclo, as SGB (Clermont, 1963). As SGB mantém um contacto intimo com a
lamina basal atraves de um fino prolongamento citoplasmaético, apresentam ndcleo esférico
contendo cromatina granulada, com alguns destes agregados de cromatina densa ligados ao
involucro nuclear (Clermont, 1963; Clermont,1966). As SGB dividem-se por mitoses
sucessivas dando origem a uma nova geracdo de células designadas espermatdcitos
primarios (SC1). Estes sdo caracterizados por um nucleo esférico que contém cromatina de
textura filamentosa uniformemente distribuida pelo nucleo.

Os SC1 podem ser definidos como células germinativas tetrapldides (46,XY cada
cromossoma com 2 cromatideos: 4N, 2C), resultantes da Ultima cariocinese das
espermatogonias, que apds a interfase segue os seguintes passos: preleptoteno, leptéteno,
zigoteno, paquiteno e diploteno, metafase-1, anafase-1 e telofase-1 (Clermont, 1963; Heller
& Clermont 1964; Weinbauer et al., 2010). O primeiro passo designado por preleptoteno é
caracterizado pela profase da meiose. Os espermatocitos na fase de leptdteno apresentam
ndcleos com cromossomas evidentes, finamente filamentosos e frisados. Na fase de zigteno
h& emparelhamento dos cromossomas homdlogos, 0s nucleos apresentam cromossomas
emparelhados e enovelados que se acumulam dos dois lados do nucleo. Seguidamente, na
fase de paquiteno, ocorre recombinagdo homologa (crossing-over) entre os cromatideos, ha
um aumento progressivo do volume nuclear, 0s cromossomas tornam-se espessos e mais
curtos, e torna-se visivel um grande nucléolo esférico. Apo6s a fase de diploteno, os SC1
completam a primeira divisdo da meiose para originar espermatocitos secundarios (SC2: 2N,
2C) (Heller & Clermont, 1964; De Robertis & De Robertis, 1987). Os SC2 tém nucleos
esféricos, cromatina fina e algumas massas densas de cromatina. Depois de uma interfase
curta os SC2 sofrem a segunda divisdo da meiose, resultando na formagdo de 2
espermatideos redondos haploides (Sa: 1N, 1C) (Clermont, 1972; Holstein & Davidoff,
2003).

A fase que se segue é caracterizada por uma citodiferenciacdo que consiste em
mudancas morfoldgicas e moleculares acentuadas. Nos espermatideos recém-formados, que
contém um ndcleo esférico localizado centralmente, o nucleo alonga-se e condensa-se
formando o espermatideo alongado (Sd) (as histonas sdo na sua maioria substituidas por
proteinas de transicao e finalmente por protaminas, as quais possibilitam uma compactacao
da cromatina, tendo assim um papel importante na protecdo do ADN contra insultos

externos, na reducdo do volume da célula e nas propriedades aerodindmicas do



espermatozoide), o complexo de Golgi origina a vesicula acrossémica (VA) que adere aos
2/3 apicais do ndcleo alongando-se com este, o centriolo proximal adere a base do ndcleo, o
centriolo distal origina o axonema (e depois desintegra-se), as mitocondrias migram
caudalmente e formam uma hélice em torno do axonema, e formam-se as fibras acessorias
do flagelo, as fibras densas externas (ODF), que se colocam ao lado do axonema por dentro
das mitocondrias, e a bainha fibrosa (FS) que se coloca por fora das ODF (Clermont, 1966;

Ramalho Santos, 2012). Culminando na formacao do espermatozoide (Sz).

1.2 O espermatozoide

O géameta masculino, ou espermatozoide, é a célula reprodutora produzida no
testiculo com capacidade de transmitir a informacdo genética de origem paterna (Ramalho
Santos, 2012).

O espermatozoide (55-66 pum) pode ser dividido em dois compartimentos, cabeca
(3.4-4.6 x 1.5-2.8 um) e flagelo (51.5 pum) (Figura 3). A cabeca é composta por um ndcleo
denso e alongado e os seus 2/3 anteriores sdo revestidos pela VA (Ramalho Santos et al.,
2007; Sousa, 2012). O citoplasma da cabeca do espermatozoide (teca perinuclear) é
caracterizado como sendo uma concha rigida composta por ligagdes dissulfito, que confere
protecdo ao nucleo (Sutovsky & Manandhar, 2006). Esta estrutura pode ser subdividida em
trés segmentos: a camada subacrossoémica situa-se entre a VA e o ndcleo (regido do ndcleo
rico em genes de transcri¢cdo imediata apds a fecundagdo) e tem funcdo de ancoragem
(Sutovsky & Manandhar, 2006); o segmento equatorial € a regido entre a porcéo final da VA
e o nucleo (corresponde a uma area do nucleo contendo cromatina muito densa e a regido da
VA que contém a pro-acrosina); a bainha pds-acrossémica é a regido de citoplasma que se
segue ao final da VA. A sua membrana possui o recetor da membrana do ovécito enquanto
no Sseu espacgo se encontram as moléculas ativadoras do ovocito (Sutovsky & Manandhar,
2006; Sousa 2012).

O flagelo pode ser subdividido em trés regides, peca intermédia (PI: 3.5-5 um), peca
principal (PP: 44-50 x 0.4-0.5 um) e peca terminal (PT: 4-6 x 0.2 um) (Figura 3). APl inicia-
se na base do nucleo e é caracterizada pela presenca de uma hélice de 50-70 mitocdndrias.
Apos a fusdo entre os gametas as mitocondrias do espermatozoide sdo degradadas (estavam
marcadas por ubiquitina desde a espermiogénese). Estes organelos fornecem o ATP

necessario para os processos de maturagdo e capacitagdo. Na Pl observam-se também o



centriolo proximal (originara os centriolos do ovocito fecundado necessarios para as divisdes
mitéticas embriondrias uma vez que o ovécito ndo possui centriolos), o axonema e as ODF.
A hélice mitocondrial termina num anel fibrilar denominado annulus. A partir desse ponto a
porcdo do flagelo denomina-se de PP, subdividida em PPP (Peca Principal Proximal) e PPD
(Peca Principal Distal). Na PP o axonema esta rodeado pelas ODF e por colunas e anéis
transversais da FS. A FS possui um sistema enzimatico responsavel pela glicélise que liberta
0 ATP necessario para a motilidade do espermatozoide. O axonema € composto por um
arranjo microtubular de nove pares de microtubulos periféricos, dispostos em circulo a volta
de um par central (padréo 9d+2s). A PT s6 possui 0s microtubulos do axonema, que se vdo
desagregando progressivamente (Heller & Clermont, 1964; Clermont, 1966; Holstein &
Davidoff, 2003; Jonge & Barrat, 2006; Sutovsky & Manandhar, 2006; Ramalho Santos et
al., 2007; Piomboni et al, 2012; Sousa, 2012).

Depois de libertados das CS, os espermatozoides migram pela rede testicular até
serem armazenados no epididimo. Neste local os espermatozoides sdo sujeitos a alteracdes
bioquimicas e moleculares (maturacdo) adquirindo propriedades mdveis e capacidade
fertilizadora. Durante a ejaculacdo os espermatozoides sdo expelidos do epididimo para o
canal deferente antes da abertura da uretra (O’Donnell et al., 2001). Uma vez na cavidade
uterina os espermatozoides sofrem alteracBes sequenciais metabodlicas, bioquimicas,
membranares e idnicas (capacitacdo) que irdo promover a hipermotilidade durante o trajeto
uterino até a penetracdo das células foliculares (cumulus oophorus e zona radiata) que
rodeiam o ovdcito ovulado. Para atravessar as células foliculares o espermatozoide faz uso
da sua hipermotilidade e de uma enzima de superficie, a hialuronidase de superficie. Apds
este trajeto encontra a zona pelucida (ZP). Esta € uma camada de 4 glicoproteinas que reveste
0 ovocito. A ZP1 interliga as outras, enquanto a ZP4 possui o recetor do espermatozoide.
Uma vez estabelecida a ligacdo entre a ZP4 e a membrana apical do espermatozoide, a ZP4
e a ZP3 induzem a exocitose da VA (reac¢do acrossomica). Apos exposto o contelido da VA
(enzimas hidroliticas), a ZP2 interage com uma pro-protease da mesma (regido posterior) e
activa-a em acrosina. Apo6s digerir a ZP, o espermatozoide liga-se a um recetor da membrana
do ovécito. Apds a fusdo entre as membranas o contetddo do espermatozoide é incorporado
no ovocito e ativa o metabolismo deste (com conclusdo da meiose Il com extrusdo do
segundo globulo polar e formacéo dos pro-nucleos) (Conner et al 2005; Redlara, 2006; Chiu
et al, 2008; Ganguly et al., 2010; Sousa, 2012; Anifandis et al, 2014). Durante o



desenvolvimento pré-implantacdo a ZP garante a integridade dos embriGes enquanto
transitam pelo trato reprodutor feminino (Wassarman, 2008).
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Figura 3: Estrutura do espermatozoide, Cabeca: membrana citoplasmética (c), vesicula acrosomica (VA),
regido pds-acrosémica (PAR) e anel posterior (PR). Peca intermediaria (PI): centriolo proximal (PC), colunas
estriadas (SC) fibras densas externas (ODF), axonema (Ax) e bainha mitocondrial (M). Peca principal proximal
(PPP): inicia-se apds o annulus (An) e contém o Ax, as ODF e os anéis da bainha fibrosa (FS). Peca principal
distal (PPD): s6 se observa o Ax e a FS. Peca terminal (PT): apenas contém o Ax.

1.3 Infertilidade
1.3.1 Definicao

A infertilidade é uma doenca do sistema reprodutivo. Um casal € considerado infértil
se ndo conseguir alcancar uma gravidez de termo apds 12 meses ou mais de relacfes sexuais
regulares e sem recorrer a métodos contracetivos (WHO, 2010). A infertilidade pode ser
considerada de causa primaria, quando nunca ocorreu gravidez, ou secundaria, quando
houve uma gravidez prévia de termo ou inconsequente (Poongothai et al, 2009). A

infertilidade conjugal resulta num sofrimento consideravel para os casais afetados (Irvine,
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1998). Deriva de um conjunto de diferentes condi¢cbes que exibem uma variedade de
etiologias e exigem um espectro multifatorial de diagnostico (Poongothai et al., 2009).

A infertilidade apresenta taxas elevadas de prevaléncia nos paises desenvolvidos
devido ao adiamento da idade de conceber, aliado a vidas profissionais stressantes e ao
aumento da dificuldade em alcangar uma “estabilidade econdomica”. A existéncia de mais do
que um parceiro sexual, as rotinas sedentérias e o consumo alimentar inadequado, como
dietas incluindo excesso de gorduras e alimentos contendo grande quantidade de quimicos,
também afetam influenciam a taxa de infertilidade. O tabaco, alcool e drogas também afetam
severamente os casais. De um modo geral, o predominio da infertilidade em casais € de cerca
de 15-20% na populagdo em idade reprodutiva. As taxas de infertilidade masculina, feminina

e mistas sdo similares (Sa et al., 2006).

1.3.2 Causas de infertilidade masculina

Na infertilidade de causa masculina, pode-se observar-se azoospermia (sémen sem
espermatozoides) ou alteracGes dos parametros seminais (Sen et al., 2013).

A infertilidade masculina pode ser causada pelos mais variados fatores sendo
definida como uma doenga multifatorial (Sa et al., 2006). Em termos de prevaléncia, as
microdelecdes no braco longo do cromossoma Y surgem como um dos principais fatores
genéticos que contribuem para a infertilidade masculina. O diagndstico destas microdele¢des
¢ considerado clinicamente relevante para o aconselhamento e gestdo adequada da
infertilidade masculina e é altamente indicado para os casos que realizam microinjecao
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), uma vez que por esta técnica existe a
possibilidade de transmissdo do defeito genético para a prole masculina de pais que contém
as microdelecdes (Sen et al., 2013). As causas da infertilidade masculina estdo descritas no

Anexo 1.

1.3.3 Tratamentos de infertilidade masculina

A infertilidade é um problema de saude publica com impacto social, psicoldgico e
econdmico significativo, dai a necessidade urgente de se procurar solucionar este problema
com o auxilio de técnicas de reprodugdo medicamente assistida (RMA) (Suganthi et al.,
2014).
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A.

Inseminacdo intra-uterina (1IU): Consiste na introducdo de espermatozoides,

previamente capacitados, na cavidade uterina, havendo a hipdtese de esta estar sob
estimulacdo ovarica ou ndo.

Pode ser aplicada em situagdes com indicacfes femininas, tais como perturbacoes
psicoldgicas, muco cervical incompetente e disfuncdo ovulatoria ligeira. No entanto
trompas de Falopio permeaveis e sémen de boa qualidade tém que ser fatores
obrigatoriamente presentes para aplicacdo desta técnica. Por outro lado, também ha
indicacdes masculinas que justificam o uso desta técnica como as perturbacdes
psicoldgicas e em casos de azoospermia em que o testiculo ndo produz espermatozoides.
Neste caso a 11U é efetuada com recurso a dador de espermatozoides (Sa et al., 2007).

A 11U é uma técnica relativamente simples, ndo invasiva e barata, que deve ser
utilizada como tratamento de primeira linha se o diagnostico de infertilidade assim o
permitir (Ombelet et al., 2008).

Pode envolver a inseminacdo de espermatozoides no utero, cronometrado em ciclos
naturais (ndo estimulados) ou apos estimulacdo ovarica, utilizando anti-estrogénios ou
gonadotrofinas orais (Clinical Guideline, 2004). Os espermatozoides purificados sao
colocados na cavidade uterina (acima do colo uterino) até 36h apds a inducdo da
ovulacéo, sob controlo ecografico (S& et al., 2007).

A preparacdo de espermatozoides é necessaria para remover prostaglandinas, agentes
infeciosos, proteinas antigénicas, espermatozoides ndo-mdveis, leucocitos e células
germinativas imaturas. O objetivo por detras da IlU com espermatozoides homologos
(do parceiro da paciente) € escapar a barreira de muco cervical e aumentar o nimero de
espermatozoides mdveis, com uma proporcao elevada de formas normais no local da
fertilizacdo (Ombelet et al., 2008).

Fertilizacdo in vitro (FIV): Este tipo de tratamento leva a maior taxa gravidez por ciclo.

Desenvolvida com sucesso em 1978, desde ai sofreu um aumento exponencial na préatica
em todo o mundo (Voorhis, 2007).

A decisdo de efetuar esta técnica € feita com base em indicagdes femininas como a
disfuncéo ovulatéria moderada ou severa e a obstrucao tubar. As indicagdes masculinas

contemplam um défice ligeiro da qualidade do sémen (Séa et al., 2007).
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O processo de FIV abrange uma série de passos que incluem: indugdo hormonal para
crescimento de varios foliculos ovaricos. A hiperestimulagdo controlada do ovario é feita
com FSH recombinante em associacdo com a inibicdo da libertacdo enddgena de FSH e
LH pela hipofise, gracas ao recurso a agonistas ou antagonistas da GnRH (Esteves &
Agarwal, 2013); administracdo da gonadotrofina coriénica humana (HCG) ou LH
recombinante no final da estimulacéo para induzir a finalizagdo da maturacéo ovocitaria;
aspiracdo ecoguiada dos foliculos ovaricos antes da ovulacdo; inseminacao in vitro dos
foliculos ovaricos (50000-10000 espermatozoides/foliculo); desenvolvimento in vitro
dos embrides resultantes (incubadora a 37°C com 5% CO2, 5% 02, 90% N2);
transferéncia ecoguiada para a cavidade uterina de 1-2 embrides de alta qualidade sob
preparacdo do endométrio. A selecdo para transferéncia faz-se desde o 2° dia, pelo que
podera ser efetuada desde o dia 2 até ao dia 5 (fase de blastocisto) consoante o n° de
embribes disponiveis. Havendo menos de 4 embrides de elevada qualidade transfere-se
habitualmente antes da fase de blastocisto. Sempre que possivel efetua-se cultura
prolongada até ao 5° dia, uma vez que a transferéncia de blastocistos produz taxas mais
elevadas de gravidez e permite uma melhor selecdo da potencialidade do embrido e a
transferéncia seletiva de um sé embrido; criopreservacao dos embrides excedentarios de
boa qualidade para uso posterior pelo casal. A gravidez é detetada 12 dias depois usando
o teste quantitativo B-HCG no soro e é confirmada clinicamente pela observacdo
ecogréafica de saco gestacional com batimentos cardiacos as 5-7 semanas (Edwards &
Steptoe, 1983; Redlara, 2006; VVoorhis, 2007; Sa et al., 2007; Esteves & Agarwal, 2013).

A FIV alberga alguns riscos como a probabilidade de ocorrerem gestacdes multiplas
(pois a transferéncia de mais de um embrido resulta numa maior taxa de gravidez
maultipla), resultados perinatais adversos, alguma probabilidade acrescida de defeitos
congeénitos, e o desenvolvimento da sindrome de hiperestimulacéo ovarica (SHO) (Sousa
et al., 2015). Hoje em dia, com o doseamento do estradiol e o n° de foliculos em
crescimento o SHO é passivel de ser previsto e evitado com recurso ao uso de um
agonista em vez de HCG e preparacao especial do endométrio (Voorhis, 2007; Pundir et
al., 2012).

. Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI): Esta técnica consiste na micro-

injecdo de um Unico espermatozoide no interior do citoplasma de um ovécito com auxilio
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de micropipetas ajustadas num equipamento composto de microscépio invertido e
micromanipuladores (Palermo et al., 1992; Redlara, 2006).

Para aplicacdo desta técnica pode haver indicacdo de fatores femininos como a
ocorréncia de falhas repetidas de implantacdo ap6s FIV, baixo numero de ovdcitos,
imaturidade ovocitéria, idade avancada do ovario e diagnostico genético pré-implantacéo
(DGPI). As indicagfes masculinas sdo a causa maioritaria para execucao desta técnica,
e podem ser devidas a alteracdo moderada ou severa dos parametros seminais,
azoospermia, anejaculacao, ejaculacao retrograda, doentes seropositivos, e DGPI. Se ndo
ocorrer ejaculacdo, ou se os doentes tiverem azoospermia, espermatozoides vidveis
podem ser recuperados do epididimo ou do testiculo (Clinical Guideline, 2004;
Poongothai et al., 2009). Desde de que a ICSI foi introduzida em 1992, a necessidade de
doacéo de espermatozoides foi drasticamente reduzida (Devroey & Steirteghem, 2004).

Na ICSI, apds a estimulagdo ovarica, igual a da FIV (Esteves & Agarwal, 2013), as
células foliculares do cumulus oophorus e da corona radiata sdo removidas por processos
mecanicos e enzimaticos (desnudacédo) (Figura 4A e 4B) (Van Steirteghem et al., 1993).
Na microinjecdo, seleciona-se um espermatozoide que apresente uma morfologia normal
e motilidade hiperativa, imobiliza-se-o com uma micropipeta (esmagamento do flagelo
a meio da PP) e aspira-se para a ponta de uma micropipeta de injecéo (Figura 4C). O
ovdcito é fixado com uma micropipeta de contencdo (Figura 4D), e a micropipeta de
injecdo penetra a ZP e depois a membrana do ovdécito na regido equatorial, afastada da
posicao do 1° globulo polar, onde se encontra a placa metafasica-1 (as 6h) (Figura 4E)
(Van Steirteghem et al., 1993). Uma vez no ooplasma, o espermatozoide é libertado na
periferia equatorial oposta a zona de penetracdo (Figura 4F, 4G e 4H). De seguida o
ovacito é colocado em cultura, segue-se o procedimento descrito na FIV (Devroey &
Steirteghem, 2004) (Figura 41 e 4J). A ICSI é o método mais eficiente de fertilizacdo
assistida por meio de microcirurgia, oferecendo a possibilidade de uso de
espermatozoides tanto do ejaculado como dos testiculos e do epididimo (Tesarik &
Sousa, 1995). Esta técnica apresenta 0 mesmo tipo de complicacGes da FIV e tem sido
associada a um aumento de recém-nascidos com aberracdes cromossomicas e
perturbacdes do imprinting. Porém, diversos estudos epidemiologicos demonstraram que

tal ndo ocorre (Fauser et al., 2014).
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Figura 4: Microinjec¢do intracitoplasmatica de espermatozoides, 4A- Ovaécito com células do cumulus,4B-
ovocito apds desnudacdo sem, células do cimulos, apenas com zona pellcida e 1° glébulo polar, 4C-
imobilizacdo do espermatozoide, 4D,4E e 4F-Microinjecdo do espermatozoide no citoplasma do ovocito, 4G
e 4H- ovdcito microinjetado com espermatozoide, 41- formacao de 2 prondcleos e do 2° glébulo polar, 4J-
divisdo em 4 blastémeros. (Retirado de Sa et al., 2007-Medicina da Reprodugéo Laboratorial, Manual do

Internato Médico)

D. Recuperacdo de espermatozoides: Os espermatozoides conseguem ser

recuperados a através do epididimo e testiculo utilizando uma diversidade de técnicas,
com o0 objetivo de obter gravidezes em casais em que o parceiro masculino tenha
azoospermia obstrutiva (OAZ) ou n&o-obstrutiva (SAZ: azoospermia secretora)
(Devroey et al., 1995; Clinical Guideline, 2004). Durante um processo convencional de
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extracdo de espermatozoides testiculares (TESE), o testiculo é exposto a uma pequena
incisdo e uma ou varias biopsias séo retiradas com base na aparéncia dos TS (Sousa et
al., 2002; Deruyver et al., 2014). A Recuperacédo de espermatozoides também ¢é utilizada
na insuficiéncia ejaculatoria, em ejaculados com 100% de imotilidade ou 100% de
anomalias dos espermatozoides, e em casos de elevada fragmentacdo do ADN. Os
espermatozoides recolhidos por TESE sdao em quantidade insuficiente para 11U ou FIV,
para além de que ndo sofreram maturacao nem capacitacao, pelo que nestes casos se usa
sempre a ICSI (Clinical Guideline, 2004).

