CARLOS HENRIQUE PAIVA GRANGEIRO

Avaliacdo genomica da infertilidade masculina

idiopatica por azoospermia n&o obstrutiva

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
pos-graduacdo da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo,
como parte dos pré-requisitos para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias

Area de Concentragio: Genética

Orientadora: Profa. Dra. Lucia R. Martelli

Ribeirdo Preto

2018



Autorizo a reproducdo e divulgacdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Grangeiro, Carlos Henrique Paiva

Avaliacdo gendmica da infertilidade masculina idiopatica por azoospermia
ndo obstrutiva. Ribeirdo Preto, S&o Paulo, 2018.

176p. :il. ; 30cm

Tese de doutorado apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto / USP. Area da concentracdo: Genética.
Orientadora: Martelli, Ldcia.

1. Infertilidade masculina. 2. Azoospermia 3. Hibridacédo
genbmica comparativa. 4. Variante de nimero de cépias (CNV). 5.
Regides de perda de heterozigosidade (LOH




APOIO E INSTITUCIONAL e SUPORTE FINANCEIRO

Este trabalho foi realizado com apoio e suporte financeiro das seguintes instituicdes:

1) Programa de Exceléncia Académica (PROEX) da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) — Processo:
1414115/2014

2) Fundacdo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo
Paulo (FAEPA)

3) Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo (HCFMRP)

4) Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo




FOLHA DE APROVACAO

Nome: GRANGEIRO, Carlos Henrique Paiva

Titulo: Avaliacdo genémica da infertilidade masculina idiopatica por azoospermia ndo

obstrutiva.

Aprovado em:

Prof. Dr.

Tese apresentada ao Programa de P0Os-graduacgédo
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo, como parte dos pré-
requisitos para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias

Area de Concentragio: Genética

Banca Examinadora

Intistuicao:

Assinatura;

Prof. Dr.

Intistuicao:

Assinatura;

Prof. Dr.

Intistuicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Intistuicdo:

Assinatura;

Prof. Dr.

Intistuicdo:

Assinatura:




José

Maria Boanerges Irene
O
Valdo ;::;mna
-0 [0
Luiz Juliana Junior Armanda P Gerluce
Bernardo

A minha FAMILIA



“Eu confesso que a genética ¢ um assunto que me fascina porque suas leis, que também

séo azares, formulam-se a base de um grande e poético mistério.”

Vinicius de Moraes

Saudade dentro do peito
E qual fogo de monturo
Por fora tudo perfeito,
Por dentro fazendo furo.

Ha dor que mata a pessoa
Sem d6 e sem piedade,
Porém ndo ha dor que doa
Como a dor de uma saudade.

Saudade é um aperreio
Pra quem na vida gozou,
E um grande saco cheio
Daquilo gue ja passou.

Saudade é canto magoado
No coracdo de quem sente

E como a voz do passado
Ecoando no presente.

Patativa do Assaré

“Em geral, ndo sdo nossas ideias que nos fazem otimistas ou pessimistas, mas ¢ o

N0sso otimismo ou pessimismo que faz nossas ideias”.

Miguel de Unamuno y Jugo


https://www.pensador.com/autor/patativa_do_assare/

AGRADECIMENTOS

S&o duas as palavras que ajudam a expressar 0s meus agradecimentos: obrigado e
gratiddo. Obrigado, deriva do latim obligatus e significa manter-se ligado (elo) as pessoas
como débito por terem prestado um favor ou auxilio (“fico obrigado a vocé” ou “fico
devendo obrigacédo a vocé). Gratidao, deriva do latim gratia, que significa estima por tudo
que recebi de uma determinada pessoa. Nesse sentido, mesmo com todos os elos, tenho mais

gratia que obligatus.

A todos os pacientes que aceitaram participar dessa pesquisa, mesmo sabendo que
0s possiveis resultados podiam ndo trazer respostas as suas duvidas ou trazer beneficio
direto, mas que poderiam contribuir para sanar duvidas dos outros. Foram momentos de

intenso aprendizado nédo so cientifico, mas também humano.

A Dra. Lucia Martelli, minha orientadora, que me acolheu e quem sempre me
estimulou. Tornou-se referéncia ndo sé profissional, mas também humana. Sou imensamente
grato por sua confianca, seus ensinamentos que muitas vezes vinham com um leve puxao de

orelha (“isso deve ser coisa do Carlos...”) e, 0 mais importante, sua amizade.

Ao Dr. Jeremy Squire, pelas sugestdes sempre pertinentes, fomento na compra das
laminas de hibridacdo genémica e colaboracdo atenta na realizacdo desse projeto. Tinha até
esperanca de associar o PTEN ao trabalho, para estimula-lo ainda mais nas discussfes. Meu

muito obrigado!

A banca examinadora pela disposicdo e contribuicdo para o crescimento deste
trabalho.

Ao “Trio Fantéstico” (Dra. Juliana Dourado, MSc. Tatiana Mozer, A Dra. Flavia
Gaona) que com suas diferentes expertises, contribuiram intensamente em diferentes etapas

desse projeto.

A Dra. Juliana Dourado, pela parceria na investigagcdo gendmica de pacientes

inférteis com oligozoospermia e na realizacdo de parte da investigacdo molecular.

A MSc. Tatiana Mozer, a Tati, a nossa CITOGENOMICISTA, meu muito obrigado

por sua amizade e companheirismo. Guardo com muito carinho a sua parceria constante, seja



na bancada nos fins de semana ou as vezes a noite, nas saidas etilicas ou “glutonicas” e ¢

claro, seu suporte técnico de exceléncia.

A Dra. Flavia Gaona, a Flavinha, pela amizade e parceria na realizacio da técnica
de Hibrida¢ao Gendmica Comparativa. Sei que vocé sofreu junto com aquelas duas “bolas

amarelas” que apareceram no primeiro experimento...

Aos amigos do Bloco C e Laboratério de Citogenética Molecular Humana
(Alexandra, Thiago, Clarissa, Livia, Silvio e Victoria) pela parceria, discussdes dos dados

preliminares e varios momentos de alegria.

Ao Servico de Genética Médica do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto,
minha segunda casa, onde conclui minha especialidade e que permitiu a realizacdo desse
projeto. Agradeco a todos os docentes (Dra. Lucia Martelli, Dr. Pina, Dra. Ester Ramos e
Dr. Victor Ferraz), assistentes (Jair, Lisandra e Wagner) e colegas de residéncia (Ricardo,
Dani, Clarissa, Lucia, Ju, Ana, Sue, Paolita, Rayana, Thereza e Deivid) pela amizade e
aprendizado. Um agradecimento especial a Fatima Carvalho, que sempre cuidou muito
bem de mim e dos nossos pacientes. Obrigado por aquele abraco, beijo e risadas antes de
comecar os ambulatérios. Muito obrigado Fatinha! Nossa formagcdo como especialistas
também passa pela sala 19 do corredor 9 dos Ambulatérios do Hospital das Clinicas de
Ribeir&o Preto.

Aos biologistas do Laboratorio de Citogenética do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto (Rinaldo e Sarah) e, em especial, a Lucimar Aparecida Fernandes
Laureano que sempre me “acudiu” quando eu vinha com mais um tubo verde inesperado.

Nunca irei esquecer do ramal 2743 e logo apds: “Chefa, posso coletar amostra agora?”

Ao Laboratério de Imunogenética Molecular da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, em especial ao Prof. Dr. Geraldo Aleixo Passos Junior que permitiu
utilizacdo de parte dos equipamentos para a realizacdo da técnica de Hibridagdo genémica
e, em especial, a Dr. Amanda Freira Assis Riccardi e ao mestrando Max Jordan de Souza

Duarte que nos auxiliaram na realizacdo, extracao e analise dos resultados de array.

Aos funcionarios do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, em especial a Susie, que sempre ajudou nesse percurso complexo da pos-

graduacdo. Susie, meu muito obrigado. Sentirei saudades.



Ao Prof. Dr. Carlos Molina e a todos os contratados e residentes do ambulatdrio
de infertilidade do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto pelo encaminhamento dos
pacientes e por acreditarem que a investigacdo genético-clinica é importante na avaliacao

dos seus pacientes.

A Dra. Juliana Meola, ao Dr. Jair Huber e novamente ao Dr. Carlos Molina pela

discussdo e sugestdes durante a banca de qualificacéo.

A MSc. Ana Carina Fernandes Ometto Schineider, minha primeira professora de
Genética, no curso de Ciéncias Bioldgicas; a Profa. Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst,
minha professora de Genética na Faculdade de Medicina e orientadora de iniciacdo cientifica
(me aturou por 5 anos da graduacdo, sendo 4 anos na monitoria da disciplina de Genética e
mais 2 anos na iniciacdo cientifica) e mais uma vez a Profa. Dra. Lucia Martelli, que me
orientou nos cursos de pds-graduacdo (Residéncia Médica e Doutorado), nesses 7 anos de
vida ribeirdopretana. Obrigado por terem contribuido com a minha formacéo e manterem o

fascinio pela Genética.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e &
Fundacdo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FAEPA) pelo apoio financeiro.

Aos amigos que também participaram dessa empreitada. Os que estdo distantes, em
Fortaleza, os que me receberam em Ribeirdo Preto (Mona/Leudo), 0s que me aceitaram na
familia que formamos no “por tras da Fiusa” (Belise Kmentt e Felipe Mavignier) e os que
foram aparecendo e que fui adentrando em suas casas (Ju Josahkian, Ricardo, Tati e

Simone).

A Deus e a minha familia por darem o significado a minha vida. Em especial aos
meus pais Valdo e Madalena, que sofreram bastante com a minha vinda para Ribeirdo, mas
gue com o tempo, compreenderam que a felicidade do seu filho também dependia desses
passos fora de casa. A Ju e ao Junior, meus irmaos, que sempre confiaram e apoiaram seu
irmdo cagula. Amo vocés! Ao bebé Bernardo (Dedé), que tem reavivado 0 amor na nossa
familia e propiciado muitos momentos de risos faceis com as suas peripécias. Ao Luiz e a
Armanda, que decidiram por fazer parte da familia e por fim, e em especial, a minha
namorada, noiva, companheira e, finalmente, esposa Gerluce Lourenco. Obrigado pelo seu

amor e companheirismo. Te amo.