As técnicas cirdrgicas para recuperacdo de espermatozoides do epididimo ou do
testiculo incluem: MESA (micro-aspiracdo de espermatozoides do epididimo), PESA
(aspiracdo percutanea de espermatozoides do epididimo), TESA (aspiracao testicular de
espermatozoides), TEFNA (aspiracao testicular de espermatozoides por agulha fina) e
TESE (extracdo testicular de espermatozoides) (Clinical Guideline, 2004). Nos casos de
OAZ pode-se usar a MESA, mas os resultados foram muito fracos, pelo que se prefere
usar a TESA, nos casos de anejaculacdo usa-se a TESA e na azoospermia secretora usa-

se sempre a TESE (Deruyver et al., 2014).

. Diagndstico genético pré implantacdo (DGPI): E uma opgao alternativa ao diagndstico

pré-natal (DPN), e é usado para reconhecer anomalias genéticas e cromossémicas antes
da implantacdo (Carvalho et al, 2001). Pode ser aplicada a casais férteis portadores de
doenca genética transmissivel ou a casais inférteis com ovario de idade avancada, falhas
repetidas de implantacdo e abortamentos de repeti¢do (Sa et al, 2007).

O DGPI consiste em testar células individuais de um grupo de embribes, com a
intencdo de selecionar aqueles sem anomalias cromossémicas ou génicas, para evitar a
contaminacdo com células foliculares, este diagnostico obriga ao uso da ICSI (Devroey
& Steirteghem, 2004).

Neste procedimento, € realizada uma extracdo (bidpsia embrionaria) de um ou dois
blastdmeros com o auxilio de micropipeta de biopsia embrionaria (Figura 5). Efetua-se
ao 3° dia do desenvolvimento embrionario (embrido com 8 células). Uma vez isolado, o
blastomero € colocado numa lamina para se isolar o seu ndcleo e depois processada para
detecdo dos cromossomas por hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), simples ou por

arrays. Esta técnica efetua-se para as anomalias numéricas e estruturais (translocacoes).
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No caso das doencgas geénicas (fibrose quistica, doengas neuromusculares, etc) o
blastomero é colocado num tubo para extracdo do ADN. Enquanto se aguarda pelo
diagnostico genético, os embrides ficam em cultura prolongada até ao dia 5. Nesta fase
selecciona-se 0 blastocisto normal que € entdo transferido. A bidpsia embrionaria
também pode ser efetuada na trofectoderme dos blastocistos. Neste caso, 0s blastocistos
em estudo séo criopreservados e ulteriormente transferidos em ciclo natural ou apos

preparacdo do endometrio (Munné et al., 2003; Redlara, 2006).

Figura 5: Biopsia embrionéria para DGPI. (Retirado S& et al., 2007-de Medicina da Reproducdo Laboratorial,

Manual do Internato Médico)

F. Criopreservacdo de tecidos germinais, gametas e embrides:

Criopreservacdo de ovoécitos- E feito o congelamento, armazenamento e

descongelamento de ovocitos num estado favoravel a que haja a fecundagdo e
desenvolvimento final (Redlara, 2006). Criopreservam-se ovocitos imaturos nos
casos de sindrome do ovario poliquistico que apresentam resisténcia a tratamento
cirurgico ou medicamentoso, em mulheres jovens com histéria familiar de faléncia
ovarica prematura, bem como em pacientes oncologicos antes de iniciarem 0s
tratamentos. O congelamento de ovdcitos maduros é indicado para dadoras de
ovécitos e mulheres que desejam adiar a idade de reproducéo (Sa et al., 2007).

Criopreservacdo de tecido ovarico- Apesar das dificuldades de congelamento de

tecidos complexos, em comparagdo com as células individuais, 0 armazenamento de
tecido ovérico provou ser surpreendentemente bem-sucedido. A criopreservagédo de
tecido ovarico é uma opcao viavel para a conservacao da fertilidade em pacientes
oncologicos antes do tratamento e em mulheres jovens com historia familiar de

faléncia ovarica prematura (Donnez et al., 2004; Sa et al., 2007; Donnez et al., 2015).
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Criopreservacdo de espermatozoides e tecido testicular- A criopreservacdo de

espermatozoides faz parte do trabalho de muitos laboratorios das clinicas de
infertilidade. A sobrevida das células apds congelacéo e descongelacdo depende da
minimizacao da geracdo de cristais de gelo intracelulares (WHO, 2010). Para além
dos dadores de espermatozoides, a criopreservacao de espermatozoides efetua-se nos
casos de oligozoospermia severa (< 1x108/ml), nos portadores de doencas que se sabe
que evoluirdo para azoospermia (sindrome de Klinefelter, microdelecédo da regido
AZFc do cromossoma Y), nos casos com espermatozoides excedentarios de
procedimentos de TESE, e nos pacientes oncoldgicos antes dos tratamentos. A
criopreservacao de tecido testicular efetua-se nas criangas pre-puberes com uma
neoplasia que necessite de quimio e/ou radioterapia (Sa et al.,2007).

Criopreservacdo de embrides: A criopreservacao de embrides é uma seguranga para

a obtencdo da gestacdo, jA4 que os embriGes excedentarios, que ndo foram
transferidos, sdo armazenados e transferidos num ciclo posterior do casal (Clinical
Guideline, 2004; Redlara, 2007).

1.4 Cromossoma Y

Nos seres humanos, o0 sexo de um individuo é resultado de um processo em cascata
sincronizada de controlos genéticos propagados por mecanismos endécrinos (Goodfellow &
Darling, 1988). A nivel genético a distingdo de homem e mulher é determinada pela presenca
ou auséncia do cromossoma Y, sendo este o menor dos cromossomas humanos
(aproximadamente 60Mb) contribui com apenas cerca de 2-3% para 0 genoma haploide
caracteristico do fenétipo masculino (XY), estando envolvido no desenvolvimento e
manutencdo de células germinativas masculinas (Graves 1998; Quintana-Murci & Fellous,
2001).

Sob o ponto de vista citogenético este cromossoma € constituido por um braco longo
(Yq) e um braco curto (Yp), demarcados por um centromero, fundamental para a segregacao
cromossomica (Elliott et al., 1997).

Foram distinguidas trés diferentes regides neste cromossoma: regides
pseudoautossomicas (PAR), regido eucromatica e regido heterocromatica (Quintana-Murci
& Fellous, 2001) (Figura 7).
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Regibes pseudoautossémicas distais assemelham-se a genes autossémicos, na
composicao de base e na diversidade e densidade do gene, sendo partilhados livremente por
ambos os sexos (Lahn et al.,2001). Estdo divididas em PAR1, localizada na regido terminal
do braco curto (Yp) e PAR2 na extremidade do brago longo (Yq), com cerca de 2,6 Mb e
0,4 Mb respetivamente, estas representam menos de 3Mb dos 60Mb do comprimento total
do cromossoma Y (Bachtrog & Charlesworth,2001; Jobling & Tyler-Smith, 2003). E nesta
regido, em particular em PARL, que ha recombinacdo homdloga entre o cromossoma X e Y
durante a primeira divisdo na meiose masculina. E entre estes dois PARs hd uma larga regido
onde ndo ha recombinacdo (Glaser et al.,1998; Quintana-Murci & Fellous, 2001). As regides
pseudoautossémicas ocupam 5% do comprimento do cromossoma Y, sendo que a maior
parte (cerca de 95%) é abrangida por regides ndo recombinantes (NRY), onde ndo ha
crossing-over entre 0os cromossomas X e Y.

A regido NRY é dividida em 43 intervalos definidos por dele¢bes que ocorrem
naturalmente (Lahn & Page, 1997). Sendo esta regido renomeada como MSY (regido
especifica masculina) apds a descoberta de recombinacdo intracromossémica abundante,
esta regido é flanqueada dos dois lados pelas regides pseudoautossomicas (PAR1 e PAR2)
(Skaletsky et al., 2003). A sequéncia MSY codifica 27 proteinas distintas que se enquadram
nas regides eucromatica e heterocromatica com 24 e 30Mb respetivamente (Tilford et
al.,2001; Li et al., 2008).

A regido Yp (Ypll) e a parte proximal de Yq (Yqll subdivididaem Yq.11.1, 11.21,
11.22, 11.23) consistem na eucromatina, enquanto que a parte distal de Yq é composta por
heterocromatina que corresponde a metade de dois tercos de Yq (Yql2) (Skaletsky et al.,
2003).

A regido eucromatica compreende a area entre PAR1 e a zona proximal do braco
longo (Yq) (Rives,2014). Nesta regido existem grandes unidades repetitivas, denominadas
amplicdes, que apresentam diferente composicao, tamanho, nimero de cépias e orientacéo,
com a ocorréncia de repeticdes em tandem e invertidas, outros estdo ainda disseminados
pelos bracos (Yq e Yp) do cromossoma Y (Tilford et al.,2001).

Esta regido é subdividida em trés classes, X-transposto, X-amplicénico e X-
degenerado (Poongothai J. et al., 2009; Skaletsky et al., 2003) (Figura 6).
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Figura 6: Porcdo de MSY que se estende desde o limite proximal de Yp até ao limite proximal de Yq (incluindo
a regido heterocromatica). Representacdo das 3 classes de sequéncias eucromaticas (X-transposto, X-

degenerado e X-ampliconico). (Madificado de Skaletsky et al., 2003).

Os genes transpostos a partir do cromossoma X durante o processo de evolucéo do
cromossoma Y, codificam 2 proteinas de MSY e sdo 99% idénticos a sequéncias de ADN,
em Xq21, contém 3,4 Mb de comprimento total, pertencendo & classe do X-transposto.
Aqueles que séo pouco semelhantes & sequéncia do cromossoma X, representam genes de
cbpia Unica ou pseudogenes homologos a genes ligados ao X que codificam 16 proteinas de
MSY, apresentando 8.6Mb de comprimento e incluidos na classe do X-degenerado. Desta
classe fazem parte 0 gene SRY e o0 gene ZFY. O gene SRY ¢é um fator de transcricdo de
determinacdo do sexo, responsavel pela iniciacdo do desenvolvimento gonadal. Possui
apenas uma cdpia e nao apresenta homdlogos no cromossoma X, estando expresso em varios
tecidos. Este gene contém um Unico exdo que codifica uma proteina de 204 aminoacidos que
se apresenta conservada no dominio de ligacdo ao ADN. O gene ZFY (Zinc Finger
Transcription Factor) apenas apresenta uma coOpia, podendo funcionar como fator de
transcricdo, possuindo homélogos no cromossoma X (ZFX), com expressao ubiqua
(Bachtrog & Charlesworth., 2001; Skaletsky et al., 2003).

A classe do X-ampliconico é representada por sequéncias que exibem uma
similaridade de mais de 99,9% de identidade ao longo de dezenas de kilobases. Apresenta
unidades repetidas, organizadas em palindromos, de todo o brago curto proximal do Yp,
estes amplicdes estdo localizados em 7 segmentos, constituindo a maior parte da sequéncia
eucromatica MSY cujo comprimento é 10,2Mb, codificando 9 proteinas de MSY . Desta
classe faz parte um vasto grupo de genes dos quais o0 gene TSPY com funcéo de proteina de
ligacdo & ciclina B, localizado na porgdo eucromatica do braco curto do cromossoma Y. O

TSPY esta expresso no testiculo, mais especificamente em espermatogonias e em
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espermatdcitos secundarios de adultos, apresenta multiplas cdpias (entre 30 a 60), algumas
das quais estdo intercaladas com RBM (RNA Binding Motifs) em Yql11.23. Apresenta um
homologo no cromossoma X (Van der Ven et al., 1997; Bachtrog & Charlesworth, 2001,
Skaletsky et al., 2003; Sadeghi-Nejad & Farrokhi, 2007; Suganthi et al., 2014).

A regido heterocromética € composta pelo Yq distal correspondente a Yql2
classificada como geneticamente inerte e polimoérfica no comprimento em diferentes
populacbes masculinas, isto devido a duas familias de sequéncias altamente repetitivas,
DYZ1 e DYZ2 (Goodfellow et al., 1985; Quintana-Murci & Fellous, 2001).

Como consequéncia de fendmenos evolutivos, o cromossoma Y humano alberga uma
vasta densidade de sequéncias repetitivas alternando entre sequéncias longas e curtas, assim

como repeticBes em tandem (Glaser et al., 1998).
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Figura 7: Desenho esquematico do cromossoma Y, incluindo os 7 intervalos em que esta subdividido, regides
pseudoautossémicas, centrémero, braco longo (Yq), braco curto (Yp), regides ndo recombinantes (NRY),

heterocromatina e eucromatina.
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1.4.1 Anomalias do cromossoma Y

A infertilidade masculina afeta 1 em cada 20 homens, destes 50% séo devido a uma
falha espermatogénica primaria. Microdelecdes Yq foram detetadas em 5-15% dos homens
com insuficiéncia espermatogenica, mais concretamente estas delecbes ocorrem
originalmente em cerca de 8% dos homens com azoospermia ndo-obstrutiva e entre 3 e 5%
em homens com oligozoospermia severa (Simoni et al., 1998; Foresta et al., 2001; Kleiman
etal., 2001).

O aparecimento de ferramentas de diagnostico precisas e a compreensao do mapa do
cromossoma Y, permitiu uma maior facilidade de reconhecimento das aberracfes genéticas
responsaveis pela infertilidade. Além disso, homens com azoospermia ou oligospermia
grave causada por algum destes defeitos genéticos, podem ser submetidos a técnicas de
recuperacdo de espermatozoides.

Assim, um diagnoéstico definitivo dos fatores causais de comprometimento da
espermatogénese pode determinar as abordagens terapéuticas e prever a taxa de sucesso do
tratamento (Sadeghi-Nejad & Farrokhi, 2007). Até ao momento, varios genes relacionados
com infertilidade tém sido investigados na tentativa de identificar marcadores moleculares
confiaveis que possam predizer a presenca de células haploides nos testiculos dos homens
inférteis (Kostova et al., 2007).

Quando alguns destes genes, responsaveis pela correta progressdo da
espermatogénese, estdo ausentes na estrutura do cromossoma Y, dizemos que ocorreu uma
microdelecéo.

Assim sendo, o teste para microdelecbes Yq ndo € simplesmente clinicamente
relevante ao resultar num diagndstico, mas também é necessario para o aconselhamento
genético e abordagem clinica adequados dos casos inférteis (Sen et al., 2013).

A conexdo entre as delecdes do cromossoma Y e a infertilidade, e a inexisténcia de
tais delecGes em homens férteis, sugerem que haja uma relacdo direta de causa-efeito entre
as delecdes e a infertilidade (Pryor et al., 1997). O teste diagndstico destas microdeleces €
geralmente realizado atraves do PCR, por amplificacdo dos STSs (sequence tagged sites)
selecionados, no cromossoma Y (Alechine & Corach, 2014).

O mapeamento deste cromossoma permite identifica-los e ordena-los por locus, este

trabalho é muito Util ndo sO para determinar a posi¢do dos genes mas para averiguar a sua
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diversidade estrutural e evolutiva podendo posteriormente inferir acerca de associacgdes entre
as populagdes humanas e primatas (Quintana-Murci & Fellous, 2001).

Um conhecimento mais aprofundado da sequéncia gendmica do cromossoma Y
revelou que eventos de recombinacdo homéloga ndo alélica (NAHR) entre amplicbes no
brago longo do cromossoma Y (Yql1) originaram microdele¢cdes gendmicas responsaveis
pela infertilidade masculina idiopética (Soares et al., 2012). Posto isto, sugeriu-se que pelo
menos um fator genético no cromossoma Y, seria crucial para a espermatogénese, e esta
localizado na regido eucromatica do braco longo do cromossoma Y (Yql11) chamado de fator
de azoospermia (AZF) (Foresta et al., 2001).

A regido AZF foi repartida por AZFa, AZFb e AZFc, estando estas regides
envolvidas na infertilidade masculina, uma vez que sdo verificados em pacientes
azoospérmicos ou oligozoospérmicos (Tiepolo & Zuffardi, 1976; Vogt et al., 1996) (Figura
8). As delecOes nestas regides podem ainda estar agrupadas em delecdo da regido AZFabc
(quando tem 1 ou mais genes deletados em cada uma das regifes), AZFab (delecdo parcial
ou total da regido AZFa e AZFb), AZFbc (quando tem um ou mais genes deletados na regido
AZFb e AZFc, ou na zona de sobreposicdo destas duas regides) (Figura 9). O fator de
azoospermia foi proposto existir no intervalo 5 e 6 do brago longo (Yq) do cromossoma Y
estando subdividido em 43 intervalos (Vollrath et al., 1992; Girardi et al., 1997).

Tiepolo e Zuffardi, 1976
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Figura 8: Desenho esquematico do cromossoma Y segundo diferentes autores em diferentes datas, inicialmente
(em 1976) Tiepolo & Zuffardi caracterizam o cromossoma Y e identificam a regiéo do brago longo (Yq11.2)

como tendo fatores que controlam a espermatogénese. Mais tarde (1996) Vogt distinguiu esse fator como fator
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de azoospermia (AZF) repartido por AZFa, AZFb e AZFc. Recentemente estd caracterizado todo o
cromossoma Y e estdo identificados os genes pertencentes as diferentes regides tanto no brago curto (Yp) como

no braco longo (Yq).

Grande parte das anomalias cromossomicas numéricas e delecbes AZF sdo eventos
de-novo nas células germinativas dos pais (Dohle et al., 2002).

Microdele¢des na regido AZF interrompem 0 processo espermatogénico em
diferentes fases; SCOS (Sindrome de células de Sertoli) foi observado em pacientes com
supressdo completa do intervalo AZFa, ou seja, apenas as células de Sertoli eram visiveis
nos tubulos das seccOes de tecido testicular. Pacientes com delecdo completa de AZFb
apresentaram paragem da espermatogénese na fase de espermatocitos, interrompendo a
primeira divisdo meidtica (PM), no entanto nos tdbulos seminiferos foram observadas
populacdes de espermatogonias e espermatdcitos secundarios. As patologias testiculares
mais variadas foram encontradas em pacientes com dele¢des AZFc, geralmente ligadas &
hipoespermatogénese (HP) e ao desenvolvimento de oligozoospermia severa e azoospermia.
Em pacientes inférteis com microdelecdes do cromossoma Y, a frequéncia de delecdes em
AZFa (5%) e AZFb (10-16%), € significativamente menor em comparacao com a frequéncia
de delecdes AZFc (60%) (Reijo et al., 1995; Vogt, P.H, 1998; Foresta et al., 2001; Hoops et
al., 2003; Vogt et al., 2005; Alechine & Corach, 2014).

N&o ha ainda um consenso na relacdo genotipo-fenotipo precisa, pois ja foram
observados alguns casos que sdo excecao, no entanto estas sdo as relagdes mais comumente

observadas em inimeros estudos feitos até a data.

Delecao Nome
[ | i C [ P AzFabe
[ E P AzFa
i I RN v
i I L B azen
[ | | NP AzFc

AZ_Fa AZFc
A7ZFb

Figura 9: Diferentes delecfes na regido AZF do cromossoma Y.
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14.1.1. AZFa

E a regido mais pequena de AZF, estando localizada na zona proximal do intervalo
5 (subintervalo 5C) do cromossoma Y, estendendo-se por cerca de 1100 kb de ADN.
Estruturalmente esta regido € ndo-repetitiva e apresenta uma baixa frequéncia de dele¢des
(Hamada et al., 2013; Krausz et al., 2014).

Delecbes em AZFa sdo causadas por eventos de recombinacdo homdloga, ndo alélica
e intracromossomica, de dois blocos de sequéncias retrovirais em Yql1l, intervalo D3 e D6,
correspondendo respetivamente a HERV15yql e HERV15yg2 (Kamp et al., 2001; Bosch e
Jobling, 2003) (Figura 10).

Regido AZFa

[ T
HERV15yq1 HERV15yq2

Figura 10: Regido AZFa composta por 2 blocos de sequéncias retrovirais (HERV15yql e HERV15yq2).

Tendo em conta o padréo de delecdo e a histologia testicular, a supressao da regido
AZFa foi associada com a completa auséncia de células germinais, permanecendo somente
a presenca de células de Sertoli nos tubulos seminiferos, designando este fenotipo de
sindrome de células de Sertoli (SCOS) (Ambukar et al., 2014).

Em termos genéticos AZFa contém 3 genes que codificam sequéncias proteicas:
DFFRY recentemente renomeado de USP9Y (ubiquitine-specific peptidase 9 on the y
chromosome),DBY (DDX3Y-dead box polipeptide 3 on the y chromosome) e UTY
(ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene, Y chromosome). Sabe-se que pelo
menos dois destes (USP9Y e DBY) estdo diretamente relacionados com a infertilidade
masculina e a eliminacdo destes genes na regido AZFa foi associada com com a completa
auséncia de células espermatogénicas nos testiculos (SCOS), é a chamada delecdo AZFa
completa (Sargent et al., 1999; Kamp et al., 2001; Krausz et al., 2006; Hamada et al., 2013;
Krausz et al., 2014). Ambos estdo localizados na regido da eucromatina em MSY,
pertencentes & classe X-degenerada, tendo assim genes homdélogos no cromossoma X
(Sadeghi-Nejad & Farrokhi, 2007).