RESUMO

GRANGEIRO, C. H. P. Avaliacdo genémica da infertilidade masculina idiopatica por
azoospermia n&o obstrutiva [tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de S&o Paulo, Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto; 2018; 176 paginas

Infertilidade conjugal é uma doenca do sistema reprodutivo que acomete cerca de 20% dos
casais e na qual o fator masculino responde por metade desses casos. A infertilidade
masculina é um fendtipo complexo que abrange diferentes fatores. Os fatores geneéticos
envolvidos variam desde mutacBes pontuais, microdele¢cdes no cromossomo Y, até
alteracfes cromossdmicas, como a Sindrome de Klinefelter. Mesmo ap6s avaliacao clinico-
laboratorial detalhada, metade dos pacientes permanece sem a identificacdo de um fator
causal, caracterizando a infertilidade idiopatica. Nesse grupo, observamos com maior
frequéncia os pacientes com falha espermatogénica primaria, que clinicamente apresentam
oligozoospermia grave ou azoospermia ndo obstrutiva (ANO) e, no qual, preponderam
fatores genéticos ainda desconhecidos. Para auxiliar na compreenséo de possiveis alteracdes
gendmicas, sejam as variantes de nimero de copias (CNVs) ou as regides de perda de
heterozigosidade (LOHSs), envolvidas com infertilidade masculina idiopéatica, 16 pacientes
com ANO e 6 controles foram investigados pela técnica de hibridacdo genémica
comparativa (aCGH) utilizando a plataforma 4x180 CGH+SNP Agilent® com anélise dos
dados pelo software Nexus 8.0. Ndo foram observadas diferengas significativas tanto no
nimero, como no tamanho das alteracbes genémicas em ambos os grupos. Foram descritas
18 novas alteracGes gendmicas com efeito sobre a producdo espermatica, distribuidas na
forma de 12 ganhos, 3 perdas e 3 LOHs. Os ganhos mais significativos para o fenotipo
azoospermia néo obstrutiva foram descritos em 7936.3, 17921.33, Xg21.1 e Ypl11.2. Nessas
regibes, 0s genes com maior impacto sobre o fendtipo foram, respectivamente, SHH,
COL1A1, COX7B e LINC00279. Ganhos envolvendo a sub-banda Yq11.223 e contendo
copias dos genes DAZ1 e DAZ4 foram considerados benignos. As trés perdas detectadas em
2031.1, 3p21.1-21.31 e 15q11.2, contendo, respectivamente, os genes DLX1, CACNA2D2 e
representantes da familia de receptores olfatérios foram consideradas relevantes. A anélise
das LOHs em fend6tipos complexos € escassa e desafiadora. No presente trabalho, foram
descritas 3 dessas alteracdes, localizadas em 1p31.1, 7921.1 e 12¢g21.1-21.2 e compartilhadas
por mais de um individuo infértil. A descricdo dessas alteragdes gendmicas contribui para a
compreensdo de mecanismos complexos e ainda pouco estudados, que resultam em
azoospermia ndo obstrutiva decorrente da falha espermatogénica primaria.

Palavras-chave: Infertilidade masculina. Azoospermia. Hibridagdo gendémica comparativa.
Variante de namero de cdpias (CNV). Regibes de perda de heterozigosidade (LOH).



ABSTRACT

GRANGEIRO, C. H. P. Genomic assessment of idiopathic male infertility by non-
obstructive azoospermia [thesis]. Ribeirdo Preto: University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto
Medical School; 2018;

Infertility is a disease of the reproductive system that affects about 20% of all couples, with
half of the cases being related to the male factor. Male infertility is a complex phenotype
associated with an interaction of different factors. The genetic factors involved may range
from point mutations, microdeletions on the Y chromosome to chromosomal changes such
as Klinefelter syndrome. Even after detailed clinical-laboratory evaluation, the etiology may
remain unknown in approximately half of the patients, and, in such cases, the infertility can
be classified as idiopathic. This group of patients more frequently present with primary
spermatogenic failure, with severe oligozoospermia or non-obstructive azoospermia (NOA).
Nevertheless, the underlying genetic factors are still largely unknown. In order to better
understand the potential genomic changes involved with idiopathic male infertility, sixteen
patients with NOA and 6 controls were investigated in this study. Copy number variants
(CNVs) and regions of loss of heterozygosity (LOHSs) were assessed by array comparative
genomic hybridization technique (aCGH), using the Agilent® 4x180 CGH + SNP platform.
Data analyses was performed using Nexus 8.0 software. No significant differences between
the groups were observed in relation to either the number or the size of the genomic changes.
Eighteen new genomic alterations were described that were associated with sperm
production (12 gains, 3 losses and 3 LOHSs). The most important gains for the non-
obstructive azoospermia phenotype were observed in 7936.3, 17921.33, Xg21.1and Yp11.2.
In these regions, the genes related to greatest impact on the phenotype were SHH, COL1A1,
COX7B and LINCO00279, respectively. Gains involving the Yql1.223 sub-band and
containing copies of the DAZ1 and DAZ4 genes were considered benign. All 3 losses
detected in 2¢31.1, 3p21.1-21.31 and 15ql11.2, containing, respectively, the DLX1,
CACNA2D2 genes and representatives of the olfactory receptor family were considered
relevant. Analysis of LOHs in complex phenotypes such as male infertility has been
infrequently reported and is challenging. In the present study, three significants LOHs were
found (1p31.1, 7g21.1 and 12qg21.1-21.2) and were identified in more than one infertile
individual. The description of these genomic alterations contributes to a better understanding
of this complex and poorly explored mechanisms that results in non-obstructive azoospermia
due to primary spermatogenic failure.