O gene USP9Y ocupa cerca de metade do intervalo de AZFa e difere
substancialmente de outros genes candidatos da regido AZF como DAZ e RBMY, pois nédo
codifica para uma proteina de ligacdo ao ARN, em vez disso funciona como uma hidrolase
(Jones et al., 1996; Brown et al., 1998; Foresta et al., 2001). USP9Y contém aminoacidos
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Cys e dominios His, sendo suscetivel de operar como hidrolase ubiquitina C-terminal, tem
como alvo proteinas especificas e remove a ubiquitina conjugada. A funcdo de
desubiquitinacdo de USP9Y atua como forma de prevenir a degradacdo de proteinas
codificadas por genes essenciais expressos especificamente em espermatogonias ou
espermatdcitos primérios (Brown et al., 1998).

Este € um gene de cdpia Unica que escapa & inativacdo do cromossoma X, e apresenta
uma expressdo ubiqua em varios tecidos (Jones et al., 1996; Foresta et al., 2001).

Apesar da auséncia completa ou delecdo significativa da proteina USP9Y, isto ndo é
suficiente para produzir o fenétipo AZFa completo. Alguns autores afirmam que a
transmissdo natural de delecbes envolvendo o gene USP9Y e a auséncia do produto deste
gene ndo impede a capacidade de fertilizacdo de espermatozoides, e, portanto, nao € critico
para o processo de maturacdo do espermatozoide (Krausz et al., 2006).

Este gene ¢ considerado por alguns, um “fine turner” da espermatogénese, que
sozinho, tem uma importancia marginal, e que outros fatores genéticos ou ndo genéticos
podem influenciar o fenotipo final (Kleiman et al., 2012). Este facto leva-nos a querer que
outros genes estejam envolvidos nesta regido, responsaveis pela interrupcao
espermatogénica, quer isoladamente ou em combinacdo com USP9Y, sdo estes DBY e UTY
(Mazeyrat et al., 1998).

Os genesDBY e UTY também tém homologos no cromossoma X, sendo
respetivamente DBX e UTX e apresentam um padrdo de expressdo numa vasta gama de
tecidos (Lin et al., 2001).

O gene DBY é o maior gene localizado nesta regido, pertence a uma familia de ARN
helicases altamente conservada (DEAD-box), com numerosos membros no genoma humano
(De la Cruz et al., 1999). Este gene é composto por 2 transcritos, o transcrito alternativo 1,
gue € 0 mais curto e € expresso apenas nos testiculos e o transcrito alternativo 2 com
expressao ubiqua (Lahn & Page, 1997; Foresta et al., 2000). Porém, a proteina é detetada
apenas na linha germinal do sexo masculino, predominantemente no citoplasma de
espermatogonias e eventualmente no citoplasma de alguns espermatocitos no estagio de pré-
Iéptoteno/ léptoteno (Ditton et al., 2004). Pensa-se que DBY esta envolvido no

desenvolvimento das células germinais pré-meioticas (Vogt, 2005).
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A expressdo preponderante da proteina DBY em espermatogdnias, mostra que,
homens com delecdes AZFa, mais especificamente no gene DBY, apresentam esta delecédo
como sendo causa mais provavel da sua patologia testicular grave (Ditton et al., 2004).

Foresta e 0s seus colaboradores na sua pesquisa constataram que 0 gene DBY é o
gene mais frequentemente deletado em homens com delecéo na regido AZFa e este facto
vem reforcar o seu papel crucial na espermatogénese (Floresta et al., 2000).

Delecdes parciais AZFa, com o gene DBY deletado, tém sido relatadas como sendo
responsaveis por uma ampla gama de alteracGes na fertilidade desde oligozoospermia a
azoospermia com fendtipo caracteristico de SCOS no testiculo.

Alguns autores afirmam que o gene DBY apresenta maior relevancia no processo
espermatogenético que o gene USP9Y (Kleiman et al., 2012; O’Brien et al., 2010).

O gene UTY abrange 9 repeticdes de tetratricopéptidos denominadas TPR, expressos
de forma ubiqua em X-degenerado (Ginalski et al., 2004). Alguns autores ndo abordam este
gene quando se referem a AZFa, assumindo apenas DBY e USP9Y como genes pertencentes
a esta regido (Kleiman et al., 2012).

Além destes genes da regido AZFa, existe uma sequéncia anonimamente expressa
denominada AZFaT1, foi mapeada e transcrita numa larga variedade de tecidos. Delec¢des
em DFFRY e/ou AZFaT1 estdo relacionadas com oligozoospermia e a perda adicional de
DBY associa-se ao fen6tipo mais critico de SCOS (Sargent et al., 1999).

Contudo devido a raridade de delecdes AZFa, em termos de ocorréncia em homens
inférteis, é dificil caracterizar o papel dos genes desta regido e a sua funcdo especifica na

falha espermatogénica (Lin et al., 2001; Kleiman et al., 2012).

1.4.1.2. AZFb

As delecdes no intervalo AZFb sdo originadas por recombinacdo homologa entre 0s
palindromos P5 e P1 proximais, dai renomeadas de dele¢des P5/proximal P1 (Simoni et al.,
2004) (Figura 11).

Estendendo-se por cerca de 6,2Mb de comprimento, possuindo um intervalo de
sobreposi¢cdo com AZFc correspondente a 1,5Mb (Repping et al., 2002). AZFb proximal
apresenta grandes repeticdes diretas e invertidas organizadas em palindromos, mas a maior

parte consiste em sequéncias de copia unica (Ferlin et al., 2003).
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Os amplicdes da regido AZFb sdo divididos em 6 familias e em 14 unidades de
amplicOes, metade deles (yel3, yel4, b5, b6, b1, t1, t2) sdo exclusivos de AZFb, e o restante
é partilhado com AZFc. De acordo com esta nomenclatura, uma delecdo AZFb completa
(P5/proximal P1) corresponde ao intervalo entre os amplicdes yel3 e yell (Navarro-costa et
al., 2010).

Delecbes AZFb cléassicas ocorrem através de crossing-over desigual entre segmentos
homologos nas suas extremidades (Soares et al.,2012).

Numa porcdo especifica do cromossoma Y, a regido AZFb é composta por um
conjunto de genes e transcritos cujas dele¢des individuais destas sequéncias podem ser a
causa da falha espermatogénica, nomeadamente associada a paragem do desenvolvimento
de células germinais na fase de paquiteno (Vogt, 2005; Ho-Su Sin et al., 2011; Ambulkar et
al., 2014). Exclusdes na regido AZFb estdo também relacionadas com a azoospermia, sendo
esta uma consequéncia da paragem de maturacdo (PM) durante a primeira profase da meiose,
concluindo que esta regido é crucial para a desenvolvimento eficiente da meiose na
espermiogénese. (Longepied et al., 2010; Soares et al., 2012).

A andlise de grandes delecbes no cromossoma Y, resultante de recombinacgéo
homologa entre P5/distal P1 ou entre P4/distal P1, incluindo AZFb e parte da regido AZFc
(AZFhc), tém revelado que estes palindromos servem como substratos para a recombinacao
homdloga ndo-alélica na maioria dos casos (Repping et al., 2002; Writzl et al., 2006). Uma
delecdo maior P5/distal P1 ocorre entre os palindromos P5 e P1.1 culminando na perda quase
total do intervalo AZFc (Soares et al., 2012).

Ps P4 P3 P2 Pl

i oyeld yeld | b b6 ul bl t1u2e2 b2 w gl 1l 12 grl b3  yell e 3 23 yel2 bd g2

Delegdo AZFb (P5/P1 proximal)

Delegdo AZFbe (P5/Pldistal)

Deleciao AZFbe (P4/Pldistal)

Figura 11: Regido AZFb composta pelos palindromos P5 e P1 proximal, delegdo AZFbc constituida pelos

palindromos P5 e P1 distal ou pelos palindromos P4 e P1 distal.
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Na regido AZFb ha um conjunto de genes envolvidos na espermatogénese e que
codificam proteinas conhecidas. Deste conjunto fazem parte os genes EIFLAY, RPS4Y2, e
SMCY que estdo localizados na eucromatina X-degenerada, e HSFY, XKRY, PRY e RBMY
que estdo situados nas regides ampliconicas (Sadeghi-Nejad & Farrokhi, 2007).

Dentro dos genes de copia Unica englobamos o gene CYorfl15, EIF1IAY, RPS4Y2 e
0 gene KDMS5 (Navarro-Costa et al., 2010).

O gene CYorfl5 (Chromosome Y Open Reading Frame 14), subdivide-se em
CYorfl5A (Chromosome Y Open Reading Frame 15A) e CYorf15B (Chromosome Y Open
Reading Frame 15B), a funcdo deste gene é ainda desconhecida (Navarro-Costa et al., 2010).
Sao expressos em multiplos tecidos e apresentam homdlogos no cromossoma X,
denominados X-cXorfl4, X-cXorfl5A, X-cXorfl5B respetivamente. Os transcritos
CYorfl5A e CYorfl5B degeneraram por divisdo e evoluiram a partir do mesmo gene
ancestral CXorf15 e estdo expressos em varios tecidos (Vogt, 2005).

O transcrito EIF1IAY (Essential Initiation Translation Factor 1AY) desempenha
funcBGes como fator de iniciacdo da transcricdo, tendo efeitos pleiotropicos em diferentes
passos da via de iniciacdo, aumentam a dissociacdo do ribossoma em subunidades e
estabilizam a ligacdo ao complexo 43S. Apresenta expressao em multiplos tecidos e tem um
homdlogo no cromossoma X (EIFLAX), muitas das funcdes descritas sdo em grande parte
deduzidas por similaridade com EIF1AX (Chia-Lin Wei, 1995; Vogt, 2005; Navarro-Costa
etal., 2010).

O gene RPS4Y2 (Ribossomal protein S4 Y linked 2) é uma duplicacdo do gene
RPS4Y. Tem a funcdo de proteina ribossomal S4, é expresso em mdaltiplos tecidos e
apresenta uma copia funcional no Yp11 distal (RPS4Y1) (Vogt, 2005). E sugerido que a
expressao deste gene desempenhe um papel putativo na regulacdo pds-transcricional da
espermatogénese (Navarro-Costa et al., 2010).

O gene KDM5D (lysine(K)-specific demethylase 5D) codifica uma Histona (H3K4)
que forma um complexo de proteinas com o fator de reparacdo de ADN (MSH5) durante a
espermatogénese (Akimoto et al., 2008; Lee et al., 2007). A atividade da histona H3K4
desmetilada foi detetada no gene SMCY numa linha de células germinativas testiculares do
ser humano. Abordagens bioquimicas mostram que o gene SMCY forma um complexo com
MSH5 que parecem funcionar em cooperacdo num estagio de desenvolvimento especifico
antes do inicio da meiose (Akimoto et al., 2008). O gene SMCY (Selected Mouse C DNAY)
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codifica um antigénio de histocompatibilidade no cromossoma Y, com expressao em varios
tecidos e possui um homologo no cromossoma X (SMCX) (Vogt et al., 2005).

O gene KDM5D esta envolvido na remodelacdo da cromatina na célula germinal e
na condensacdo do cromossoma durante a meiose. Estes pressupostos estdo de acordo com
o facto de se verificar paragem de maturacdo na fase espermatécito associada a dele¢Bes
AZFb (Navarro-Costa et al., 2010).

Os genes com multiplas copias sdo: CDY, PRY, RBMY1, HSFY, BPY2 e XKRY
(Navarro-Costa et al., 2010). As cépias CDY1 e CDY2 fazem parte do gene CDY
(Chromodomain Y2), pertencem a uma familia de genes que codificam proteinas da
cromatina e histonas-acetil-transferase, é expresso s nos testiculos, a copia CDY1 esta
localizada na regido AZFc (amplicGes yell e yel2) e a cdpia CDY2 em AZFb+Y(qll-D11
(amplicdes yel3 e yel4) (Vogt et al., 2005). Uma reducéo significativa na concentracdo da
proteina total CDY pode interferir com a transi¢do de histona para protamina durante a
espermiogénese (formacdo de espermatozoides maduros a partir de espermatideos)
contribuindo assim para o insucesso do processo espermatogénico (Lanh et al., 2002).

Ao gene PRY (PTP-BL Related Y) correspondem as cépias PRY1 e PRY2, que
codificam proteinas tirosina fosfatase, este transcrito é expresso apenas no testiculo,
localizado em AZFb e em AZFc (pseudogenes) e ndo partilha homdlogos com o cromossoma
X. Cada cdpia do gene PRY compreende 5 exdes. Esta familia de genes localiza-se entre os
amplicBes bl e b2 e estd envolvida na regulacdo da apoptose, um processo essencial que
remove ceélulas espermaticas anormais da populacdo de espermatozoides (Vogt, 2005;
Navarro-Costa et al., 2010)

O gene RBMY1 (RNA-Binding Motif Y-Linked), antes denominado YRRM (Y
chromosome RNA recognition motif), contém varias copias na regido AZFb do cromossoma
Y, e a proteina codificada por este gene esta envolvida na espermatogénese. A maioria das
copias deste locus sdo pseudogenes, embora seis copias altamente semelhantes tém ORFs
(Open Reading Frames) e sdo considerados funcionais. Entre as cépias funcionais, quatro
copias sdo encontradas dentro de repeti¢bes invertidas (IR2) e duas copias sao encontradas
no palindroma P3. RBMY € expresso em células germinativas dos testiculos do feto, de
adolescentes e de adultos e participa no splicing em espermatocitos. Dentro do intervalo
Yqll, este gene estd localizado em AZFb e AZFc (pseudogenes), este gene apresenta
homologos no cromossoma X (RBMX) (Venables et al., 2000; Vogt, 2005; Miyamoto et al.,
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2012). Este foi o primeiro entre os genes candidatos em AZFb a ser identificado. As
proteinas RBMY, no N-terminal, contém um Unico dominio ligacdo ARN do RRM (RNA
Recognition Motif), responsavel pela interagdo com as moléculas de ARN alvo (Navarro-
Costa et al., 2010). Contém ainda quatro caixas SRGY (Sequéncia de serina-arginina-
glicina-tirosina) no dominio C-terminal que se pensa servir como um provavel regido
reguladora para a modulagéo da fungéo do gene RBMY'1 (Poongothai et al., 2009; Navarro-
Costa et al., 2010).

O estudo de delecBes deste gene permitiu concluir que a persisténcia de ambas as
copias RBMBY1 proximais, é suficiente para evitar uma falha completa na espermatogénese
com paragem da meiose (PM), e que a producdo de espermatozoides € viavel, sendo
importantes para a normal fertilidade do homem (Kostiner et al., 1998; Plotton et al., 2010).
Por outro lado, algumas pesquisas observaram que o desenvolvimento de células
germinativas até a meiose foi observado na auséncia de expressdo quantitativa de RBMY,
concluindo que este gene ndo é essencial para o desenvolvimento até as fases meidticas da
espermatogénese (Elliot et al., 1997). Contudo, a familia de genes PRY e RBMY séo o0s
principais genes da espermatogénese em AZFb, genes especificos com mutag¢des ~’de-novo”
ainda ndo foram encontrados nestas familias de genes (Vogt, 2005).

O gene HSFY (Heat Shock transcripton Factor, Y chromosome) produz, por splicing
alternativo, dois transcritos diferentes que codificam duas proteinas (HSFY1 e HSFY2).
HSFY1 contém 401 aminoacidos e HSFY2 codifica uma proteina com 203 aminoacidos.
Este gene é expresso nos testiculos e nos rins e ndo contém homaélogos no cromossoma X
(Vogt et al., 2005; Ferlin et al., 2006).

HSFY1 e HSFY?2 sdo os unicos genes codificantes dentro do palindromo P4 (Kichine
et al., 2012). Apresenta 2 copias ativas nos amplic6es b5 e b6 (Navarro-Costa et al., 2010).
O gene HSFY ¢ representado por um dominio de ligacdo ao ADN do tipo HSF relacionado
com o gene HSF2 no cromossoma 6 (Ferlin et al., 2006). A familia HSF é constituida por
reguladores altamente conservados, tendo a funcdo de ativadores da transcricdo de
determinadas proteinas (Writzl et al., 2006).Estudos que analisaram a regido em volta do
gene HSFY mostraram, que toda a regido, incluindo TTY9, HSFY e sequéncias PRY, é
duplicada em dois clusters em AZFc (palindromas P1 e P3), conservando a mesma
disposicdao em AZFb (Tessari et al., 2004).
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Vérias caracteristicas sugerem que HSFY tem papel relevante na espermatogénese
humana (Tessari et al., 2004). Outros autores afirmam que na auséncia de outros fatores de
risco (idade, anomalias cromossomicas, efeitos ambientais ou reducdo da fertilidade
feminina), a perda da expressdo do gene HSFY, por si s, ndo aumenta significativamente a
incidéncia da infertilidade masculina, no entanto a auséncia de HSFY pode influenciar a
expressdo fenotipica de certas variantes alélicas de genes envolvidos na formagéo flagelar
(Kichine et al., 2012).

O Gene BPY2 (Basic protein Y), esta expresso unicamente nos testiculos, localizado
em duas regides, em AZFc proximal e AZFb distal. Este transcrito ndo possui homdlogos no
cromossoma X (Vogt, 2005).

O gene XKRY (X-kell blood group precursor related Y) tem duas copias ativas em
yel3 e yel4 e codifica proteinas de transporte membranar. Encontra-se expresso apenas nos
testiculos, em termos de localizagdo genética esta situado em AZFb+Yq11-D11, este gene
ndo possui homdlogos no cromossoma X (Vogt, 2005).

Verifica-se que ocorre hipoespermatogénese (HP) quando todos os genes AZFb sao
excluidos, exceto para RBMY e PRY que codificam proteinas primarias. Tendo em conta a
proximidade entre AZFb e AZFc algumas delecGes dentro de AZFc podem remover varias
copias de genes RBMY. Por outro lado, dele¢cfes em AZFb geralmente anulam alguns genes
da regido AZFc como DAZ1 e DAZ2 (Hamada et al., 2013).

A familia de transcritos TTY (Testis Transcript Y) também faz parte deste intervalo
AZFb, é suposto ser exclusiva e predominantemente expressa no testiculo, no entanto alguns
estudos recentes mostram que alguns destes genes ndo sao somente especificos do testiculo.
Genes TTY estdo dispersos ao longo das regides X-ampliconica e X-degenerada do
cromossoma Y (Ho-Su Sin et al., 2011). Dentro da familia TTY, da regido AZFb fazem
parte, TTY2, TTY5, TTY6, TTY9, TTY10, TTY12, TTY13, TTY14e TTY16 (Vogt, 2005).
TTY2 apresenta copias no Ypll proximal, TTY9 € expresso nos testiculos e nos rins, TTY10
é expresso numa grande variedade de tecidos exceto no ovario (Vogt, 2005; Ho-Su Sin et
al., 2011).

N&o h& ainda um consenso sobre a funcdo concreta dos genes envolvidos na
espermatogénese e consequentemente na infertilidade, varios estudos foram conduzidos para
tentar chegar a uma relacdo direta genétipo-fendétipo, no entanto os resultados das diferentes

pesquisas nem sempre sdo concordantes. Porém o fenotipo de paragem de maturacdo
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associada a delecGes AZFb deriva ndo sé de defeitos estruturais dos cromossomas (delegdes)
mas também da perturbagdo genética, como deficiéncias no emparelhamento, ndo podemos
dissociar estas duas causas, em associacdo estas originam o fendtipo de paragem de
maturacdo (Navarro-Costa et al., 2010).

Em suma, a importancia de uma regido proximal AZFb intacta, foi sugerida como

sendo necessaria para o sucesso da espermatogénese (Costa et al., 2008).

1.4.1.3. AZFc:

A regido AZFc esté localizada na parte distal do intervalo 6 (Subintervalos 6C-6E)
no cromossoma Y, é composta inteiramente por amplicdes sendo por isso particularmente
suscetivel a delecOes totais e parciais, estas Ultimas surgem a partir NAHR (Non-allelic
homologous recombination) entre as unidades mais internas (Ho-Su Sin et al., 2011,
Navarro-Costa et al., 2010).

Microdelegdes na regido AZFc séo as mais comumente encontradas em homens com
azoospermia nao-obstrutiva, ocorrendo em 13% dos casos de azoospermia e em 6% dos
homens com oligozoospermia severa (Parekattil & Agarwal A., 2012).

Estruturalmente, a regido AZFc contém um grande palindromo (P1) e um menor
(P2) e ainda o segmento de amplicdes b2-u3-gl, delecbes nesta regido sdo originadas por
recombinacdo homologa entre os amplicbes b2 e b4 situados nos palindromos P3 e P1

respetivamente (Navarro-Costa et al., 2010) (Figura 12).
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Delecio AZFb (P5/P1 proximal)

Delegdo AZFbe (P4/P1distal)

Delecdo AZFc (b2/bd)

Delegao gr/gr

Figura 12: Regido AZFc constituida pelos palindromos P1, P2 e P3 distal, mais especificamente dele¢es em
AZFc sdo denominadas por delecdes b2/b4 pois abrangem o espaco ocupado entre estes dois amplicfes. E
delecBes gr/gr abrangem os amplicdes g1/r1/r2 e g2/r3/r4.
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Esta regido abrange 3,5 Mb e conttm 12 membros de 8 familias de genes
(RBMY1,BPY2,DAZ,CDY1,PRY,CSPGLY,GOLGA2LY, TTTY3,TTTY4e TTTYL17).