Keywords: Male infertility. Azoospermia. Comparative genomic hybridization. Copy
Number Variation (CNV). Loss of Heterozygosity (LOH).
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1. INTRODUCAO
1.1 Infertilidade Conjugal e o Impacto do Fator Masculino

A reproducédo é uma etapa fundamental na vida ndo sé de um individuo, mas da
populacdo como um todo. Problemas relacionados com a fertilidade tém implicacbes
médicas, psicossociais e econémicas, resultando em estresse psicoldgico, particularmente
em uma estrutura social com forte énfase na fertilidade (SMITH et al., 2014; KUMAR &
SINGH, 2015; TOURNAYE et al., 2016; MUMTAZ et al., 2017).

Infertilidade conjugal é definida clinicamente como uma doenca do aparelho
reprodutivo caracterizada pela incapacidade de concepcdo ap6s 12 meses de intercursos
sexuais de forma regular e sem a utilizagdo de métodos contraceptivos (ZEGERS-
HOCHSCHILD et al., 2009; WHO, 2010; BISHT et al.; 2017). Deve ser entendida como
um problema de salide publica que afeta 15 a 20% dos casais ao redor do mundo, o que
corresponde a mais de 100 milhdes de pessoas (INHORN & PATRIZIO, 2015; KHERRAF
etal., 2017).

Os primeiros dados sobre a prevaléncia de infertilidade por fator masculino surgiram
no inicio da década de 1990 nas clinicas de fertilidade. Naquela época, 10% da populacao
masculina em idade reprodutiva procurava avaliagdo e em 20% desses homens, algum fator
relacionado com infertilidade era identificado. A maioria dos casos estava relacionada aos
fatores feminino ou ndo era investigada (SMITH et al.; 2014).

Atualmente, o fator masculino € responsavel por metade dos casos de infertilidade
conjugal, sendo 20% como fator isolado e 30% associado ao fator feminino (ASRM, 2015).
Essa frequéncia apresenta diferencas regionais. As maiores prevaléncias sdo observadas no
Leste Europeu e Oriente Médio, enquanto que o continente africano e regides da Asia
registram menor impacto do fator masculino na infertilidade conjugal (Figura 1). Essa
distribuicdo heterogénea se deve a escassez de dados estatisticos sobre a fertilidade
masculina que, por sua vez, pode ser explicada pelos seguintes fatores:

a) Viés de afericdo, na medida em que apenas uma parcela dos homens procura

assisténcia médica para investigar problemas associados a fertilidade;

b) Fatores sociais, uma vez que o diagndéstico de infertilidade masculina ainda é tabu

em alguns paises onde as sociedades patriarcais predominam (norte da Africa e
Oriente);
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c) Auséncia de registro, ja que a infertilidade masculina so6 foi considerada como
doenca ha algumas décadas (WINTERS & WALSH, 2014; AGARWAL et al.,
2015).

Figura 1 — Representagéo da distribuicdo global dos casos de infertilidade devido ao fator masculino

Europa
(50%)

Africa
43%
20-40%
Africa
Subsaariana

A figura demonstra a heterogeneidade da prevaléncia de infertilidade por fator masculino em escala global.
O Leste Europeu e Oriente Médio apresentam maior prevaléncia, enquanto que paises africanos e outras
regides da Asia, devido a questdes culturais e a auséncia de investigacio especializada, respondem por um
menor nimero de casos. Dados mais precisos e confidveis sdo provenientes das agéncias de salide americana
e europeia. (Adaptado de AGARWAL et al., 2015).

1.2 Infertilidade por Fator Masculino e a Investigacado de um Fendtipo
Complexo

A infertilidade por fator masculino é um fenotipo complexo que integra maltiplos
Orgdos, tais como: hipotalamo, hipofise e gbnadas, além de processos bioldgicos
intrinsicamente regulados como a espermatogénese. Deve ser compreendida como um
espectro clinico no qual cada individuo contribui com um conjunto de diferencas genéticas,
protedmicas e metabdlicas que interagem de forma complexa (KOVAK et al., 2013; ASERO
etal., 2014; NAGIRNAJA et al., 2017).

Muitos fatores parecem contribuir para o fenétipo, tais como idade, obesidade,

exposicao a agentes quimicos e fisicos, doencas infecciosas ou sistémicas, efeitos adversos
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a medicac0es, alteragdes imunolodgicas, hormonais, psicoldgicas e fatores genéticos, levando
a alteracdo da espermatogénese (RATO etal., 2012; LEAVER, 2016; BIENIEK et al., 2016).