DelecBes nesta regido estdo associadas a uma ampla gama de caracteristicas

fenotipicas que vao desde a azoospermia leve a oligozoospermia severa, passando por SCOS
(Sertoli-Cell-Only Syndrome), paragem no desenvolvimento das células germinativas em
fase de espermatideos e PM (paragem de maturagdo) (Thangaraj et al., 2003; Repping et al.,
2004; Poongothai et al., 2009; Ambulkar et al., 2014).

Estas conduzem a diferentes graus de insuficiéncia espermatogénica, com uma
variabilidade significativa entre individuos, variando desde a auséncia de células germinais
no testiculo a presenga de espermatozoides no ejaculado. No entanto, apesar de nestes
pacientes a presenca de espermatozoides no ejaculado ser um evento frequente (em 50 a 60%
dos casos), a concecdo natural € extremamente rara, devido a baixa concentracdo
espermatica (Giachini et al., 2005; Navarro-Costa et al., 2010).

O gene BPY2 (Basic Protein Y2) também denominado VCY2 (Variable Charge, Y
Chromosome 2) constituido por 9 exdes, com uma extensdo de 21kb (apenas 5 exdes sdo
traduzidos em aminoacidos), apresenta 3 copias (BPY2.1, BPY2.2 e BPY2.3 localizadas no
ampliacdo g1, g2 e g3 respetivamente), é expresso apenas no testiculo, e a proteina
codificada interage com a proteina ubiquitina ligase E3A (UBE3A) estando envolvida no
desenvolvimento de células germinativas na espermatogénese (Stuppia et al., 2001; Tse et
al., 2003; Vogt et al., 2005).

Foi ainda proposto que este gene em cooperacdo com um membro da familia de
proteinas associadas a microtubulos (MAP1S) controlam a rede do citoesqueleto em células
germinativas masculinas (Wong et al., 2004; Orban-Németh et al., 2005).

A proteina codificada por este gene tem uma localizacdo nuclear ao longo de todos
os estagios de desenvolvimento das células germinativas no homem, e persiste no esperma
ejaculado (Tse et al., 2003).

Em AZFc apenas dois genes (CSPGALY e GOLGAZ2LY) séo exclusivos deste
intervalo, os restantes sdo partilhados. Este facto pode explicar a razdo da patologia testicular
mais grave estar associada a dele¢cdes completas em AZFb quando comparado com dele¢Oes
completas AZFc (Vogt et al., 2005). Estas unidades de transcricdo estdo localizadas no
interior de cada braco no palindromo P1, num segmento de 80 kb (Kuroda-Kawaguchi et al.,
2001).
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O gene CSPGALY (Chondroitin sulphate,proteoglycan 4 like Y), expresso apenas
nos testiculos, codifica proteinas com funcdo homdloga das caderinas, e 0 gene GOLGA2LY
(Golgi autoantigen golgin subfamily a2 like Y), apresenta duas copias GOLGA2LY.1 e
GOLGAZ2LY .2, expresso apenas nos testiculos e codifica proteinas com fungdo homdloga a
matriz proteica CIS GOLGI (Vogt et al., 2005).

O gene CDY1 (Chromodomain Y2), expresso apenas nos testiculos, apresenta 2
copias e pertencem a uma familia de genes que codificam proteinas da cromatina e histonas-
acetil-transferase, localizado nos amplicGes yell e yel2 (Vogt et al., 2005). Dois genes
CDY1 genes sao mapeados na regido AZFc, um dentro do cluster DAZ e a outro na
extremidade distal. Esta observacgdo € de extrema importancia, uma vez que pelo menos uma
copia CDY1 é invariavelmente ausente em pacientes com delecbes no gene DAZ
(Poongothai et al., 2009; Wang et al., 2010). O papel deste transcrito na linha germinal
masculina é de regulacao da expressdo do gene e remodelacdo nuclear pés-meidtica, e ainda
foi proposto que este gene interage com a histona 3, metilada na lisina 9 (H3K9me2 e
H3K9me3), embora o papel funcional exato desta interacdo seja desconhecido (Kim et al.,
2006). Apresenta ainda duas cépias autossomicas CDYL no cromossoma 6 e CDYL2 no
cromossoma 16. As proteinas CDY contém dois dominios funcionais: um dominio de
ligagdo a cromatina N-terminal e um dominio catalitico C-terminal (responsavel pela
atividade de acetiltransferase dependente de CoA) (Navarro-Costa et al., 2010).

Os genes da familia TTY (testis-specific transcript) pertencentes a AZFc séo:
TTY3,TTY4 e TTYL17,estes estdo expressos apenas nos testiculos, esta familia é ndo
codificante (Lu et al., 2014).

A familia de genes DAZ (Deleted in Azoospermia) corresponde a um regulador ativo
da espermatogénese, através de mediacdo de transporte, transcri¢do/armazenamento,
iniciacdo da traducdo e funcédo das proteinas (Navarro-Costa et al., 2010). A alta prevaléncia
de delecbes DAZ em homens inférteis faz deste gene o principal candidato AZFc. Reduc¢éo
do numero de copias deste gene foi descrito como tendo um risco aumentado em
subfertilidade e infertilidade (Vries et al., 2002).

a) Os genes DAZ
Mutacdes em DAZ estdo associados a 13% dos casos de infertilidade masculina

humana. O tamanho do cluster do gene DAZ é de cerca de 380 kb, que consiste em sete
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copias, das quais, quatro estdo situadas relativamente préximas no intervalo 6 do
cromossoma Y (Yq11l) (Poongothai et al., 2009).

DAZ ¢ a Unica unidade de transcricdo encontrada consistentemente em homens
azoospérmicos com Y delecGes de novo (Reijo et al., 1996). Este é o gene candidato mais
provavel causador de deficiéncia espermatogénica da regido AZFc, pois codifica uma
proteina de ligagdo ao ARN, que é importante para a espermatogénese (Navarro-Costa et al.,
2010). Na verdade, quase 10 anos antes de o sequenciamento do MSY, DAZ foi considerado
o fator de azoospermia (Reijo et al., 1995).

Quatro copias deste gene sdo encontradas no cromossoma Y em duplicagdes
palindromicas, um par de genes € parte do palindromo P2 e o segundo par é parte do
palindromo P1. Cada gene contém uma repeticao de 2,4 kb incluindo um exao de 72 pb,
chamado de repeticdo DAZ, o nimero de repeticdes é varidvel e existem muitas variaces
na sequéncia da repeticéo.

Em humanos, o gene DAZ pertence a uma familia de genes que é constituida por trés
membros: DAZ no cromossoma Y, DAZ-like (DAZL) no braco curto do cromossoma 3 e
BOULE no cromossoma 2 (Kim et al., 2009; Hsu et al., 2010).

DAZL é o gene homologo autossomico do gene DAZ apresentando 83% de
similaridade com este, localizado no brago curto do cromossoma 3 (Poongothai et al., 2009).

O gene BOULE ¢é provavelmente um regulador mei6tico em seres humanos, pode
funcionar como o principal regulador que controla a meiose na transicdo da fase G2-M
através de interacGes deste com a proteina CDC25 (Xu et al., 2003). Devido ao seu papel
essencial para a transicdo mei6tica e, portanto, para a producdo de células germinativas
haploides aquando da espermatogénese masculina, BOULE pode ser considerado como um
gene candidato a marcador molecular para a predicdo da espermatogénese completa
(Kostova et al., 2007).

A organizagdo palindromica das copias do grupo DAZ esta dividido em dois
dupletos, um cluster mais proximal contendo DAZ1 e DAZ2 e outro cluster mais distal
composto por DAZ3 e DAZ4 (Navarro-Costa et al., 2010). Estas quatro copias de genes
DAZ existem em dois grupos, cada um composto por um par invertido (orientagao 3' «<—5'e
5 '— 3") de genes DAZ (Poongothai et al., 2009). Dupletos de genes DAZ1/DAZ2 e
DAZ3/DAZA4 estao localizados em dois dominios de sequéncias palindromicas, separados

por uma distancia de 1,47 Mb. Palindromos e repeti¢cGes invertidas no genoma sao
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usualmente associadas a indugdo de instabilidades locais que dependem dos seus
comprimentos e conteudos de sequéncias repetitivas (Fernandes et al., 2002).

Os quatro genes DAZ no cromossoma Y humano parecem possuir um total de 96
ex0es e 66 pseudoexdes, ja O seu progenitor autossomico, DAZL, é um gene
convencionalmente estruturado, com apenas 11 exdes (Saxena et al., 2000).

A origem dos transcritos distingue-se pelo numero de dominios de RRM (RNA
Recognition Motif) e do tipo de sequéncias de repeticdo DAZ.

DAZ1 apresenta 744 a.a., contém trés dominios RRM e uma repeticdo Unica DAZ
tipo-Y, sendo o mais longo dos quatro genes, e a porcéo 5'da regido codificante de DAZ1
consiste numa triplicacdo em tandem perfeita de uma unidade de 495 nucleétidos, que
codifica um RRM, em DAZA4 este aparece duplicado (Saxena et al., 2000; Kim et al., 2009).

DAZ2 tem 559 a.a., tem um RRM e uma repeti¢cdo DAZ tipo A. DAZ3 € constituido
por 487 a.a., contém um RRM e uma repeti¢cdo DAZ tipo-Y. Finalmente, DAZ4 é semelhante
ao DAZ1 mas contém 579 a.a., dois RRM e uma repeti¢cdo DAZ tipo-Y. Todas as 4 isoformas
de DAZ séo expressas no testiculo humano (Kim et al., 2009).

Alguns estudos suportam a hipdtese de que copias DAZ1/DAZ?2 sao funcionalmente
mais importantes do que copias DAZ3/DAZ4 (Fernandes et al., 2002).

Foram identificadas varias proteinas que interagem com DAZ, a maior parte delas
também exibe propriedades de ligacdo a ARN, sendo estas, DAZAP1 (DAZ associated
protein 1), PUM2 (pumilio homolog 2), DZIP1 (DAZ interacting protein 1), DZIP3 (DAZ
interacting protein 3) e DAZAP2 (DAZ associated protein 2). Uma caracteristica
interessante da familia DAZ é que as proteinas podem interagir com outros membros sob a
forma de homo ou heterodimeros, adquirindo assim varios padrdes de interacdo que
modulam o estado funcional da proteina (Ruggiu & Cooke, 2000; Navarro-Costa et al.,
2010).

Embora a maioria das dele¢fes envolvam todos os quatro genes DAZ, uma auséncia
de apenas dois dos genes DAZ esta também associada a falhas espermatogénicas, em
pacientes com supressdo da regido AZFc, proteinas DAZ estdo ausentes na cauda dos
espermatozoides, estas tém um papel funcional como proteinas de controlo da traducdo na
fase final dos espermatideos (Vogt et al., 1998; Poongothai et al., 2009). Além disso, as
delecbes DAZ néo interferem com a producdo de espermatozoides maduros embora 0s

pacientes com esta delecdo produzam espermatozoides em baixo nimero (oligozoospermia).
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Isto sugere que as proteinas DAZ nédo sdo essenciais para a diferenciacdo terminal de células
germinais masculinas, mas sdo necessarios para a sua adequada funcgéo (Vogt et al., 1998).

O Alinhamento de sequéncias de ADN dentro de AZFc revelaram a possibilidade de
formacéo de pequenas subdelecdes ou delecdes parciais. A analise detalhada da regido AZFc
confirmou a existéncia destas trés dele¢bes, denominadas delecbes gr/gr, b1/b3 e b2/b3
(Lynch et al., 2005).

DelecBes gr/gr sdo causadas por recombinacdo homdloga néo-alélica, entre
sequéncias de repeticdo g e r (mais precisamente entre os amplicdes gl/rl/r2 e g2/r3/rd),
resultando na perda de duas das quatro copias do gene DAZ e uma das trés copias do gene
BPY2 (Lynch et al., 2005; Lu et al., 2009). Nestas encontramos trés tipos de padrédo de
exclusdo: DAZ1/ DAZ2 + CDY1a, DAZ3/ DAZ4 + CDYlae DAZ3/ DAZ4 + CDY1b.

Este grupo de dele¢des constituem um importante fator de risco para a falha
espermatogénica e incluem delecbes g1/g2 encontradas na estrutura de AZFc em homens
oligozoospérmicos e com delecBes na dupla de genes DAZ1/DAZ?2.

No grupo de delecdes b2/b3, a supressdo remove cerca de 1,8 Mb do segmento de
ADN e é precedida por um evento de inversdo (Lu et al., 2009). Nesta encontramos dois
tipos de padrdo de excluséo: DAZ3 / DAZ4 + CDY1a e DAZ3 /| DAZ4 + CDY1b. O
resultado de delecdes b2/b3 e b1/b3 é semelhante as delecBes gr/gr, levando a retencédo de
duas cdpias do gene DAZ e uma ou duas copias do gene BPY2. A frequéncia de delecdes
gr/gr € significativamente mais elevada em homens inférteis sugerindo um possivel efeito
deletério deste polimorfismo na eficiéncia da espermatogénese, quando estas exclusdes
resultam na perda de CDY1a apresentam um maior fator de risco (Fernandes et al., 2002;
Giachini et al., 2005; Repping et al., 2003; Lynch et al., 2005).
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2. Objetivo
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O objetivo do presente trabalho é apresentar os resultados clinicos e embriolégicos
de pacientes com microdelegdes no cromossoma Y, tratados por microinjecdo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), através do uso de espermatozoides
testiculares a fresco (TESE) ou criopreservados e descongelados (TESE-C), e através do uso
de espermatozoides do ejaculado (EJAC). A originalidade deste trabalho reside nas
comparac0es efetuadas entre os diferentes tipos de microdele¢es no cromossoma Y (AZFa,
AZFb e AZFc) e os tratamentos efetuados (TESE, TESE-C, EJAC), com os detalhes dos
resultados demograficos, de estimulacdo, embrioldgicos, clinicos e dos recém-nascidos.

Foi realizado o estudo de 128 pacientes com microdelecfes na regido AZF para
averiguar se ha diferencas significativas nos resultados entre os diferentes tipos de
microdelecdes realizando diferentes tratamentos de reproducdo medicamente assistida
(RMA). Este estudo representa uma das maiores séries em microdelecdes no cromossoma Y
O estudo pormenorizado destes pacientes é uma forte mais-valia quer para a investigacdo
quer para a clinica, na medida em que estes casos permitem-nos fazer inferéncias sobre o
padrdo de distribuicdo e caracteristicas especificas destas microdele¢cbes na populacao
infértil masculina, o que consequentemente possibilita um aconselhamento clinico mais

adequado.
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3.Materiais e Métodos
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3.1 Consideracdes éticas

Este trabalho ndo envolve experiéncias humanas ou animais. No desenrolar deste
estudo os cuidados em termos éticos foram importantes na conducdo da pesquisa, com 0
consentimento informado e escrito de todos os casais, tendo sido obtidos antes do inicio do

presente trabalho.

3.2 Selecéo de pacientes

Os pacientes que representam a amostra deste estudo foram aqueles que
frequentaram as consultas de infertilidade no Centro de Genética da Reprodugdo Prof.
Alberto Barros, Porto, Portugal (CGR).

As andlises genéticas dos pacientes foram realizadas no Departamento de Genética
da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, Portugal. Foram avaliados,
retrospetivamente, durante 19 anos (1995 a 2014) 128 pacientes com microdele¢des no
cromossoma Y. Os dados destes casais foram inseridos numa base de dados num ficheiro
Excel. Para estes casais, a média de idade do sexo masculino foi de 34,8 (24-55) anos de
idade. A anélise de sémen (espermograma) foi feito, de acordo com o Manual da OMS de
Anédlise do Esperma (WHO, 2010). O exame fisico foi realizado com particular atencéo ao
volume testicular. Foi feita a medicdo dos niveis hormonais séricos masculinos (FSH, LH e
testosterona) (Tabela 2). Destes pacientes, 65 realizaram tratamento fazendo biopsia
testicular (TESE), seguida de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI),
enquanto 18 continham espermatozoides no ejaculado e realizaram ICSI.

Os resultados desses 83 pacientes foram o objeto de estudo do presente trabalho.

O caridtipo foi obtido utilizando bandas G e incluem a analise de pelo menos 30
metafases de linfocitos do sangue periférico, de acordo com os protocolos gerais (Rooney &
Czepulkowski, 1997). Os pacientes sdo classificados como azoospérmicos se ndo ha
espermatozoides no ejaculado mesmo depois da centrifugacdo ou como oligozoospérmicos
severos se a concentracdo de espermatozoides é inferior a 1x10° espermatozoides/ml. Dos
128 pacientes, havia 25 cari6tipos anormais (19,5%), 8 (6,3%, 32%, de 25; 100% de 8)
pacientes com microdelecdes AZFabc, 12 (9,4%, 48%, de 25; 54,5% dos 22) pacientes com
microdelecdes AZFbc (22 pacientes) e 5 (3,9%, 20%, de 25; 7,8% de 64) dos pacientes com
microdelecdes AZFc (64 pacientes) (Anexo 2).
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3.3 Protocolos de estimulacdo

As mulheres foram submetidas a hiperestimulacdo ovérica controlada com um
antagonista curto, GnRH (Cetrorelix; Merck Serono, Geneve, Suica; Ganirelix; Organon,
Oss, Holanda) protocolo utilizado na grande maioria dos casos, em que ha Indugdo do
crescimento folicular com a administracdo subcuténea do antagonista. Este protocolo atua
na prevencdo do pico precoce de LH, suprimindo a libertagcdo de gonadotropinas. Para a
estimulacao foi usado essencialmente rFSH (Puregon; Organon; Gonal-F; Merck Serono).

O crescimento folicular ¢ monitorizado por analises sanguineas (estradiol) e
ecografias, cujos resultados também permitem ajustar as doses dos medicamentos.
Geralmente demora 1-2 semanas. Ha boa resposta quando varios foliculos (3-8 por ovario)
atingem 17 mm. Cerca de 36 horas antes da recuperacdo de odcitos foi administrada a
hormona HCG (5.000-10.000 Ul, im/sc; Pregnyl; Organon) por uma injecdo Unica
intramuscular, para induzir a maturagéo dos ovocitos e o crescimento final dos foliculos até
20-30 mm de diametro.

Seguidamente o especialista aspira os foliculos ovaricos por via endovaginal sob
controlo ecogréfico, efetua-se sob ligeira sedacdo endovenosa por anestesia.

Os niveis séricos de estradiol foram ensaiados no dia da administracdo de HCG ou
um dia antes (Huirne et al., 2007; Pinto et al., 2009). A progesterona (comprimidos vaginais)
prepara 0 endométrio para a implantacdo e é necessaria porque a aspiracdo dos ovarios

remove a teca folicular.

3.4 Colheita de espermatozoides a partir do ejaculado

A colheita é feita por masturbacdo, a que se segue a lavagem e purificacdo dos
espermatozoides fecundantes. Se o homem ndo conseguir masturbar-se por motivos
psicolégicos, a companheira pode ajuda-lo. Se falhar, deve ser dado um sedativo suave. Se
a situacdo nao se resolver, pode tentar em casa, desde que o transporte seja efetuado em
menos de 30 minutos (com o recetadculo contendo o sémen a temperatura de 37°C: por
exemplo, junto ao corpo, envolvido em toalha aquecida). Em alternativa, da-se um
preservativo especial (ndo toxico para os espermatozoides) e o casal tem relagbes sexuais
em casa, sendo o preservativo colocado no contentor estéril e transportado para o centro nas
mesmas condi¢cdes acima descritas. Se tudo falhar, cancela-se o ciclo e passa-se para a

obtencgéo dos espermatozoides por biopsia testicular.

46



3.5 Biopsia testicular

A biopsia testicular aberta, para a recolha de espermatozoides, foi realizada com o
blogqueio do cordédo espermatico (Li et al., 1992, Gorgy et al., 1998).

Para a preparagdo do tecido, pequenos fragmentos dos tubulos seminiferos
testiculares foram fragmentados e comprimidos, e a fracdo de fluido resultante foi tratada,
utilizando um tampao de lise de eritrécitos e efetuando a digestdo enziméatica com colagenase
e ADNase (Crabbé et al., 1998; Sousa et al., 2002).

O volume de cada um dos testiculos foi determinado por dois métodos sequenciais,
primeiro utilizando orquidometro Prader (12 modelos sélidos elipsoides de 1-25 ml) e depois
0 usando o orquidometro com anéis elipsdides de 1-30 ml. O volume testicular foi
considerado atrofico (A) quando o volume era inferior a 6 ml, hipotrofico (H) quando o
volume varia entre 6-15 ml e normal (N) quando o volume era superior a 15 ml (Bujan et
al., 1989). A bidpsia foi multipla e extensa, com uma verificagdo microscopica preliminar
das amostras (2 mm) no final de cada bidpsia, sendo sempre 0 mais conservadora possivel,
a fim de manter o estado hormonal anterior dos pacientes. A recuperacao foi suportada por
uma procura exaustiva de espermatozoides nos fragmentos obtidos, apds digestdo
enzimatica.

N&o houve complicagcdes pos-operatorias. No fim da bidpsia, o paciente faz
analgésico oral. Em casa, durante dois dias, deve fazer 1g de paracetamol de 8/8h. Durante
1-2 dias ndo deve conduzir. Durante 1-2 semanas ndo deve praticar desportos e deve evitar
relacBes sexuais. A TESE s6 pode ser repetida passados 6-12 meses para permitir a
recuperacdo testicular.