A investigacdo dessa doenca complexa necessita de uma estratégia diagndstica
baseada, inicialmente, na avaliagcdo urolégica com anamnese e exame fisico detalhado,
associada a exames complementares que incluem perfil hormonal, avaliagdo seminal e
exames de imagem. Naqueles pacientes nos quais essa abordagem néo foi elucidativa e que
apresentam alteracdo da concentracdo espermatica, o aconselhamento e a investigacao
genética tornam-se ferramentas essenciais na rotina diagndstica (ANAWALT, 2013;
GUDELOGLU & PAREKATTIL, 2013; LEAVER, 2016; MITTAL et al., 2017).

O espermograma € o principal método de avaliacdo do potencial de fertilidade.
Dentre outras caracteristicas, ele analisa a funcéo testicular (producdo de espermatozoides),
o funcionamento adequado dos outros componentes do sistema genital (glandulas
acessorias) e a capacidade ejaculatéria, além de auxiliar na complementacdo da rotina
diagnostica na infertilidade masculina (CENTOLA, 2014).

Os parametros seminais foram revisados em 2010 pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) que utilizou um grupo com cerca de dois mil homens, em sete paises, de trés
continentes, que foram capazes de gerar descendéncia em até um ano apos suspensdo de
métodos contraceptivos. Os valores obtidos de cada parametro foram distribuidos em uma
curva normal gerando valores médios e intervalos de confianga. VValores maiores ou iguais
ao percentil 5 (p5) foram considerados a referéncia para cada parametro. Dentre 0s principais
parametros analisados no liquido seminal destacam-se a concentracdo de espermatozoides,
a motilidade progressiva e a morfologia espermatica (WHO, 2010; ESTEVES, 2016).

A partir da avaliacdo dos parametros seminais padronizados pela Organizacdo

Mundial da Satde em 2010, foram estabelecidas as seguintes categorias:

a) Oligozoospermia: concentragdo espermatica menor que 15 milhGes de
espermatozoides/mL no liquido seminal. Segundo a gravidade desse parametro,
esses pacientes podem ser subclassificados em:

- Oligozoospermia leve: 10-15 milhdes de espermatozoides/mL;

- Oligozoospermia moderada: 5-10 milhdes de espermatozoides/mL;

- Oligozoospermia grave: < 5 milhGes de espermatozoides/mL (SILBER &
DIETECHE, 2012; SMITH et al., 2014);


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silber%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20301513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silber%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20301513
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b) Azoospermia: auséncia de espermatozoides apds duas centrifugacdes do liquido
seminal, a 3000g, por 15 minutos;

c) Criptozoospermia: auséncia de espermatozoides na avaliagdo seminal, porém com
presenca de algumas formas apoés a centrifugacdo do liquido seminal;

d) Astenozoospermia: reducdo da motilidade espermética (<32%) avaliada pela
motilidade progressiva. Resulta da soma da motilidade progressiva rapida e lenta;

e) Teratozoospermia: reducdo de formas normais dos espermatozoides (< 4%) pelo

critério estrito de Tygerberg.

A combinacéo das alteragdes na concentracdo, motilidade e morfologia espermatica
resultam em oligoastenoteratozoospermia (OAT).

Pacientes com azoospermia sao classificados em dois grupos para diferenciar a falha
espermatogénica priméria, que caracteriza a azoospermia ndo obstrutiva, do bloqueio do
sistema ductal masculino (azoospermia obstrutiva). Essa distin¢do utiliza critérios clinicos e
laboratoriais, que podem incluir a biopsia testicular e é essencial, na medida em que, esses
dois tipos de alteracdo apresentam etiologia, avaliagdo e manejo completamente distintos
(ALVARENGA & PAGANI, 2013).

A azoospermia obstrutiva é observada em 40% dos homens com azoospermia e €
caracterizada pelo bloqueio da fungdo exdcrina e da normalidade da funcdo enddcrina
testicular. A azoospermia nao obstrutiva, por sua vez, afeta cerca de 1% da populacéo geral
e 10 — 15% dos homens em avaliacdo por infertilidade. E caracterizada pela falha
espermatogénica primaria associada a trés diferentes padrbes de alteracdo histopatoldgica
(ASRM, 2008; WOSNITZER et al., 2014; BEHRE et al., 2015):

a) Hipoespermatogénese (HS) ou parada incompleta da maturacdo espermatica: todos
0s estdgios da espermatogénese estdo presentes, porém com reducdo, de grau
variavel, de todos os estagios de maturacdo. Inclui diferentes padrdes de tubulos
seminiferos. Alguns contendo apenas células de Sertoli, com hialinizacdo dos
tubulos, enquanto outros apresentam espermatogénese completa. Clinicamente, 0s
pacientes apresentam oligozoospermia;

b) Parada completa da maturagéo de celulas germinativas (PMCG): caracterizada pela
parada da progressdo normal da espermatogénese, geralmente no estagio de
espermatocito primario. Na microscopia Optica, sdo observadas numerosas

espermatogonias, poucos espermatocitos, nenhum espermatozoide maduro e células
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de Sertoli proeminentes. Ndo h& alteracdo da membrana basal e componente
intersticial;

c) Aplasia de células germinativas (ACG) ou Sertoli Cell-Only Syndrome (SCOS):
tubulos seminiferos de tamanhos reduzidos, apresentando ceélulas de Sertoli de

histologia normal e auséncia completa das células germinativas.

1.3 Etiologia da Infertilidade por Fator Masculino

ApOls extensa rotina diagnostica, algum fator congénito ou adquirido pode ser
detectado em metade dos pacientes em investigacdo por infertilidade masculina.
Clinicamente, esses fatores podem ser classificados em trés diferentes categorias
(TOURNAYE et al., 2016):

1.3.1 Alteracéo do Funcionamento do Eixo Hipotalamo-Hipdéfise-Gonada
(Causas Pré-testiculares)

A integridade da anatomia e fisiologia do sistema genital masculino, associado com
o funcionamento correto de outros sistemas, como o enddcrino, é crucial para a manutencdo
da fertilidade. A desregulacdo enddcrina dos eixos hipotalamo-hipéfise-gbnada, hipotalamo-
hipbfise-adrenal e sistema adrenérgico pode alterar a producdo de espermatozoides e
horménios pelo testiculo, comprometendo a fertilidade masculina (NARGUND et al., 2015)
(Figura 2).

As alteracdes do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo podem ser congénitas ou
adquiridas e sdo clinicamente caracterizadas por hipogonadismo hipogonadotréfico, atraso
puberal, reducdo dos caracteres sexuais, ginecomastia e reducdo do volume testicular
(TOURNAYE et al., 2016).

As formas congénitas de hipogonadismo hipogonadotrofico sdo condigdes raras, de
etiologia genética heterogénea, maior prevaléncia no sexo masculino (5 homens:1mulher) e
caracterizadas por faléncia da funcdo gonadal secundéaria aos defeitos de sintese, secrecao
ou acdo anormal do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Classicamente, séo

divididos em dois subtipos:
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Figura 2 — Eixo Hipotalamo-Hipd&fise-Testiculo.
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A figura evidencia como as gonadotrofinas humanas atuam na funcdo enddcrina e exdcrina testicular. O
GnRH hipotaldmico regula a producéo das gonadotrofinas FSH e LH nos gonadotropos do lobo anterior da
hipofise. O LH atua principalmente nas células de Leydig estimulando a sintese de testosterona (funcéo
enddcrina), enquanto que o FSH atua nas células de Sertoli regulando a espermatogénese (fungéo exdcrina)
e secrecao de Inibina B, que ird suprimir seletivamente o FSH hipofisario. GnRH - Hormonio regulador da
liberacdo de gonadotrofinas; FSH - Hormonio foliculo estimulante; LH - Horménio luteinizante; E; - 173
estradiol; DHT - diidrotestosterona (Adaptado de BHASIN & JAMESON, In: Harrison's Principles of
Internal Medicine, 2015).


http://accessmedicine.mhmedical.com/book.aspx?bookid=331
http://accessmedicine.mhmedical.com/book.aspx?bookid=331
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a) Sem distdrbio olfatorio (normosmia): pode ocorrer de forma isolada ou associada
com outras manifestagdes clinicas, como na sindrome de Prader-Willi e de
Laurence-Moon-Biedl (BEROOKHIM et al., 2014);

b) Associado com distarbio olfatério (anosmia ou hiposmia), caracterizando a
Sindrome de Kallmann. Mais de 50 genes ja foram associados com a migracdo
dos neurdnios produtores de GnRH e das fibras olfatorias do placoide respiratorio
para o prosencéfalo. Neste grupo, podemos observar malformacgdes como fenda
labial e/ou palatina, agenesia dentaria e renal, além de alteracdes esqueléticas
(AMATO et al., 2017).

As formas adquiridas de hipogonadismo hipogonadotréfico estdo associadas ao uso
exogeno de esteroides anabolizantes e ao comprometimento hipofisario por doencas
autoimunes e infiltrativas como tuberculose, hemocromatose, sarcoidose, neoplasias e até

mesmo, o tratamento para esses tumores (TOURNAYE et al., 2016).

A hiperprolactinemia ¢ também considerada causa pre-testicular de infertilidade
masculina, na medida em que reduz a libido e a producao de testosterona, seja pela inibicao
da liberacdo de gonadotrofinas ou pela reducéo da estimulacdo do LH sobre as células de
Leydig (PAGANI et al., 2009).

1.3.2 Causas Disfuncionais e a Obstrucdo Ductal (Causas Pds-testiculares)

Qualquer interferéncia na integridade neuroldgica e anatémica do sistema de
transporte dos espermatozoides da gdbnada ao meio externo pode levar a reducdo do potencial
de fertilidade masculina. Nesses pacientes, a espermatogénese e 0 eixo hipotalamo-hipéfise-
testiculo funcionam normalmente e clinicamente o paciente apresenta azoospermia
obstrutiva (RAMALINGAM et al., 2014).