Quanto ao volume testicular (testiculo esquerdo/direito), dos 40 pacientes que
tiveram recuperacdo de espermatozoides na TESE, havia 25 (62,5%) casos N/N, 3 (7,5%)
casos N/H, 11 (27,5%) casos H/H e 1 (2,5%) caso H/A. Dos 25 pacientes sem recuperacao
de espermatozoides na TESE, havia 13 (52%) casos N/N, nenhum caso N/H, 11 (44%) casos
H/H e 1 (4%) caso N/A.

Dos 128 pacientes, 65 realizaram TESE. A TESE foi unilateral em 23 casos (35,4%)
e bilateral em 42 pacientes (64,6%), com 15 (23,1%) no testiculo direito e 8 (12,3%) no
testiculo esquerdo. Nos 40 casos de recuperacdo de espermatozoides, a TESE foi unilateral
em 20 casos (50,0%) e bilateral em 20 casos (50,0%), com 14 (35,0%) pacientes, em que

apenas o testiculo direito foi analisado, 6 pacientes (15,0%) onde apenas o testiculo esquerdo
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foi biopsiado e 20 (50%) pacientes, onde a intervengéo foi bilateral. Nos 25 pacientes sem

recuperacdo de espermatozoides ambos os testiculos foram totalmente analisados.

3.6 Preparacao dos espermatozoides provenientes do ejaculado

O sémen é colocado numa estufa humidificada a 37°C, durante 30minutos, para o
liquefazer (simulagdo da funcdo vaginal). E depois purificado através de gradientes, por
centrifugacdo, durante 30 minutos, para remover micro-organismos, leucocitos, células
germinais imaturas e espermatozoides andmalos. Esta etapa corresponde a acdo natural do
muco cervical. De seguida, 0os espermatozoides purificados séo recobertos por um meio de
cultura especial, sendo incubados a 37°C. Ao fim de 1h, recolhem-se os espermatozoides
que migraram ativamente até a superficie (fracdo swim-up), que sdo os com melhor
morfologia e mobilidade. Esta etapa corresponde a acdo natural das secrec@es uterinas e das
trompas de Falopio. A fracdo swim-up é entéo colocada num cateter muito fino, mole e néo-
toxico, num volume de 0,1-0,2 mL, contendo 500.000-1 milhdo de espermatozoides
hiperativados. No caso de sémen de dador, descongela-se a amostra e processa-se como

acima descrito.

3.7 Criopreservacao de espermatozoides testiculares

As células foram congeladas com Sperm-Freezing-Medium ou Cryosperm (Malgv,
Dinamarca) na diluicdo de 1:1. As amostras foram aspiradas em palhetas rotuladas e
vedadas (1" Aigle, Franca), depois colocadas em vapor de azoto liquido, finalmente imersas

e armazenadas em azoto liquido.

3.8 Manipulacéo de gametas e embrides

A manipulacdo de gametas e embrides foi realizada com o meio MEDICULT
(Jyllinge, Dinamarca) ou Vitrolife (Kungsbacka, Suécia). A microinjecc¢éo foi realizada num
microscopio invertido (Nikon Diaphot 200; Nikon, Tokyo, Japao), equipado com uma placa
térmica (37 ° C), optica Hoffman (Nikon) e micromanipuladores Narishige (MO-188;
Narishige, Téquio, Japao), utilizando micropipetas de Swemed (Gotemburgo, Suécia).

A ICSI foi realizada utilizando o forte deslocamento do citoplasma (Tesarik et al.,
1994; Tesarik & Sousa, 1995). Apds a aspiracdo dos ovarios, selecionam-se os foliculos
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ovaricos e deixam-se repousar por 2 h. Depois, os foliculos sdo desnudados (remocéo das
células foliculares) e deixam-se repousar por mias 2 h. De seguida, selecionam-se
espermatozoides com morfologia normal e mobilidade progressiva rapida 4D. Cada um ¢é
depois lavado e imobilizado por esmagamento do flagelo (sem seccdo). Finalmente, injeta-
se um espermatozoide/espermatideo em cada ovécito. A fecundagdo e o desenvolvimento
embrionario ocorrem in vitro numa incubadora.

A classificacdo do embrido foi avaliada de acordo com métodos descritos por
Vandervorst et al., 1998 e a classificacdo dos blastocistos segundo Gardner et al., 2000.
Embribes de dia 2-4 séo classificados conforme o nimero de células e percentagem de
fragmentos. Grau A: embriGes com blastdmeros de didmetro similar e 0% de fragmentos.
Grau B: embrides com <25% de fragmentos. Grau C: embriGes com 25-50% de fragmentos.
Grau D: embriées com > 50% de fragmentos. SO se devem transferir embriées C e D na
auséncia de embriGes A/B e ap6s uma pondera¢do cuidada caso a caso, uma vez que esta
descrito que estes embribes possuem uma maior percentagem de anomalias genéticas e
consequentemente um menor potencial de implantacdo. Estes embrides ndo devem ser
criopreservados. Os embrides de dia 5-6, denominados blastocistos, sdo classificados de
acordo com o grau de expansao e o estado de hatching (implantacdo do embri&o). V&o desde
1 a6, sendo que 1 é um blastocisto inicial, com o blastocélio a ocupar menos de metade do
volume do embrido. O estado 3 € descrito como blastocisto completo, em que o blastocélio
preenche completamente o embrido. E o estado classificado como 6 é um blastocisto
eclodido, o blastocisto foi expelido completamente da zona. Para blastocistos classificados
de 3-6, 0 desenvolvimento da massa celular interna (ICM) e da trofectoderme podem ser
avaliados. Grau da ICM-A: bem empacotado, muitas células; B: pouco agrupadas, varias

células; C: Muito poucas células. Grau da Trofoectoderme- A: Muitas células que formam

um epitélio coeso; B-Poucas células; C: Muito poucas células que formam um epitélio solto
(Gardner & Schoolcraft, 1999).

3.9 Suplementacéo LUtea

Todos as pacientes realizaram uma suplementacdo litea com a administracao
intravaginal de 200 mg de progesterona natural micronizada, 8/8h (600 mg diarios) (Jaba,

Besins Int, Montrouge, Franga) com inicio no dia da colheita dos 6vulos.
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Na altura da transferéncia embrionaria, o endométrio deve ter uma espessura de 10-
12 mm (8-14 mm) e um aspeto trilamelar (caracteristico da fase secretora) na ecografia. (S&
et al., 2007).
A implantagdo foi confirmada por um aumento de BPHCG no soro, 12 dias apos a
transferéncia do embri&o.

A gravidez clinica foi estabelecida por ultra-sonografia com 6 semanas de gestacao.

A progesterona (comprimidos vaginais aplicando de 8/8h) foi mantida até haver

BHCG no soro e, em caso positivo, ele foi mantido até 12 semanas de gestacao.

3.10 Screening do cromossoma Y

Deleces na regido AZF foram detetadas por PCR através de sequence tagged sites
(STS) dentro do Yq, em particular a regido AZFa, AZFb e AZFc.

O ADN genomico foi obtido a partir de linfocitos de sangue periférico utilizando um
método de salting out modificado (kit Citogene, Citomed, Lisboa, Portugal).

Microdele¢des no cromossoma Y nas regides AZFa, AZFb e AZFc, foram detetadas
através do diagnostico molecular de rotina do cromossoma Y segundo as Guidelines
EAA/EMQN (Krausz et al., 2014), usando uma sequéncia de locais marcados (STS) nos
multiplexes PCR (Taq DNA polimerase da Thermo Scientific, Lituania).

Embora ndo haja um consenso sobre o numero de STS necessarios para a detecdo
ideal de supressfes AZF, foram usados os seguintes STS, abrangendo todas as regides AZF
e SRY: AZFa: sY84, USP9Y, DDX3Y (DBY) e sY88; AZFb: sY591, sY114, sY121,
EIFIAY, sY134, sY135 e sY142; como a regido AZFc é a mais frequentemente deletada e
apresenta uma estrutura em palindromo, foram utilizados mais marcadores STS: sY152,
sY254, DAZ1, CDY1, BPY2, sY1206, sY157, sY1192, sY1291, sY1197 e sY1201. Os
marcadores utilizados foram combinados em 4 diferentes multiplex-PCR e os resultados
foram verificados por eletroforese capilar (QlAxcel, Qiagen, Hilden, Alemanha).

De acordo com a nomenclatura atual (Simoni et al., 2004), as microdelecdes do
cromossoma Y tém vindo a ser renomeadas como AZFb (P5 / proximal P1), AZFb parcial
(P4/proximal P1), AZFbc (P5/P1 distal ou P4/P1 distal), AZFc (b2/b4) e AZFc parcial (gr/gr;
DAZ1/2). Todos os casos em que havia delegdo na regido AZFa e/ou AZFb em simultaneo

com a presenca de espermatozoides, foi repetido o PCR para confirmar estes casos.
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3.11 Analise estatistica

O estudo estatistico foi realizado usando o software STATISTICA (Ver 12,6,
STATSOFT, EUA) ou 0 PAST (Ver 3.05¢c, Hammer 2001, Norway), dependendo do tipo de
analise e da conveniéncia (disponibilidade de testes e facilidade de operacao).

Para a realizacdo de testes paramétricos em varidveis continuas, a normalidade e
homogeneidade de variancias dos conjuntos foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk W
e pelo teste de Levene, respetivamente. Sempre que necessario (para HCG e E2), os dados
foram transformados de Logaritmo.

A anédlise de variancia de uma via (One-Way ANOVA) foi aplicada para comparar
0s grupos de microdelecdes (AZFa, AZFb e AZFc). Sempre que a ANOVA foi significativa,
a analise post-hoc (comparac6es emparelhadas) foi realizada utilizando o teste de Newman-
Keuls.

Como o "n" de alguns grupos de microdelecdo é escasso (devido as diferencas na
prevaléncia das trés microdele¢des), realizamos uma abordagem paralela ndo-paramétrica,
usando o teste de Kruskal-Wallis ANOVA, sempre que este foi significativo, foram feitas
posteriormente varias comparacgdes entre pares um usando o Mann-Whitney U pairwise com
sequencial Bonferroni correction of the p-values; como houve acordo entre as abordagens
paramétricas e nao-paramétricas, os niveis de significancia sdo referidos apenas para a
abordagem paramétrica.

Quando em certas ocasifes s6 ha dados para dois grupos de microdelecdo, as
comparag0es entre os grupos foram feitas com o Student T-test para amostras independentes,
e, para complementar, usou-se o teste de Mann-Whitney U; como ambas as abordagens estéo
de acordo, apenas se referem os valores de significancia do teste paramétrico.

Em relacdo a analise de proporcdes, os grupos foram comparados atraves teste Z.

Os testes foram sempre de duas caudas, e as diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando o valor de p <0,05. Mais detalhes da estatistica podem
ser encontrados em Zar (1996), Hammer (2015) e StatSoft (2013).

Uma anélise estatistica adicional foi realizada através do programa IBM SPSS
Statistics 20 para o Windows, utilizando os testes qui-quadrado, teste exato de Fisher, 2 faces
e as T-teste para amostras independentes de igualdade de médias, 2 faces.
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4.Resultados
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Durante o periodo deste estudo, foram realizadas 1387 analises de cromossoma Y na
FMUP, e a percentagem de microdelegdes foi de 1.2% AZFa (17 casos), 1.9% de AZFb (26
casos) e 6.1% de AZFc (85 casos). Destes 128 pacientes com microdelecdes no cromossoma
Y, a percentagem por tipo de microdelecéo é de 13.3% em AZFa, 20.3% em AZFb e 66.4%
em AZFc (Figura 13).

Figura 13: Distribuicdo de delec6es na regido AZF na amostra de pacientes deste estudo. As dele¢es AZFab
e AZFabc e AZFa foram classificadas como AZFa. Tendo em conta que dele¢cbes AZFa= AZFa+ AZFab+
AZFabc; delecBes AZFb= AZFb+ AZFbc; e delecBes AZFc=AZFc. No total 13.3% dos pacientes tinham
delecBes na regido AZFa, 20.3% tinham delecdes na regido AZFb e os restantes 66.4% apresentavam dele¢ées

na regido AZFc.

Dos 128 pacientes, 33 apresentavam oligozoospermia severa (26.4%) e 92
apresentavam azoospermia secretora (73,6%) (Grafico 1), destes, 3 pacientes foram apenas
a consulta e ndo obtiveram um diagnostico, ficando assim com uma amostra de 125
pacientes. Dos casos com oligozoospermia severa, 18 fizeram tratamentos com esperma do
ejaculado e dos casos com azoospermia secretora, 65 fizeram TESE em que 40 tiveram
sucesso na recuperacdo de espermatozoides. Por uma questdo de conveniéncia AZFc e
DAZ1/2 sdo ambos designados como microdelecbes AZFc, ao longo do texto.

4.1 Cariétipos anormais
Dos 125 pacientes, 25 tinham cariétipos anormais (20.0%): 8 com dele¢bes AZFabc
(6.4%), 12 com delecdes AZFbc (9.6%) e 5 com delecdes em AZFc (4.0%) (Anexo 2). As

taxas correspondentes por tipo de microdelecdo séo: 100% em AZFabc (todos os 8 pacientes
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tinham cari6tipo anormal), 54.5% dos 22 pacientes com microdelecdo AZFbc e 6.1% dos 82
pacientes com microdelecdo AZFc.

4.2 Casos especificos de microdele¢Ges no cromossoma Y

A recuperacdo de espermatozoides em pacientes com microdelecdes AZFa e AZFb
€ um evento raro, neste estudo temos alguns casos destes, que ¢ de todo o interesse detalhar
para explicar estas observacdes. Todos 0s casos nestas condicdes, repetiram a analise
molecular para confirmar os resultados (Tabela 1).

O paciente que continha microdelecdo AZFa e que obteve recuperagéo de
espermatozoides, apresentava cariétipo normal, tinha uma delecdo no gene DDX3Y (DBY)
(Figura 14), e um diagnostico de hipoespermatogénese (Tabela 2), com uma gravidez clinica
de gémeos, de onde resultaram 2 recém-nascidos (NB).

Os 3 pacientes com microdelecdo AZFab e com recuperacdo de espermatozoides,
tinham um cariétipo normal, apresentam delecédo isolada do gene DDX3Y (DBY) (2 casos
com diagndstico de paragem de maturacdo e um caso com hipoespermatogénese) (Tabela
2), em AZFa associada a uma delecdo P4/P4 em AZFb (Figura 14). Nenhum destes casos
obteve gravidez clinica.

O paciente com microdelecdo AZFabc e com recuperacdo de espermatozoides,
apresentava delecdes completas das 3 regibes AZF (Tabela 1) e um cari6tipo anormal,
46,X,del(Y) (Anexo 2). Como seria espectavel, neste paciente ndo houve fertilizacao.

O paciente com microdelecdo AZFb+DAZ apresenta cariotipo normal e
microdelecdo P5/P1 proximal abrangendo toda a regido AZFb e parte da regido AZFc
(Figura 14). Tendo um diagndstico de hipoespermatogénese (Tabela 3), apresentou uma
amostra muito pobre no ejaculado e fez TESE, sem obter gravidez clinica.

Os dois pacientes com microdelecdo AZFbp+DAZ tinham oligozoospermia severa,
apresentaram uma amostra muito pobre no ejaculado. Um caso apresentava cariétipo normal
e uma microdelecdo IR4/P2 distal (Figura 14), ndo obtendo sucesso na fertilizacdo apds
ICSI. O outro paciente apresentava microdele¢do IR4/P1 proximal (Figura 14), devido ao
baixo nimero de espermatozoides encontrado no ejaculado fez TESE, obteve uma gravidez
clinica que culminou em aborto no 1° trimestre de gravidez.

Os dois pacientes com microdelecdo AZFbc e com recuperacdo de espermatozoides,

apresentam microdelecdo da regido IR4/P1 distal (delecéo parcial da regido AZFb e delecao
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total da regido AZFc) (Figura 14) e cariotipo normal. Um caso apresenta raros

espermatozoides no ejaculado, e alcangou uma gravidez clinica (trigémeos) que terminou

com aborto no 1° trimestre. O outro paciente apresentava um diagnostico de

hipoespermatogénese (Tabela 3), realizou TESE e ndo alcangou uma gravidez clinica.

Diagnostico Delegio bc- | abc- | ab- [ab-| ab- | a- | bc- | bp+DAZ1,2 | bp+DAZ1 | b+DAZ
EJAC | PM | PM |HP | PM | HP | HP -HP ,2-EJAC | 1,2-HP
Genes do
Cromossoma Y
sY14 (SRY)
ZFXIZFY
TSPY
sY84 (DYS273) | AZFa -
USP9Y AZFa
(DFFRY) -
DDX3Y (DBY) AZFa - - - - i
sY88 (DYS276) AZFa - -
sY591 (XKRY) AZFb - = -
sY114 (DYS206) | AZFb - - = -
sY121 (G38341) | AZFb - - = -
sY691 (EIF1IAY) | AZFb - - = -
sY134 (DYS224) | AZFb - - - -
sY135 (DYS225) | AZFb - - - -
sY142 (DYS230) | AZFb - - - - - -
sY1197 AZFc - - - - - i
sY1192 AZFc - - - - - i
sY1291 AZFc - - - - i
sY152 AZFc - - -
sY254 AZFc - - -
DAZ1 AZFc - - -
CDY1 AZFc - - -
BPY2 AZFc - - -
sY1206 AZFc - -
sY157 AZFc - - -
sY1201 AZFc - -

Tabela 1: Painel de microdele¢des no cromossoma Y que foi avaliado. Casos de microdelecdes AZFa e AZFb
com recuperagdo de espermatozoides testiculares ou espermatozoides do ejaculado. ND- ndo disponivel na
época; EJAC- espermatozoides do ejaculado; HP- azoospermia secretora devido a hipoespermatogénese; PM-
azoospermia secretora devido & paragem de maturacao
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Figura 14: Estrutura palindrémica das regides AZFb e AZFc.

Mir(;rgoi(;:e)li;;;ana Fendtipo testicular | Localizacio da delecio
AZFabc Paragem de maturagdo | Dele¢do completa

AZFab Paragem de maturagdo | P4/P4 + delecio DBY
AZFab Hipoespermatogénese | P4/P4 + delecao DBY
AZFab Paragem de maturagao | P4/P4 + delegao DBY
AZFa Hipoespermatogénese Apenas delecio DBY

M::;:ﬁ'i‘-;;bna Fenotipo testicular | Localizacio da delecio
AZFbc Ejaculado IR4/ P1 distal

AZFbc Hipoespermatogénese IR4/ P1 distal
AZFbp+DAZ 1.2 Hipoespermatogénese IR4/ P1 proximal
AZFbp+DAZ 1.2 Ejaculado IR4/ P2 distal

AZFb+DAZ 1.2 Hipoespermatogénese P5/ P1 proximal

Tabela 2: Casos especificos de microdelegdes na regido AZFa do cromossoma Y e com recuperacdao de
espermatozoides.

Tabela 3: Casos especificos de microdelecdes na regido AZFb do cromossoma Y e com recuperagdo de
espermatozoides.

4.3 Caracteristicas hormonais dos pacientes que realizaram TESE

Dos 65 pacientes que fizeram TESE, os espermatozoides foram recuperados em 40
pacientes (61,5%): em 5 dos 8 pacientes com delecdo AZFa (62,5%), em 3 dos 13 pacientes
com delecdo AZFb (23,1%) e em 32 dos 44 pacientes com delecdo AZFc (72,2%) (Tabela

4). Destes 40 casos que realizaram TESE e obtiveram espermatozoides recuperados, a
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intervencdo foi unilateral em 20 casos (50.0%), com 14 pacientes em que apenas houve
intervencdo no testiculo direito e 6 pacientes em que apenas o testiculo esquerdo foi
analisado, e bilateral em 20 casos (50.0%). Nos 25 pacientes sem recuperacdo de
espermatozoides ambos os testiculos foram totalmente analisados.