Os espermatozoides precisam se movimentar por uma série de canais que se originam
na rede testis (intratesticular), passando pelos ductos eferentes e seguindo por epididimos,
canais deferentes, ductos ejaculatorios e uretra, para atingir o0 meio externo. Além disso,
secrecdes provenientes das vesiculas seminais e préstata sdo necessarias para compor o
sémen. Qualquer interferéncia nesse sistema de transporte, seja ela congénita ou adquirida,
leva a infertilidade masculina de causa obstrutiva (WOSNITZER et al., 2014; TOURNAYE
et al., 2016) (Figura 3).
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As causas congénitas representam a menor propor¢do da azoospermia obstrutiva e
sdo caracterizadas pela hipoplasia ou aplasia dos vasos deferentes e das vesiculas seminais
que pode ocorrer tanto na forma unilateral ou bilateral, associada ou nao a agenesia renal. A
agenesia bilateral congénita dos vasos deferentes (CBAVD), classicamente, ndo tem
associagao com agenesia renal e sua etiologia esta relacionada com diferentes mutagdes no
gene da fibrose cistica (CFTR) localizado em 7q31.2. A literatura ainda apresenta dados

controversos quanto as formas unilaterais associadas a alteracdo renal (GAJBHIYE et al.,
2016; SONG et al., 2017).

Figura 3 — Representacdo do corte sagital mediano da pelve e perineo masculino (A) e da viséo
posterior do sistema de transporte dos espermatozoides (B).
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Os espermatozoides produzidos nos tlbulos seminiferos dos testiculos sdo armazenados e amadurecidos
nos epididimos (capacidade de motilidade progressiva). Durante a ejaculagdo as células reprodutivas sdo
conduzidas pelos vasos deferentes que, por sua vez, se unem aos ductos das vesiculas seminais para formar
os ductos ejaculatérios. Cada ducto ejaculatorio se abre sobre a parede posterior da uretra prostatica onde

recebem as secrecOes produzidas pela prostata e glandulas acessérias para formar o liquido seminal.
(Adaptado de MODGIL et al., 2016).

Mais de 1000 mutacbes no gene CFTR, em homozigose ou heterozigose composta,
podem resultar em pelo menos trés fendtipos clinicos distintos (FIRTH et al., 2005):

a) Fibrose Cistica Classica: caracterizada por um quadro grave de doenga pulmonar

obstrutiva, bronquiectasias, insuficiéncia pancreatica exocrina, elevagdo do ion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gajbhiye%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27488005
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cloreto no suor e infertilidade masculina (mais de 95% dos pacientes apresentam
CBAVD);

b) Fibrose Cistica ndo classica: caracterizada por doenca pulmonar cronica e quadro
variavel das sintomatologias descritas anteriormente (insuficiéncia pancreatica,

elevacdo do ion cloreto no suor e infertilidade masculina);

c) Agenesia Bilateral Congénita de Vasos Deferentes: diagnosticada em 1% dos
homens em avaliagdo por infertilidade. Nesses pacientes, a Unica manifestacéo
clinica é a azoospermia obstrutiva causada pela combinacdo de duas variantes
patogénicas no gene CFTR. Homens com CBAVD geralmente sdo heterozigotos
compostos para dois alelos associados com forma branda de fibrose cistica ou da
combinagdo de um alelo associado com forma branda, com outro de forma grave.
Além disso, o polimorfismo no sitio aceptor de splicing do intron 8 do gene CFTR
influencia quantitativamente na producdo do canal regulador transmembrana da
fibrose cistica (SONG et al., 2016).

As causas mais comuns de obstrucdo do ducto ejaculatério sdo adquiridas e
representadas por vasectomia ou por alteracGes dos epididimos, vasos deferentes e ductos
ejaculatorios relacionados com infeccdes, iatrogenia ou trauma local (WOSNITZER et al.,
2014; HAN et al., 2016).

As causas disfuncionais sdo aquelas que alteram os processos de ere¢do e ejaculacédo
que, por sua vez, requerem a integridade das vias simpéticas e parassimpéticas do sistema
nervoso autdonomo (IBRAHIM et al., 2016).

A neurofisiologia da ejaculacédo € um processo complexo que pode ser compreendido
em fases. A primeira dessas fases é denominada de emissdo e decorre da estimulacéo das
vias simpaticas pelo nervo pudendo sobre os vasos deferentes, vesiculas seminais e prostata,
resultando na contracdo e deposi¢do dos seus respectivos conteldos na uretra posterior.
Pacientes com neuropatia autondémica devido a doenca microvascular como diabetes,
apresentam ondas peristalticas anormais que comprometem o0 processo de emissdo. A
segunda etapa da ejaculacdo é denominada de expulsdo e inicia-se com um arco reflexo
especializado da medula espinhal (T12-L2) apds a emissdo. Nesse periodo, contracdes
ritmicas da musculatura periuretral levam a eliminacdo do sémen em direcdo anterégrada.

Dessa forma, qualquer interrupgdo do neuroeixo, a esse nivel da medula, resultante de
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trauma, esclerose multipla, mielite transversa ou defeito de fechamento de tubo neural, pode

comprometer o processo ejaculatorio (TOURNAYE et al., 2016).