Em relagdo a idade do sexo masculino, o tempo de infertilidade, os niveis séricos de
FSH, LH e testosterona, e o nimero total de fragmentos testiculares analisados, comparagdes
entre casos com e sem recuperacdo de espermatozoides, indicam que ndo ha diferencas
significativas, exceto nos niveis séricos de FSH, que sdo mais elevados nos casos sem

recuperacdo de espermatozoides em AZFc (Tabela 4).
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Parametros Com recuperacdo de | Sem recuperagdodesz | Valor Total
sz dep?
Total
N 40 25 - 65
Idade Masculina (Anos) 34.03 + 4.71 (26-44) 33.36 + 5.02 (24-50) 0591 | 33.77 (24-50)
FSH (IU/L) 12.55+7.89 (3-40.3) | 17.86+8.73(3.5-415) | 0.014 | 1459 (3-415)
LH (IU/L) 477+2.04(1.4-924) | 581+3.95(22-14.72) | 0.168 | 5.17 (1.4-14.72)
Testosterona (hg/ml) 7.85 £5.60 (2.52-33.1) 7.50 £ 3.40 (3.23-17.9) 0.779 | 7.72 (2.52-33.1)
Total de Fragmentos biopsiados (n) 12.38 £ 6.23 (5-26) 13.44 + 3.57 (6-20) 0.440 12.78 (5-26)
AZFa
N 5 3 - 8
Idade Masculina (Anos) 34.80 + 4.38 (27-37) 32.67 £ 7.57 (24-38) 0.624 34 (24-38)
FSH (IU/L) 16.91 + 15.46 (3.7- 22.69 +19.00 (3.5-41.5) | 0.652 | 19.08 (3.5-41.5)
40.3)
LH (1U/L) 3.62 +1.19 (2.8-5.4) 477+219(3.49-7.3) | 0.364 | 4.05(2.8-7.3)
Testosterona (ng/ml) 6.92 + 4.96 (3.8-15.6) 6.34 +2.41 (3.88-8.7) 0.858 | 6.71(3.8-15.6)
Total de Fragmentos biopsiados (n) 10.20 + 8.53 (5-25) 11.00 + 5.00 (6-16) 0.889 10.5 (5-25)
AZFb
N 3 10 - 13
Idade Masculina (Anos) 33.67 + 2.52 (31-36) 32.40 +2.91 (28-38) 0.513 32.69 (28-38)
FSH (IU/L) 10.10 + 11.44 (3.2- 16.18 +7.94 (5.7-25.6) | 0.310 | 14.78 (3.2-25.6)
23.3)
LH (1IU/L) 3.57 +2.85 (1.4-6.8) 5.87 +4.08 (2.2-13.6) 0.388 | 5.34(1.4-13.6)
Testosterona (ng/ml) 5.11 + 0.56 (4.59-5.7) 8.99 + 4.46 (4.03-17.9) 0.173 | 8.09 (4.03-17.9)
Total de Fragmentos biopsiados (n) 13.67 + 6.66 (6-18) 13.80 + 3.65 (9-18) 0.964 13.77 (6-18)
AZFc+DAZ1,2
N 32 12 44
Idade Masculina (Anos) 33.94 +4.99 (26-44) 34.33 +5.97 (27-50) 0.825 34.05 (26-50)
FSH (IU/L) 12.10 £5.92 (3-22.9) | 18.05+6.34 (6.7-27.63) | 0.006 | 13.73 (3-27.63)
LH (IU/L) 5.06 +2.02 (1.8-9.24) | 6.01+4.37(25-14.72) | 0.326 | 5.32 (1.8-14.72)
Testosterona (ng/ml) 8.26 +5.94 (2.52-33.1) 6.55 +2.14 (3.23-10.2) 0.341 | 7.79 (2.52-33.1)
Total de Fragmentos biopsiados (n) 12.59 +5.97 (5-26) 13.75 + 3.25 (10-20) 0.530 12.91 (5-26)

Tabela 4: Dados clinicos de pacientes com microdele¢do no cromossoma Y e submetidos a TESE (Testicular

Sperm Extraction). Os valores sdo representados da seguinte forma: média + desvio padrdo (minimo-maximo).
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O intervalo normal dos valores de FSH é de: 0.7-11.1 IU/L; O intervalo normal dos valores de LH é: 0.8-7.6
IU/L; O intervalo normal dos valores de Testosterona € de: 2.45-16 ng/ml.; @ Diferencas Significativas (p <

0.05). sz- Espermatozoides

4.4 Relagbes entre SOZ/SAZ e o tipo de microdelecdo no cromossoma Y

Dos 17 pacientes com microdelecéo na regido AZFa ndo houve casos SOZ, todos 0s
pacientes apresentavam SAZ.

Dos 26 pacientes com microdelecdo na regido AZFb, houve 4 casos (15.4%) com
SOZ e 22 casos (84.6%) com SAZ. Analisando estes casos SOZ, verificou-se que todos
apresentavam um pequeno numero de espermatozoides no ejaculado, 2 casos fizeram ciclos
ICSI com espermatozoides do ejaculado, destes, 1 caso ndo obteve fertilizacdo e o outro teve
uma gravidez clinica de trigémeos que terminou em aborto. O 3° caso fez TESE com uma
gravidez que terminou em aborto. E por fim o 4° caso realizou um ciclo TESE, dois ciclos
TESE-C e uma ICSI com espermatozoide do ejaculado, mas nenhuma gravidez progrediu.

Dos 82 pacientes com microdelecdo na regido AZFc, houve 29 casos (35.4%) com
SOZ e 53 casos (64.6%) com SAZ. Destes casos SOZ, 12 preferiram ndo fazer tratamento e
1 realizou TESE. Dos restantes 16 pacientes tratados com ICSI usaram espermatozoides do
ejaculado, no total realizaram-se 24 ciclos de onde resultaram 8 NB (Gréafico 1).
No total houve 92 casos SAZ e 33 casos SOZ.

Patologias dos pacientes com microdelecdo no

cromossoma Y
60 53
50
40 29
y
22

30 17
20
10 0 A

0]

AZFa AZFb AZFc
SOZ nSAZ

Gréfico 1: Patologias dos pacientes (Oligozoospermia severa (SOZ) ou Azoospermia secretora (SAZ)) com

microdele¢do na regido AZFa, AZFb e AZFc.
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4.5 Relac@es entre o fendtipo testicular e o tipo de microdele¢do no cromossoma Y
Em pacientes com microdelecdo AZFa, 4 foram diagnosticados com SCOS (3 com
TESE negativa), 3 com PM (todos com TESE positiva) e 2 com HP (com TESE positiva).
Em pacientes com microdelecdo na regido AZFb, 10 foram diagnosticados com
SCOS (9 com TESE negativa), 1 com PM (com TESE negativa) e 3 com HP (com TESE
positiva em 2 SOZ). Dos pacientes com delecdo AZFc, 17 apresentavam SCOS (7 com
TESE positiva) 13 PM (11 com TESE positiva) e 16 HP (14 com TESE positiva) (Grafico
2).

Fendtipo testicular dos pacientes com
microdele¢do no cromossoma Y

20

17 16
15 13
10
10
'4 3, 3
1 l

AZFa AZFb AZFc

(]

uSCOS mMA mHP

Grafico 2: Fendtipo testicular (Sindrome de células de Sertoli (SCOS), Paragem de maturacdo (MA),

Hipoespermatogénese (HP)) dos pacientes com microdelec¢éo na regido AZFa, AZFb e AZFc.

4.6 Caracteristicas de estimulacdo de pacientes que fizeram tratamento

Em relacdo as caracteristicas de estimulacdo das mulheres que realizaram ciclos de
tratamento com TESE, no grupo AZFa observou-se uma dose total de gonadotrofina
utilizada (DOSE TOTAL) e tempo de estimulacdo (DIAS TOTAL) significativamente

maiores (Gréaficos 3 e 4).
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TESE McDel XVI; LS Means
Current effect: F(2, 42)=14,395, p=,00002
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 3: Resultado do teste estatistico “ANOVA de uma via” para a Dose total de Gonadotrofina

administrada a mulheres, dos 3 grupos de microdele¢des, cujos parceiros realizaram tratamento com TESE.

TESE MicDel XVI; LS Means
Current effect: F(2, 42)=5,3733, p=,00836
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 4: Resultado do teste estatistico “ANOV A de uma via” para os dias de estimulacdo aos quais foram

sujeitas as mulheres, dos 3 grupos de microdele¢es, cujos parceiros realizaram tratamento com TESE.

Para os ciclos de tratamento com TESE e posterior congelagéo dos espermatozoides (TESE-
C), no grupo AZFa a idade das mulheres era significativamente mais elevada do que em
AZFc, em AZFb os niveis de estradiol (loge2) foram significativamente menores e a dose
de HCG (log HCG) foi significativamente mais elevada. Os valores das dosagens hormonais
de Estradiol e HCG foram logaritmizados, pois os dados ndo eram homogéneos, nunca
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deixando de fazer uma analise complementar ndo paramétrica que estava em concordancia

com os dados (Gréficos 5, 6 e 7).

TESE-C Microdeletion; LS Means
Current effect: F(2, 40)=9,5705, p=,00040
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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TESE-C Microdeletion

Gréfico 5: Resultado do teste estatistico “ANOVA de uma via” para a ldade das mulheres, dos 3 grupos de
microdelegdes, cujos parceiros realizaram tratamento com TESE-C.

TESE-C MicDel XIV; LS Means
Current effect: F(2, 38)=17,378, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
3.4

33
3.2
31

3,0

log E2

2,9
2,8
2,7
2,6

25

2,4
AZFa AZFb AZFc

TESE-C MicDel XIV

Gréfico 6: Resultado do teste estatistico “ANOVA de uma via” para Quantidade de Estradiol administrado
mulheres, dos 3 grupos de microdelegdes, cujos parceiros realizaram tratamento com TESE-C. Foi efetuada a

transformagao para o logaritmo dos valores para termos uma analise mais precisa.
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TESE-C-, LS Means
Current effect: F(2, 39)=5,4393, p=,00825
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

log HCG
IS
o
<)

AZFa AZFb AZFc
TESE-C-

Gréfico 7: Resultado do teste estatistico “ANOVA de uma via” para a Quantidade de HCG administrado
mulheres, dos 3 grupos de microdelegdes, cujos parceiros realizaram tratamento com TESE-C. Foi efetuada a

transformag&o para o logaritmo dos valores para termos uma analise mais precisa.

Para ciclos de tratamento com espermatozoides do Ejaculado ndo se observaram

diferencas significativas em relacdo a todos os parametros analisados.

4.7 Resultados clinicos

No total houve 128 pacientes, 123 ciclos de tratamento, 112 embrides transferidos,
31 gravidezes clinicas (15 simples; 6 gémeos), 27 NB (12 rapazes; 15 raparigas), com 2 NB
em AZFa e 25 NB em AZFc.

+ 8 com cariétipo S -3 (S0 consulta)=82
Anormal

5 i
- 17sAZ + 12 com cariGtipo ¢ 5 com carigtipo

Anormal Anormal
* 450Z;22SAZ * 2950Z;53 SAZ

\ J

92 SAZ |[ 33502
*5 AZFa *2 AZFb
*3a7f0 - 40 (+Sz)«— 65 TESE 18 EJAC — * 18 (+52) 16 azrc
*32 AZFc
Icsl—— —_— ¥ scr Is
*2 AZFa *8 AZFc

*17 AZFc

Figura 15: Esquema representativo da selecdo e do plano de tratamento dos pacientes e os resultados obtidos.

SAZ-azoospermia secretora; SOZ-oligozoospermia severa; TESE-biopsia testicular; Sz- espermatozoides;
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+Sz- com recuperacdo de espermatozoides; ICSI- microinje¢do intracitoplasmatica de espermatozoides; CP-

gravidez clinica.

Os 5 pacientes com microdelecdo AZFa realizaram 15 ciclos de tratamento (12.2%)
com espermatozoides testiculares (5 TESE: 10 TESE-C com 2 NB) (Gréfico 8).

Os 3 pacientes com microdelecdo AZFb fizeram 7 ciclos de tratamento com
espermatozoides testiculares (3 TESE; 4 TESE-C). Outros 3 pacientes com esta
microdelecéo fizeram 5 ciclos de tratamento com espermatozoides do ejaculado. Em todos
0s €asos nunca se obtiveram recém-nascidos. No total, haviam 6 pacientes com microdele¢do
em AZFb, que realizaram 12 ciclos de tratamento (9.8%) (Grafico 8).

Os 32 pacientes com microdelecdo AZFc realizaram 72 ciclos de tratamento com
espermatozoides testiculares (43 TESE com 12 NB; 29 TESE-C com 5 NB) (Grafico 8).

Adicionalmente, houve 16 pacientes tratados com espermatozoides testiculares, com
24 ciclos de tratamento e 8 NB. No total houve 58 pacientes (1 paciente realizou TESE
depois ICSI com espermatozoides do ejaculado) com microdelecdes AZFc e realizaram 96
ciclos de tratamento (78.0%).

Em suma os tratamentos incluiram 51 ciclos com espermatozoides testiculares
(41.5%), 43 ciclos com espermatozoides testiculares anteriormente congelados (34.9%) e 29

ciclos com espermatozoides do ejaculado (23.6%).

Resultados clinicos de pacientes com microdelegdo no

cromossoma Y
NB —
TESE-C —1
TESE —1
Ciclos —————
Pacientes —1—
0 10 20 30 40 50 60 70 80

AZFc OAZFb OAZFa

Graéfico 8: Resultados clinicos (nimero de recém-nascidos (NB), numero de pacientes que efetuaram
biopsia e posterior congelacdo dos espermatozoides (TESE-C), numero de pacientes que efetuaram
biopsia (TESE), numero de ciclos aos quais foram submetidos os pacientes e o numero de pacientes

no total) de pacientes com microdele¢do no cromossoma Y.
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4.7.1 Resultados clinicos com espermatozoides testiculares a fresco (TESE)

Pacientes com microdelecdo AZFa evidenciam 92.3% de taxa de maturacao, 66.7%
de taxa de fertilizacdo (FR), 93.8% de taxa de clivagem embrionaria (ECR), 46.7% de
embrides de alta qualidade e 12.5% de taxa de blastocistos. Houve 4 ciclos de transferéncia
de embrides (ETC) mas nenhuma gravidez (Tabela 5).

Nos pacientes com microdelecdo AZFb observa-se taxa de maturacdo de 89.5%,
47.1% de FR, 87.5% DE ECR, 71.4% de embrides de alta qualidade e 14.3% de taxa de
implantacédo (IR). Houve 3 ETC, com uma gravidez clinica (CP) simples que terminou com
um aborto (Tabela 5).

Pacientes com microdelecdo na regido AZFc apresentam 81.6% de taxa de
maturacdo, 52.9% de FR, 95.7% de ECR, 67.3% de embrides de grau elevado e 27.4% de
taxa de blastocistos. Houve 40 ETC com 37.5% de CP (n=15), 19.8% de IR, 13.3% de
gémeos (n=2), 33.3% de taxa de aborto (n=5), 25% de gravidezes evolutivas (OP) e de taxa
de nados vivos (LBDR) (N=10), 12 NB (30%), 0.5 de réacio entre Masculino/Feminino, e
uma malformacdo classificada como Major (pé boto). Ndo houve gestagdes multiplas,
gravidezes ectdpicas, nadomortos, 6bitos neonatais precoces nem anomalias cromossomicas
nos recém-nascidos (Tabela 5). Para todos os parametros dos resultados clinicos e
embriol6gicos ndo houve diferencas significativas entre as microdelecbes AZFa, AZFb e
AZFc. Em AZFc a média da idade de gestacao foi de 38.2 semanas com um caso de muito

pré-termo (<32- >28 semanas) e 3 casos com baixo peso ao nascer (Tabela 6)
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TESE

Pacientes (n)

Ciclos (n)

COC (n, média, min-max)

MII (n, média, min-max)

Taxa de Maturagdo (MI11/COC)
2PN (n, média, min-max)

FR (2PN/MI1)

Embrides clivados (n, média, min-
max)
ECR (d2/2PN)

Embrides ao 3° dia (n, média, min-
max)

Embrides ao 3° dia, grau A/B (n,
rate, range)

Embrées ao 5° dia (n, média, min-
mMax)

BL (n,min-méx)

BLR (BL/d5)

ETC (n, range, rate)

n® ET (n, media, min-max)

BP (/ETC) (n, taxa)

CP (/ETC) (n, rate)

Sacos (n, min-max)

IR (n° sacs/n® ET)

Individuais (/CP) (n, taxa)

Gémeos (/CP) (n, taxa)

Trigémeos (/CP) (n, taxa)

Grav. Ectdpica (/CP) (n, taxa, min-
mMax)

Aborto (/CP) (n, taxa)

OP (/ETC) (n, rate) (CP-Aborto)
Delivery (/ETC) (n, taxa)

Nadomorto (/ETC) (n, taxa)

LBDR (/ETC)(n, taxa)(Delivery-
nadomorto)

NB (/ETC) (n, taxa)

NB (Sg-individuais; Tw-gémeos)
Masculino (/NB) (n, taxa)

Feminino (/NB) (n, taxa)

Relacdo M/F

Malformacao NB (n, taxa)

Major (/NB) (n, taxa)

Minor (/NB) (n, taxa)

Anom. Cromossomicas. NB (n, taxa,
min-max)

Morte Neonatal Precoce (/ETC) (n,
taxa, min-max)

AZFa

4+ (1)
5

26 (5.2 +3.4)
(3-12)

24 (4.8 +3.7)
(2-12)

923

16 (3.2 + 2.6)
(0-8)
66.7

15 (3.8 £2.5)
(2-8)
93.8

15 (3.8 + 2.5)
(2-8)
7 (46.7) (1-3)

8 (2 3.4) (0-8)

1(1-1)
12,5
4 (3-5) (80.0)

10 2.5+ 0.5)
(2-3)
0

1 O O

AZFb
3
3
19 (6.3 + 2.5)
(3-9)
17 (5.7 £ 2.6)
(2-8)
89.5

8 (2.7 £0.9) (2-
4)
471

7(23+1.2) (1-
4)
875

7(2.3+12) (1-
4)
5 (71.4) (1-2)

0

0
0
3 (3-3) (100)

7 (2.3+0.5) (2-
3)
1(33.3)
1(33.3)
1(1-1)
14.3
1 (100)

0
0
0

1 (100)
0

0
0
0

AZFc
29+ (8)
43
430 (10 £ 5.4)
(0-25)
351 (8.4 + 4.6)
(0-22)
81.6

186 (4.5 + 2.5)
(1-10)
52.9

178 (4.3 £2.4)
(1-10)
95.7

165 (4.02 + 2.6)
(0-10)
111 (67.3) (0-9)

62 (1.9+3.1)
(0-10)
17 (0-5)
27.4
40 (2-5) (93.02)

91(2.2 + 0.75)
(0-3)
15 (37.5)
15 (37.5)
18 (1-2)
19.8
13 (86.7)
2 (13.3)
0
0

5 (33.3)
10 (25.0)
10 (25.0)
0 (0.0)
10 (25.0)

12 (30.0)
8(Sg); 2(Tw)
4 (33.3)

8 (66.6)
0.5
1(8.3)
1(8.3)

0
0

0

Valor dep?

NS: a-0.728;b-
0.308;c-0.263
NS:a-0.758;b-
0.418;c-0.341
NS:a-0.744;b-
0.166;c-0.381
NS:a-0.733;b-
0.393;c-0.456
NS:a-0.209;b-
0,189;c-0.640
NS:a-0.358;b-
0.700;c-0.394
NS:a-0.598:b-
0.724;c-0.280
NS:a-0.406;b-
0.872;c-0.579
NS:a-0.953;b-
0.344;¢-0.570
NS:a-0.582;b-
0.975;¢-0.339
NS:0.629
NS:0.364
NS:a-0.408;b-
0.319;c-0.636
NS:a-0.725;b-
0.824;¢-0.810
NS:0.885
NS:0.885

NS:0.723

Tabela 5: Resultados clinicos e embrioldgicos de pacientes com microdele¢do no cromossoma Y e que foram
submetidos a TESE. Comparagdes: a, AZFa vs AZFb; b, AZFa vs AZFc; ¢, AZFb vs AZFc. Valores em :n,

taxa, média £ desvio padrdo, min-max. @ Diferencas significativas (p < 0.05); NS, ndo significativo
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TESE AZFa AZFb AZFc Valor de p?
Ciclos (n) 5 3 43 -
NS:a-0.408;b-

ETC (n, min-max) 3 (3-
435 g w0z 0.319:¢-0.636

NB (n, taxa) 0 0 12 (30.0) -
Tempo de gestacdo (n, média, min-
max) - - 10 (38.2 + 2.5) (31-40.5) -
Termo (n, media, taxa, min-max) 9 (39 £ 0.8) (90.0) (38-

) ) 40.5) i
Pré-termo (PT) (n, média, taxa, min-max) - - 0 -
Muito PT (n, média, taxa, min-max ) - - 1 (31 +0.0) (10.0) -
Extremamente PT (n, média, taxa, min- . ) 0 i
max)
Peso (n, média, min-max) 12 (3021.3 £ 795.4)

) ) (1530-4250) i
Peso Normal (n, média, taxa, min-max) 7 (3179.3 £ 290.1) (58.3)

) ) (2800-3610) i
Baixo peso (LW) (n, média, taxa, min- 3 (1880 + 274.4) (25.0)
max) ) ) (1530-2200) i
Muito LW (n, média, taxa, min-max) - - 0 -
Extremamente LW (n, média, taxa, min- _ ) 0 i
mMax)

Tabela 6: Resultados de recém-nascidos de pacientes com microdelecdo no cromossoma Y e que foram
submetidos a TESE. Termo- >37 - < 42 (semanas); Pré-Termo- <37- >32; Muito Pré-Termo- <32- >28;
Extremamente Pré-Termo- <28; Peso Normal- >2500- < 4000 (gramas); Baixo peso- <2500- >1500; Muito
baixo peso- <1500- >1000; Extremamente baixo peso- <1000. ComparagOes: a, AZFa vs AZFb; b, AZFa vs
AZFc; c, AZFb vs AZFc. Valores em: n, taxa, média + desvio padrdo, min-méx. @ Diferencas significativas (p

< 0.05); NS, ndo significativo

4.7.2 Resultados clinicos com espermatozoides testiculares criopreservados
descongelados (TESE-C)

Pacientes com microdelecdo AZFa evidenciam 90.4% taxa de maturagédo, 63.8% de
FR, 96.7% de ECR, 48.1% de embriGes de alta qualidade e 8.0% de IR. Houve 9 ETC e uma
gravidez clinica de gémeos com o nascimento de 2 NB, um rapaz e uma rapariga (Tabela 7).

No grupo de pacientes com microdelecéo na regido AZFb verificou-se uma taxa de
maturagdo de 61.1%, FR de 54.5%, 66.7% de ECR e 50.0% de embrides de alta qualidade.
Houve 4 ETC sem gravidez (Tabela 7).

Pacientes com microdelegdo AZFc apresentam 88.2% de taxa de maturacdo, 41.7%
de FR, 82.2% de ECR, 41.1% de embriGes de alta qualidade e uma taxa de blastocistos de
11.1%. Houve 25 ETC com 20.0% de CP (n=5), 11.8% de IR, a taxa de gémeos foi de 20.0%
(n=1), e a taxa de abortamento foi igualmente de 20.0% (n=1), 16.0% de OP e de LBDR
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(n=4). A taxa de recém-nascidos foi de 20.0% com um racio entre Masculino/ Feminino de
0.7. Nao houve gestacbes multiplas, gravidezes ectdpicas, nadomortos, Obitos neonatais
precoces nem malformacdes e anomalias cromossémicas nos recém-nascidos (Tabela 7).
ComparacGes entre os trés tipos de microdeleces mostraram que no grupo com
microdele¢des AZFc o nimero médio de complexos cumulus-oocitos recuperados (COC) e
0 nmero de o6citos maduros foi significativamente mais elevado, enquanto que a taxa de
maturacdo, ECR, n° de embriGes ao 3° dia e a média do n° de embriBes transferidos foi
inferior em AZFb. Em AZFa os 2 NB tiveram um tempo normal de gestacdo (37 semanas)
e peso (2,500 g; 3,000 g). Em AZFc a média do tempo de gestagdo foi de 36,5 semanas com
um caso de parto prematuro e dois casos de baixo peso ao nascer. Nao houve diferencas

significativas para AZFa (Tabela 8).
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TESE-C

Pacientes (n)
Ciclos (n)
COC (n, média, min-max)

MII (n, média, min-max)

Taxa de Maturagéo (M11/COC)
2PN (n, média, min-max)

FR (2PN/MI1)

Embrides clivados (n, média, min-
max)
ECR (d2/2PN)

Embrides ao 3° dia (n, média, min-
max)

Embrides ao 3° dia, grau A/B (n,
rate, range)

Embrées ao 5° dia (n, média, min-
max)

BL (n,min-max)

BLR (BL/d5)

ETC (n, range, rate)

n® ET (n, media, min-max)
BP (/ETC) (n, taxa)

CP (/ETC) (n, rate)

Sacos (n, min-méax)

IR (n° sacs/n® ET)

Individuais (/CP) (n, taxa)
Gémeos (/CP) (n, taxa)
Trigémeos (/CP) (n, taxa)

Grav. Ectdpica (/CP) (n, taxa, min-
max)

Aborto (/CP) (n, taxa)

OP (/ETC) (n, rate) (CP-Aborto)
Delivery (/ETC) (n, taxa)
Nadomorto (/ETC) (n, taxa)

LBDR (/ETC)(n,
nadomorto)

NB (/ETC) (n, taxa)
NB (Sg-individuais; Tw-gémeos)
Masculino (/NB) (n, taxa)
Feminino (/NB) (n, taxa)

Relagdo M/F

Malformagdo NB (n, taxa)

Major (/NB) (n, taxa)

Minor (/NB) (n, taxa)

Anom. Cromossémicas. NB (n, taxa,
min-max)

Morte Neonatal Precoce (/ETC) (n,
taxa, min-max)

taxa)(Delivery-

AZFa

1+ (1+3)
10

52 (5.2 +1.9)
(3-8)

47 (47 +1.8)
(3-8)
90.4

30 (3 £1.6) (0-
6)
63.8

29 (32+15)
(1-6)
96.7

27 (3+1.8) (1-
6)
13 (48.1) (0-4)

0

0
0

9 (2-4) (90.0)

25 (2.8 £ 0.6)

(2-4)
1(11.1)

1(11.1)
2 (2-2)
8.0
0(0.0)

1 (100)
0

0

0
1(11.1)

1(11.1)
0
1(11.1)

2 (22.2)
1(Tw)

1 (50.0)
1 (50.0)

1

0
0
0
0

0

AZFb
2
4
18 (4.5 +2.9)
(1-9)
11275+
1.5) (1-5)
61.1

6 (1.5 +0.5)
(1-2)
54.5

4 (1+0.0) (1-
1)
66.7

2(0.5+05)
(0-1)
1 (50.0) (0-1)

0

0
0

4 (2-3) (100)

4 (1£0.0) (1-

D)
0

0

AZFc
3+ (14)
29

245 (8.4 +3.2)
(2-14)
216 (7.4 + 3.4)
(1-14)
88.2

90 (3.1 £2.4)
(0-11)
417

74 (2.85+1.97)
(0-9)
82.2

73(2.9+2.1)
(0-9)
30 (41.1) (0-4)

18 (1.29 £ 2.7)
(0-9)
2(0-2)

111
25 (2-5) (86.2)
51 (2.04 +0.8)

(1-4)
7(28.0)

5 (20.0)
6 (1-2)
11.8

4 (80.0)

1 (20.0)
0

0

1(20.0)
4 (16.0)

4 (16.0)
0 (0.0)
4 (16.0)

5 (20.0)
3(Sg); 1(Tw)
2 (40.0)

3 (60.0)
07

o O o o

Valor de p

b,c:a-0.653;b-
0.042;c-0.038
c:a-0.212;b-
0.081;c-0.011
a,c:a-0.005;b-
0.650;c-0.001
NS:a-0.179;b-
0.925;¢-0.319
b:a-0.567;b-
0.006;c-0.402
NS:a-0.061;b-
0.693;¢-0.059
a,b:a-0.015;b-
0.049;c-0.346
a,c:a-0.048;b-
0.938;¢-0.023
NS:a-0.451;b-
0.731;c-0.390
NS:0.522

NS:a-0.512;b-

0.757;c-0.428
a,c-a-0.000;b-
0.058;c-0.009
NS:a-0.488;b-
0.305;c-0.224
NS:a-0.488;b-
0.548;c-0.326

NS:0.612

NS:0.722
NS:0.722

NS:0.722

NS:0.889

NS:0.809
NS:0.809

NS:0.3822
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Tabela 7: Resultados clinicos e embrioldgicos de pacientes com microdelecéo no cromossoma Y e que foram
submetidos a TESE e posterior congelamento e descongelamento dos espermatozoides (TESE-C).
Comparacg0es: a, AZFa vs AZFb; b, AZFa vs AZFc; ¢, AZFb vs AZFc. Valores em :n, taxa, média = desvio

padrdo, min-max.2 Diferencas significativas (p < 0.05); NS, ndo significativo.

TESE-C AZFa AZFb AZFc Valorde p?

Ciclos (n) 10 4 29 -

ETC (n, min-méax) 9 (2-4) 4.(2-3) 25 (2-5) NS:a—O.Soli;zbéO.757;c-

NB (n, taxa) 2(22.2) 0 5 (20.0) NS:0.889

Tempo de gestacdo (n, média,

gt 1(37+0.0) i 4(365+2.7) ,
min-max) (37-37) (32-39) NS:0.895
Termo (n, media, taxa, min-max) 1 (37 £ 0.0) (100) _ 3 (38 £0.8) (75.0) NS:1.000
(37-37) (37-39) o

Pré-termo (PT) (n, média, taxa, min- 0 . 1 (32 £0.0) (25.0) )

max) (32-32)

Muito PT (n, média, taxa, min-max 0 ) 0 i

)

Extremamente PT (n, média, taxa, 0 . 0 )

min-méax)

Peso (n, média, min-méax) 2 (12750 £ 250) ) 5 (2653 + 634.7) NS:0.866
(2500-3000) (1835-3280) i

Peso Normal (n, média, taxa, min- 2 (2750 + 250) 3 (3160 * 162.7)

max) (100) - (60.0) NS:0.184

Baixo peso (LW) (n, média, taxa,

(2500-3000)

(2930-3280)
2 (1892.5 + 57.5)

min-méax) 0 - (40.0) -
(1835-1950)

Muito LW (n, média, taxa, min- 0 ) 0 i

Max)

Extremamente LW (n, média, taxa, 0 ) 0 i

min-méax)

Tabela 8: Resultados de recém-nascidos de pacientes com microdelecdo no cromossoma Y e que foram
submetidos a TESE e posterior congelamento e descongelamento dos espermatozoides (TESE-C). Termo- >37
- <42 (semanas); Pré-Termo- <37- >32; Muito Pré-Termo- <32- >28; Extremamente Pré-Termo- <28; Peso
Normal- >2500- < 4000 (gramas); Baixo peso- <2500- >1500; Muito baixo peso- <1500- >1000;
Extremamente baixo peso- <1000. Comparagdes: a, AZFa vs AZFb; b, AZFa vs AZFc; ¢, AZFb vs AZFc.
Valores em: n, taxa, média + desvio padrdo, min-max. ? Diferengas significativas (p < 0.05); NS, ndo

significativo
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4.7.3 Resultados clinicos com espermatozoides do ejaculado (EJAC)

N&o houve pacientes com microdelecdo AZFa e com espermatozoides no ejaculado
(Tabela 9).

Pacientes com microdelecdes AZFb apresentam uma taxa de maturacdo de 64.3%,
FR de 59.3%, ECR de 93.8%, 84.6% de embrides de alta qualidade e 37.5% de IR. Houve 3
ETC e uma gravidez clinica de trigémeos que terminou em aborto (Tabela 9).

Nos pacientes com microdelecdo na regido AZFc verificou-se 76.8% de taxa de
maturacao, 73.8% de FR, 95.5 % de ECR, 71,2% de embrides de alta qualidade e 42.0% de
taxa de blastocistos. Houve 24 ETC com 33.3% de gravidezes clinicas (n=8), 23.9% de IR,
50.0% de gémeos (n=4), 25.0% de taxa de abortamento (n=2), 25.0% de OP e de LBDR
(n=6), 33.3% de recém-nascidos (n=8) e 1.7 de racio Masculino/Feminino. Ndo houve
gravidezes ectdpicas, nadomortos, Obitos neonatais precoces, nem malformacbes e
anomalias cromossémicas nos recém-nascidos (Tabela 9).

ComparacOes entre os dois tipos de microdelegdes mostraram que ndo houve
diferencas significativas em todos os parametros embriolégicos e clinicos avaliados, exceto
no numero de embrides transferidos por ciclo que foi significativamente superior no grupo
de microdele¢des AZFc. Em AZFc a média da idade de gestagdo foi de 38.8, com 1 caso de

gravidez pré-termo e 3 casos de baixo peso ao nascer (Tabela 10).
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EJAC AZFa AZFb AZFc Valor de p
Pacientes (n) 0 2+ (1+2) 16 + (8)

Ciclos (n) 0 5 24 -
COC (n, média, min-max) - 42 (8.4 £2.4) (5-12) 194 (8.1£2.9) (2-13) NS:0.832
MII (n, média, min-méx) - 27 (5.4 +£3.3) (1-11) 149(6.2£2.6) (1-11) NS:0.565
Taxa de Maturacéo (M11/COC) - 64.3 76.8 NS:0.092
2PN (n, média, min-max) - 16 (3.2 +3.4) (0-9) 110 (4.6 £2.1) (1-10) NS:0.270
FR (2PN/MII) - 59.3 73.8 NS:0.124
Embrides clivados (n, média, min-méx) - 15 (5 £ 2.4) (2-8) 105 (4.4 £ 2.2) (1-10) NS:0.667
ECR (d2/2PN) - 93.8 95.5 NS:0.764
Embrides ao 3° dia (n, média, min-max) - 13 (4.3+3.3)(5-8) 104 (4.3 +£2.3) (0-10) NS:1.000
Embrides ao 3° dia, grau A/B (n, rate, - 11 (84.6) (4-7) 74 (71.2) (1-9) NS:0.136
range)

Embrdes ao 5° dia (n, média, min-max) - 0 50 (6.3 £ 1.9) (4-10) NS:0.362
BL (n,min-méax) - 0 21 (1-6) -
BLR (BL/d5) - 0 42.0 -
ETC (n, range, rate) - 3 (2-4) (60.0) 24 (2-5) (100) ¢-0.001
n® ET (n, media, min-max) - 8 (2.7+£0.5) (2-3) 46 (1.9 £ 0.6) (1-4) NS:0.070
BP (/ETC) (n, taxa) - 1(33.3) 8(33.3) NS:1.000-
CP (/ETC) (n, rate) - 1(33.3) 8(33.3) NS:1.000
Sacos (n, min-méax) - 3(3-3) 11 (1-2) -

IR (n° sacs/n° ET) - 37.5 23.9 NS:0.418
Individuais (/CP) (n, taxa) - 0 4 (50.0) -
Gémeos (/CP) (n, taxa) - 0 4 (50.0) -
Trigémeos (/CP) (n, taxa) - 1 (100) 0 -
Grav. Ectopica (/CP) (n, taxa, min-méax) - 0 0 -
Aborto (/CP) (n, taxa) - 1(33.3) 2 (25.0) -

OP (/ETC) (n, rate) (CP-Aborto) - 0 6 (25.0) NS:0.757
Delivery (/ETC) (n, taxa) - 0 6 (25.0) NS:0.326
Nadomorto (/ETC) (n, taxa) - 0 0 -
LBDR (/ETC)(n, taxa)(Delivery- - 0 6 (25.0) NS:0.326
nadomorto)

NB (/ETC) (n, taxa) - 0 8 (33.3) NS:0.234
NB (Sg-individuais; Tw-gémeos) - - 4(Sg); 2(Tw) -
Masculino (/NB) (n, taxa) - - 5 (62.5) -
Feminino (/NB) (n, taxa) - - 3(37.5) -
Relacdo M/F - - 1.67 -
Malformacé&o NB (n, taxa) - - 0 -
Major (/NB) (n, taxa) - - 0 -
Minor (/NB) (n, taxa) - - 0 -
Anom. Cromossémicas. NB (n, taxa, min- - - 0 -
mMax)

Morte Neonatal Precoce (/ETC) (n, taxa, - - 0 -

min-max)

Tabela 9: Resultados clinicos e embrioldgicos de pacientes com microdele¢do no cromossoma Y e que
obtiveram espermatozoides do ejaculado. Comparagdes: a, AZFa vs AZFb; b, AZFa vs AZFc; ¢, AZFb vs
AZFc. Valores em :n, taxa, média * desvio padrdo, min-max.? Diferencas significativas (p < 0.05); NS, ndo

significativo
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EJAC AZFa
Ciclos (n) 0
ETC (n, min-max) -
NB (n, taxa)

Tempo de gestacao (n, média, min-max)
Termo (n, media, taxa, min-max)
Pré-termo (PT) (n, média, taxa, min-max)

Muito PT (n, média, taxa, min-max ) -
Extremamente PT (n, média, taxa, min-max) -

Peso (n, média, min-max)

Peso Normal (n, média, taxa, min-max)

Baixo peso (LW) (n, média, taxa, min-max)

Muito LW (n, média, taxa, min-max) -
Extremamente LW (n, média, taxa, min-max)

AZFb
5
3(2-4)

0

AZFc
24
24 (2-5)
8 (33.3)

6(38.8 £ 1.5)
(36.5-40.5)
5(39.2 + 1.3) (83.3)
(37-40.5)
1(36.5 + 0.0) (16.7)
(36.5-36.5)

0

0

8 (2820.1 + 544.5)
(2200-4000)
5 (3137.2 + 448.4)
(62.5)
(2800-4000)

3(2291.7 + 93.5) (37.5)

(2200-2420)
0
0

Valor de p?

c-0.001
NS:0.234

Tabela 10: Resultados de recém-nascidos de pacientes com microdelecdo no cromossoma Y e que obtiveram

espermatozoides do ejaculado. Termo- >37 - < 42 (semanas); Pré-Termo- <37- >32; Muito Pré-Termo- <32-

>28; Extremamente Pré-Termo- <28; Peso Normal- >2500- < 4000 (gramas); Baixo peso- <2500- >1500;

Muito baixo peso- <1500- >1000; Extremamente baixo peso- <1000. Comparaces: a, AZFa vs AZFb; b, AZFa

vs AZFc; ¢, AZFb vs AZFc. Valores em: n, taxa, média £ desvio padrdo, min-max. ® Diferencas significativas

(p < 0.05); NS, ndo significativo
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5.Discussao
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Este estudo representa a terceira maior série de pacientes (n = 128) com
microdele¢des no cromossoma Y (185: Totonchi et al, 2012; 143: Kleiman et al., 2012; 110:
Choi et al., 2013; 105: Kumtepe et al., 2009). Cinquenta e oito pacientes realizaram ICSI,
usando espermatozoides testiculares a fresco ou congelados e descongelados, recuperados
através da TESE (n = 40), e espermatozoides do ejaculado (n = 18). A originalidade dos
resultados apresentados reside nas comparacdes realizadas entre os diferentes tipos de
microdelecdes do cromossoma Y e os tratamentos, com detalhes demogréaficos, de

estimulacdo, embrionarios, clinicos e dos recém-nascidos.

5.1 Microdelegdes AZFa

Todos 0s 17 pacientes com microdelecdes na regido AZFa apresentaram azoospermia
secretora. Destes,8 permaneceram sem diagndstico testicular (2 em AZFa, 6 em AZFabc),
pela recusa de tratamento. Um caso fez bidpsia de diagnostico, que revelou SCOS, mas ndo
realizou tratamento clinico. Dos 8 pacientes que realizaram TESE, 5 (62,5%) obtiveram
recuperacdo de espermatozoides.

Houve 3 (37,5%) casos com SCOS (sem espermatozoides recuperados), 3 (37,5%)
casos com PM (com espermatozoides recuperados) e 2 casos (25%) com HP (com
espermatozoides recuperados).

As delecGes AZFa ocorreram em distintas sub-regides, 5 em AZFa, 4 em AZFab e 8
em AZFabc. Em AZFa, houve 2 casos que ndo realizaram tratamento, 2 casos com SCOS
(sem espermatozoides recuperados) e 1 caso com HP (uma gravidez de gémeos com 2 NB
apos 4 ciclos de ICSI com espermatozoides testiculares criopreservados). Em AZFab, houve
1 caso com SCOS (sem espermatozoides recuperados), 2 casos com PM (sem gravidez) e 1
caso com HP (sem gravidez). Em AZFabc, houve 6 casos sem tratamento, 1 caso com SCOS
(sem espermatozoides recuperados) e 1 caso com PM (sem gravidez). Assim, € demonstrado
que em pacientes com delecfes AZFa, 0s espermatozoides podem ser recuperados apenas
em casos PM e HP, mas apenas naqueles com HP pode ser conseguida uma gravidez termo.

Todos os 8 casos com microdeleces AZFabc tinham cariétipos anormais. Isto
incluiu de seis casos sem tratamento, o caso com SCOS e o caso com PM. Tendo em
consideracdo os 125 pacientes com andlise do cariétipo, a percentagem de pacientes com
microdelegdo AZFabc e com cariotipo anormal da uma taxa de 6,4%. Estudos anteriores

encontraram cariotipos anormais, com uma taxa de 1-3% em AZFa e de 11-22% em AZFabc
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(Kumtepe et al., 2009; Patrat et al., 2010; Kim et al., 2012; Totonchi et al., 2012).
Comparando os resultados dos diferentes estudos, n6s encontrdmos uma taxa mais baixa em
AZFabc. A auséncia de cariétipo anormal em AZFa ja havia sido reportada (Kumtepe et al.,
2009; Patrat et al., 2010).

Pacientes com microdele¢do AZFa ndo apresentam espermatozoides nos seus tibulos
seminiferos. Os nossos resultados estdo de acordo com estas descobertas, o0s
espermatozoides podem ser recuperados apenas na presenca de uma microdelecédo isolada
no gene DDX3Y (DBY) (o unico caso com recém-nascido; 1 caso AZFa) e nos casos com
microdelecdo isolada DDX3Y (DBY) associada com a microdelecdo P4/P4 (todos sem
gravidez; 3 casos AZFab). O caso com uma microdelecdo AZFabc e espermatozoides
recuperados, tinha um cariotipo anormal (46X,del (Y)) e foram encontrados raros
espermatozoides testiculares imaturos que ndo fertilizaram o odcito. Apesar de varios
estudos indicarem que a delegédo dos genes USP9Y (DFFRY) e DDX3Y (DBY) em AZFa,
é causadora do fenotipo de SCOS com total auséncia de espermatozoides nos testiculos
(Vogt et al., 1996; Kamp et al., 2001; Krausz et al., 2006;. Hotaling e Carrel , 2014), outros
estudos referem a recuperacdo de espermatozoides testiculares em pacientes com delecdes
isoladas numa dessas regides de genes (Sargent et al., 1999; Kamp et al., 2001; Luddi et al.,
2009) e mesmo quando ambos 0s genes se encontram deletados (Foresta, 2000; Kleiman et
al., 2001).

5.2 Microdelecdes AZFb

Dos 26 pacientes com delecbes AZFb, 4 (15,4%) apresentaram oligozoospermia
grave e 22 (84,6%) azoospermia secretora. Entre os casos com oligozoospermia severa, dois
pacientes realizaram ciclos de ICSI com espermatozoides do ejaculado e 2 realizaram TESE
(diagnosticada como HP em tratamento). Num caso com espermatozoides no ejaculado,
houve uma gestacdo Unica, que terminou em aborto, e no outro caso com HP, havia uma
gravidez tripla que terminou em aborto. Dos casos com azoospermia secretora, 11 ndo
realizaram tratamento, dos quais 10 ndo tinham fendtipo testicular e um tinha SCOS. Dos 11
casos que realizaram tratamento, houve 9 (81,8%) casos com SCOS (sem espermatozoides
recuperados), 1 (9,1%) caso com PM (sem espermatozoides recuperados) e 1 (9,1%) caso
com HP (sem gravidez).
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Aregido AZFb apareceu deletada em sub-regides distintas, 1 em AZFb (azoospermia
secretora), 1 em AZFb + DAZ (oligozoospermia severa), 2 em AZFbp + DAZ
(oligozoospermia severa) e 22 em AZFbc (1 com oligozoospermia, 21 com azoospermia
secretora). Em AZFb, houve 1 caso de SCOS (sem espermatozoides recuperados). Em AZFb
+ DAZ, houve 1 caso com oligozoospermia severa, mas que realizou TESE (sem gravidez).
Em AZFbp + DAZ, houve 1 caso com ICSI com espermatozoides do ejaculado (sem
gravidez), e 1 caso que realizou TESE (aborto de uma gravidez Unica). Em AZFbc, houve 1
caso tratado com ICSI com espermatozoides do ejaculado (aborto de uma gravidez tripla), 8
casos com SCOS (sem espermatozoides recuperados), 1 caso com PM (sem espermatozoides
recuperados), e 1 caso com HP (sem gravidez). Assim, em pacientes com microdelecfes
AZFb os espermatozoides podem ser recuperados somente em casos com ejaculado e HP,
apesar de nenhuma gravidez termo ser alcancada.

Os cariotipos anormais foram observados apenas em AZFbc (12 casos). Estes
incluiram 6 casos sem tratamento (de 10 casos), 5 casos com SCOS (de 10 casos), e 1 caso
MA. Considerando o0s nossos 125 pacientes com analise de cariotipos, isto dd uma taxa de
9,6% de pacientes com cariotipo anormal e com microdelecdo AZFb, que é semelhante a
anteriores estudos que relataram de 9-50% em AZFbc (Kumtepe et al., 2009; Patrat et al.,
2010; Kim et al., 2012; Totonchi et al., 2012).

Pacientes com microdelecbes AZFb ndo tém espermatozoides nos seus tubulos
seminiferos. Os nossos resultados estdo de acordo com estas descobertas no entanto as
espermatozoides podem ser recuperados em situacfes Unicas: na presenca da microdelecédo
P5/P1 proximal (AZFb+DAZ), sem gravidez (Soares et al., 2012); na presenca da
microdelecdo IR4/P2 distal (AZFbp+DAZ) com espermatozoides do ejaculado e sem
fertilizacdo (Soares et al., 2012); na presenca da microdelecdo IR4/P1 proximal
(AZFbp+DAZ) resultando em aborto (Soares et al., 2012) e na presenca da microdelecao
IR4/P1 distal (2 casos AZFhc), com espermatozoides do ejaculado (aborto de trigémeos) ou
com espermatozoides testiculares (sem gravidez) (Costa et al., 2008). Embora as
microdelecdes em AZFb consideram-se associadas com fenotipo MA e auséncia de
espermatozoides recuperados (Vogt et al., 1996; Martinez et al., 2000; Stouffs et al., 2005;
Patrat et al., 2010), sdo relatados casos que mostram que existe a possibilidade de
recuperacdo de espermatozoides em AZFb (Costa et al., 2008; Ferras et al., 2004; Kim et
al., 2012; Soares et al., 2012.), AZFbc (Soares et al., 2012; Choi et al., 2013) e em AZFbp
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(Choi et al., 2004; Totonchi et al., 2012), devido & diferente extensdo e localizagdo da

delecdo.

5.3 Microdelecbes AZFc

Dos 82 pacientes com microdelecdes AZFc (3 pacientes sem diagnostico de
oligozoospermia severa ou azoospermia secretora), 29 (35,4%) tiveram oligozoospermia
severa e 53 (64,6%) azoospermia secretora. Entre os casos com oligozoospermia severa, 12
ndo realizaram tratamento e ndo tinham fendtipo testicular diagnosticado, 16 tiveram ciclos
de tratamento de ICSI com espermatozoides do ejaculado (8 NB, 2 abortos), e 1 teve HP e
realizou TESE (1 aborto). Entre 0s casos com azoospermia secretora, 9 ndo realizaram
tratamento e ndo tinham diagndstico do fendtipo testicular. Dos 44 casos com diagndstico,
17 (38,6%) tiveram SCOS (10 sem recuperacdo de espermatozoides; 7 com recuperacao de
espermatozoides e 2 NB), 13 (29,5%) tiveram PM (2 sem recuperacdo de espermatozoides;
11 com recuperagdo de espermatozoides e 5 NB), e 14 (31,8%) tinham HP (10 NB). Os
nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores, onde demonstram que as
microdelecdes AZFc ndo impedem a possibilidade de recuperacdo de espermatozoides na
TESE e que o fendtipo pode variar de SCOS a oligozoospermia severa (Vogt et al., 1996;
Calogero et al., 2001; Fernandes et al., 2002; Oates et al., 2002; Patrat et al., 2010).

Os caridtipos anormais foram encontrados em 5 casos. Estes incluiram dois casos
tratados com espermatozoides do ejaculado (1 caso com 2 NB), um caso com SCOS (sem
gravidez), um caso com PM (sem gravidez), e um caso com HP (aborto de uma gravidez
unica). Considerando 0s nossos 125 pacientes com analise de cari6tipos isto da uma taxa de
4% de pacientes com microdelecdo AZFc e anomalias no cari6tipo, é semelhante a
anteriormente que relatada de 5-25% em AZFc (Kumtepe et al., 2009; Patrat et al., 2010;
Kim et al., 2012; Totonchi et al., 2012).

5.4 Em relacgdo as caracteristicas hormonais de pacientes

As comparagdes entre 0s casos com e sem recuperacao de espermatozoides por cada
tipo de microdelecéo, ndo revelou diferencas significativas em relacdo a idade e aos niveis
hormonais, com excecdo dos niveis de FSH elevados em pacientes sem recuperagdo de
espermatozoides com microdelecdo AZFc. Estudos anteriores, embora efetuando

comparagdes com controlos, também nédo apresentaram diferencas significativas para estes
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parametros (Martinez et al., 2000; Oates et al., 2002; Peterlin et al., 2002; Choi et al., 2013,;
Liu et al., 2013; Park et al., 2013).

5.5 Em relacdo aos parametros de estimulacao

Em relagdo as caracteristicas de estimulacéo, em ciclos TESE ndo houve diferengas
significativas em relacdo a idade, tempo de infertilidade, niveis de estradiol assim como a
dose da hormona HCG. A dose total de gonadotrofinas administradas e o tempo de
estimulacdo, foram significativamente maiores em AZFa. Em ciclos TESE-C a idade do sexo
feminino foi significativamente maior nos casos de AZFa do que em AZFc, os niveis de
estradiol em AZFb foram significativamente inferiores, e a dose da hormona HCG foi
significativamente mais baixa em AZFc do que em AZFb. Para os ciclos EJAC ndo foram
encontradas diferencas significativas. Na literatura ndo foi possivel encontrar dados para

comparagdes com 0s nossos resultados atuais.

5.6 Em relacdo aos resultados clinicos

Vérios estudos avaliaram o impacto da ICSI usando espermatozoides de pacientes
com microdelecdes no cromossoma Y. Em quase todos esses estudos anteriores, 0s autores
compararam controlos (pacientes sem microdele¢Ges) com os pacientes com microdelec¢des
AZFc. Nestes estudos os autores ndo encontraram diferencas significativas para os
resultados embrioldgicos, clinicos e de recém-nascidos, com excecdo de uma taxa de
fertilizacdo significativamente mais baixa (van Gold et al., 2001; Patrat et al., 2010; Kim et
al., 2012; Liu et al., 2013).

NOs ndo compardmos 0s nossos resultados com esse tipo de controlos, mas entre 0s
diferentes tipos de microdelecdes (AZFa, AZFb e AZFc) e tratamentos (TESE, TESE-C e
EJAC), uma vez ndo existir precedentes para esta abordagem. Em relacdo aos resultados
embrioldgicos e clinicos, em ciclos TESE ndo houve diferencas significativas para os
parametros avaliados, incluindo o numero médio de odcitos recuperados, taxa de
fertilizacdo, taxa de clivagem embrionaria, alto grau de embrides, a taxa de blastocistos,
gravidezes clinicas e em curso, taxa de implantacdo, taxa de nados vivos e de recém-
nascidos. Em relacdo aos resultados dos recém-nascidos, ndo houve casos prematuros ou
extremamente prematuro, peso muito baixo ou extremamente baixo, com um caso de

gravidez muito pré-termo e 3 casos de baixo peso ao nascer (AZFc).
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Para os ciclos TESE-C, os casos AZFc mostraram um numero significativamente
maior de média de odcitos recuperados, a taxa de maturacdo foi menor em AZFb, a taxa de
fertilizacdo foi menor em AZFc, e a taxa de clivagem embrionaria também foi menor em
AZFb. Houve um caso gravidez pré-termo e dois casos de baixo peso ao nascer (AZFc). Para
os ciclos EJAC, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos, com um caso de
gravidez pré-termo e 3 casos de baixo peso ao nascer (AZFc). No entanto, estes resultados
satisfatorios foram apenas para AZFc, pois em AZFa havia apenas 1 CP (2 recém nascidos
gémeos) e em AZFb havia apenas 2 CP, que terminaram em aborto.

Para podermos desenvolver um estudo com base em numeros reais, por vezes
liddmos com pardmetros com um baixo numero de casos na amostra, isto pode afetar os
resultados finais, tendo em conta que em algumas situacGes as comparagoes sdo feitas com
uma amostra reduzida. Isto acontece porque naturalmente hd uma prevaléncia de pacientes
com microdelecdo AZFc muito mais elevada do que pacientes com microdelecdo AZFa, por
exemplo. Portanto, devemos designar esta analise como sendo preliminar e exploratéria, no
sentido em que, com um numero mais equilibrado de pacientes entre os 3 microdelecdes,
poderia ser elaborada uma correlacdo com mais precisdo entre os diferentes parametros e

microdelecdes.
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6.Conclusoes
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6.1 Originalidade do trabalho

A singularidade deste trabalho reside nas comparagdes realizadas entre os diferentes
tipos de microdelecGes (AZFa, AZFb e AZFc) e tratamentos (TESE, TESE-C e EJAC).
Além disso, sdo apresentados os resultados de 128 pacientes com microdelecdes (3° maior
da série) avaliando detalhadamente os dados demogréficos, de estimulagdo, embrionarios,
clinicos e dos recém-nascidos. Por outro lado, o uso de um grande niimero de STS’s, para
identificar os loci especificos que estdo deletados nas diferentes regides, melhora a taxa de

fiabilidade e de detecdo das microdele¢des do cromossoma Y.

6.2 Principais elacfes

As taxas de microdelecdes no cromossoma Y e de recuperagdo de espermatozoides
testiculares foram semelhantes as previamente relatadas, bem como a associagdo com
cariétipos anormais. A alta taxa de recuperacao de espermatozoides testiculares, as taxas de
fertilizacdo similares, de gravidez clinica e de nados vivos, a auséncia de problemas na
gestacdo e com os recém-nascidos, em relacdo aos estudos anteriores, tranquilizam o homem
estéril com microdelecdes no cromossoma Y. No entanto, casos com microdelecdes na
regido AZFa e AZFb tiveram um pior prognéstico. Obtivemos um caso com uma delecao
completa da regido de AZFa e outro com uma delegcéo completa da regido de AZFb, ambos
obtiveram recuperacédo de espermatozoides. Estes dois casos seréo estudados no futuro para
a pesquisa dos pontos de rutura, a fim de elucidar a verdadeira natureza e as consequéncias

dessas delecoes.

6.3 Implicacdes clinicas

Como os filhos possuirdo a mesma microdelecdo do pai e também devido a
associacdo com o cariotipo anormal, ainda é necessario informar os pacientes sobre estas
consequéncias, assim como oferecer o diagndstico genético pré-implantacdo (DGPI) para a

triagem da aneuploidia e sele¢do do sexo feminino.
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Alteracdes de
espermograma

Tempo de abstinéncia- 2-5 dias sdo0 necessarios para que se acumule uma grande
guantidade de espermatozoides nos epididimos.

Volume- 2-5 ml é o volume normal do sémen. Pode haver hipoespermia (volume
reduzido) e hiperespermia (volume aumentado) que indicam poucos ou nenhuns
espermatozoides.

pH- valor de referencia ¢ >7,2, se for acido (>7) indica infecdo pelo bacilo da
tuberculose ou auséncia congénita dos canais deferentes.

Viscosidade- quando esta estd aumentada aliado a um tempo de liquefacdo também
aumentado (> 30min) é indicacdo para andlise do gene da fibrose quistica (CFTR).

Concentracao- o valor normal é de >20 milhdes/ml quando ha diminui¢ao da
concentragdo temos uma oligozoospermia e a auséncia de espermatozoides é
intitulada de azoospermia.

Motilidade- classificacdo em PR (progressivos rapidos), NP (ndo progressivos) IM
(imdveis) e considera-se haver astenozoospermia quando se verifica um valor de PR>
32% e necrozoospermia quando é considerada imobilidade total.

Morfologia- o valor de referéncia é de > 4% de espermatozoides normais, a
diminuicdo neste nimero é chamada de teratozoospermia.

Resisténcia da membrana- capacidade de mobilidade no trajeto desde o canal
vaginal ate 4 extremidade distal da trompa, na fecundacdo. E calculada pela
vitalidade e pelo teste hipo-osmotico, que devem ser >60%.

Aglutinacéo- a ocorréncia deste fendmeno indica a presenca de anticorpos anti-
espermatozoides.

InfecBes- a presenca de leucdcitos, bactérias, fungos ou protozoarios é indicativo de
infecdo, ¢ feita a identificacdo destes com espermocultura.

Presenca de células germinais imaturas- indica descamag&o do epitélio germinal,
caracteristico das infecfes e aquando da diminuicdo da qualidade e ndmero de
espermatozoides.

Criptorquidia

Doenca congénita caracterizada pela incompleta descida dos testiculos para o
escroto, tomando lugar na regido abdominal ou no canal inguinal. E uma causa de
azoospermia secretora. A auséncia congénita do testiculo tem o nome de anorquidia.

Anomalias
endocrinas

Muitas patologias masculinas como a anorquidia, criptorquidia, diminuicdo do
volume testicular, atraso no crescimento ou atraso no aparecimento dos caracteres
sexuais secundarios devem ser estudadas em termos endocrinoldgicos. A testosterona
é administrada para tratar défices no desenvolvimento sexual, FSH e LH é usada para
a estimulacdo da producéo de espermatozoides.

Anomalias
Genéticas

Anomalias cromossémicas:

-Estruturais: Translocagfes robertsonianas (fusdo dos bracos longos de dois
cromossomas  acrocéntricos),translocacdes reciprocas, de normospermia para
azoospermia e inversdes (Martin et al.,2008)

-Numéricas: Alteracdo no nimero de cromossomas. O sindrome de Klinefelter
(47,XXY) é caracterizado por estatura elevada e hipogonadismo. A maioria destes
casos apresentam azoospermia ou oligozoospermia severa. A diploidia é das
anomalias cromossémicas mais frequentes originada a partir de mutagdes na meiose
ou por um ambiente testicular comprometido (Poongothai. et al.,2009).

Anomalias génicas: Alteragdes nos genes, como a uma proteina que codifica o gene
CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) estando situada no
brago longo do cromossoma 7. Afeta os canais i6nicos no epitélio da membrana
celular levando & fibrose cistica e auséncia congénita bilateral dos vasos deferentes
(CBAVD).




Microdelec6es no cromossoma Y:Causada pelo desaparecimento de genes no
cromossoma Y, esta presente em homens com fertilidade reduzida. Microdelegdes no
braco longo do cromossoma Y (Yq) sdo as mais significativas associadas a
azoospermia, oligozoospermia severa e insuficiéncia testicular primaria grave com
uma baixa densidade de espermatozoides. Delecfes de novo também sdo
microdele¢des neste braco longo (Yq) com uma incidéncia significativa (Poongothai.
et al.,2009).

Azoospermia

Secretora: Esta doenca é consequéncia de lesGes ao nivel da espermatogénese e tem
inimeras causas tanto genéticas como secundarias. Caracterizada pela ndo produgéo
de espermatozoides ou producdo em numero insuficiente. Pode estar associada a
varios fatores como criptorquidia, anomalias do cari6tipo, mutacfes genéticas do
cromossoma Y, distUrbios enddcrinos, infecdo testicular ou exposicdo a toxicos ou
radioterapia e quimioterapia. Associada também a vérias sindromes como SCOS
(auséncia completa de células germinais), MA (paragem da maturacdo das células
germinais em meiose) e HP (hipoespermatogénese).

Obstrutiva: Ha producéo de espermatozoides que estdo ausentes no ejaculado,
causado pela obstrucéo dos canais deferentes que normalmente os conduzem para o
exterior ou auséncia congénita dos canais genitais excretores. Se a causa for genética
o0s pacientes devem efetuar ecografia renal e pélvica, assim como o estudo das
mutacdes no gene CFTR. Também pode ser devido a vasectomia. Geralmente é
secundaria a infe¢cdes genitais, a cirurgia escrotal, e a cirurgia de corre¢do de hérnia
inguinal.

Disturbios da
ejaculacéo

Anejaculagdo: definida como a auséncia de erecéo e/ou de ejaculagdo causada por
lesBes na medula espinhal ou dos nervos pélvicos, ou associada a doengas vasculares,
medicamentos e distdrbios do foro psicolégico.

Ejaculacéo retrégrada: O mecanismo desta disfuncao é a incapacidade do esfincter
interno da bexiga, 0 masculo na base da bexiga, de contrair durante a o ato
ejaculatério. A ejaculacéo retrdgrada ocorre, quando o semen reflui para a bexiga
urinaria em vez de viajar até a uretra e ser expelido para o exterior (Sasso et al.,
2003).

Aproximadamente 10% dos homens inférteis apresentam um sistema genital sem
quaisquer problemas, sendo diagnosticados como inférteis sem razdo aparente, pois
hé& anomalias dos espermatozoides para 0s quais ndo ha testes de detecdo. A
incapacidade de ligacdo ou penetragdo dos revestimentos externos do ovoécito,
incapacidade de fuséo ou ativagdo pds-fusdo com o ovdcito sdo causas comuns para
esta infertilidade “idiopatica”.

Hidrocelo: Acumulagdo congenita de liquido no escroto, diminui a qualidade do
sémen.

Varicocelo: E uma anomalia vascular do escroto em que hé veias espermaticas
dilatadas e tortuosas dentro do plexo pampiniforme. Diminui a qualidade do sémen.

Quistos do epididimo: E uma causa da azoospermia obstrutiva, pode ser congénito
ou secundario a infeges.

Torcao testicular: Ocorre acidentalmente e pode levar & remocao do testiculo
(orquidectomia).

Traumatismos escrotais: E uma causa de azoospermia secretora.

Tumores
malignos

O tratamento destes casos é sempre muito agressivo, podendo ser necessaria
intervencdo cirdrgica de remocédo do 6rgao (no caso do testiculo, orquidectomia),
quimioterapia e radioterapia, estes tratamentos causam esterilidade.




Anomalias
anatémicas

-Modificacdo da morfologia dos genitais externos (intersexo);

-Modificacdo do tamanho e forma do pénis (micropénis);

-Modificacdo da localizagdo do meato urinario (hipospadias; epispadias);
-Modificacdo da dimensdo e posicionamento dos testiculos (hipotrofia: diminuicéo
moderada do volume. Atrofia: diminuicdo acentuada do volume.

Criptorquidia e anorquidia)

Outras causas de
infertilidade

-Frequéncia de relacdes sexuais;

-Antecedentes familiares;

-Habitos, alimentacdo, desporto, profissdo e medicamentos (aumento da temperatura
escrotal, nicotina, drogas, alcool, obesidade, magreza, sedentarismo, quimicos
industriais e alimentares, poluicdo do ar, radiacfes);

-Patologias sistémicas, cardiovasculares, eritrocitérias, da hemoglobina e da
coagulagdo (doengas respiratorias, auto-imunes, gastro-intestinais, neuroldgicas,
psiquiatricas e mentais);

-Traumatismos e acidentes;

-Stress ocupacional e associado & incapacidade de conceber e aos tratamentos de
RMA.

Anexo 1: Causas de infertilidade Masculina




Caridtipos Anormais (25) Microdelecbes

46,X,der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.2) a-b-c
46,XX a-b-c
46,X der(X), t(X;Y) a-b-c
46,XX (SRY+) a-b-c
46,X, der(X)t(X;Y) a-b-c
46,X,del(Y) a-b-c
46,X,del(Y) a-b-c
46,X, der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.2) a-b-c
46,XY(25)/45,X(10) b-c
46,X,+mar b-c
46,X,dic(Y;Y) b-c
45,X(13)/46,X,idic(Y)(q11.2)(16) b-c
46,XY, del(Y)(ql1.23) b-c
46,X,dic(Y;Y) b-c
46,X,idic(Y) b-c
46,X,del(Y) b-c
46,X,del(Y)q11.22?172) b-c
46,X,idic(Y) b-c
46,X,del(Y) b-c
46,X,dic(Y;Y) b-c
46,XY, 1(3;7) C
46,X,dic(Y;Y) C
46,X,inv(Y)(p11.2q11.2) c
46,X,inv(Y)

45,XY der(13;14) c

Anexo 2: Pacientes com anomalias nos cariotipos e com microdele¢es no cromossoma Y.



Anexo 3: Producéo Cientifica
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