1.3.3 Faléncia Espermatogénica Primaria (Causas Testiculares)

A faléncia espermatogénica primaria gera deficiéncia na producdo espermatica que
culminara com o fendtipo clinico de oligozoospermia grave ou azoospermia nao obstrutiva.
Assim como os outros fatores descritos anteriormente, apresenta etiologia diversa que pode
ser agrupada em trés grupos: as causas congeénitas, adquiridas e idiopaticas.

A varicocele é considerada a causa reversivel mais comum de infertilidade masculina
adquirida. E uma patologia complexa definida como uma dilatagéo e tortuosidade anormal
das veias espermaticas internas do plexo pampiniforme no corddo espermatico e esta
associada com efeitos negativos sobre a qualidade seminal, funcdo espermatica, histologia

testicular e alteracdo da producdo hormonal (JENSEN et al., 2017).

Os mecanismos patogénicos subjacentes a varicocele sdo estase venosa, hipdxia e
aumento de citocinas inflamatorias que resultam em inducéo da apoptose e danos oxidativos
por espécies reativas de oxigénio. As alteracGes espermaticas observadas na varicocele
parecem ndo apresentar relacdo direta com a sua gravidade e séo caracterizadas pelo aumento
do indice de fragmentacdo do DNA, aumento do estresse oxidativo, inatividade mitocondrial
e reacdo acrocéntrica anormal. (LACERDA et al., 2011; SHIRAISHI & NAITO, 2008;
JENSEN et al., 2017).

Traumas locais como a torcao testicular, lesbes inflamatdrias secundarias a caxumba,
doencas sisttmicas como faléncia hepatica e insuficiéncia renal, além dos tumores
testiculares sdo exemplos de causas adquiridas de falha espermatogénica (COCUZZA, etal.,
2013).

J& a anorquia, a criptorquidia e as alteracGes genéticas sdo exemplos de causas
congénitas relacionadas a faléncia testicular. A criptorquidia € uma das anomalias congénitas
mais comuns do aparelho reprodutor masculino e resulta da falha de migragdo completa do
testiculo até a bolsa escrotal. Apresenta etiologia multifatorial e sua prevaléncia é de 5% em
recém-nascidos do sexo masculino a termo, 15% em prematuros e 0,5% em adultos (SINGH
etal., 2012; BRAGA & LORENZO, 2017).
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1.3.3.1 Alteracbes Genéticas da Faléncia Espermatogénica Primaria

As anormalidades genéticas contribuem com 15-30% da infertilidade por fator
masculino e influenciam uma variedade de processos fisiologicos incluindo a homeostase
hormonal, espermatogénese e a qualidade espermatica, resultando em alteragdes na
concentracdo (causas quantitativas), morfologia e motilidade dos espermatozoides
(qualitativas) (FERLIN et al., 2007; SUGANYA et al., 2015).

A faléncia espermatogénica primaria decorre da alteracdo do processo de
espermatogénese. No inicio da puberdade masculina, células, localizadas nos tubulos
seminiferos dos testiculos, iniciardo esse processo complexo e geneticamente regulado de
producdo de gametas masculinos, a partir de células-tronco especiais. Sequencialmente,
essas cUlulas passardo por trés diferentes tipos de divisdo celular que incluem as divisdes
mitoticas, meidticas e de diferenciacdo celular (MASSART et al., 2012; EGGERS et al.,
2015; JAISWAL et al., 2015; TOURNAYE et al., 2016).

As anomalias cromossémicas numéricas e estruturais, os heteromorfismos, as
microdelecdes no braco longo do cromossomo Y, as mutacBes de ponto em genes
autossémicos e ligados ao X e as alteracbes epigenéticas sdo fatores genéticos que
comprometem a espermatogénese (FLANNIGAN et al., 2017).

1.3.3.1.1 As anomalias cromossdmicas

A frequéncia de anomalias cromossémicas na populacdo masculina infértil (2-10%)
é cerca de 10 vezes maior que a observada na populacdo geral (0,6%) e é inversamente
proporcional & producéo espermatica. Homens com producdo normal de espermatozoides
apresentam menos que 1% de anomalias cromossdmicas, seguido por 5% nos
oligozoospérmicos graves e em 10-15% naqueles com azoospermia ndo obstrutiva,
justificando a andlise citogenética em todo homem com reducao do potencial de fertilidade
(PYLYP etal., 2013; FLANNIGAN & SCHLEGEL, 2017).

A gravidade dessas alteragdes também segue esse padrdo, uma vez que homens com
oligozoospermia apresentam mais comumente alteragBes estruturais, enquanto que 0s
azoospérmicos tém frequéncia aumentada de aneuploidias (SMITH et al., 2014; XIE et al.,
2017) (Figura 4).
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As alteragOes cromossomicas estruturais, dentre elas as translocagdes e as inversoes,
séo resultantes de quebras seguidas de reconstituicdo cromossdémica anormal e podem ser
herdadas ou surgir “de novo” quando derivadas de erros durante a divisdo celular pos-
zigotica. As alteracGes no pareamento e na segregacdo correta dos cromossomos durante a
divisdo meidtica levam a parada de maturacdo espermaética, resultando em infertilidade
(GODO et al., 2013; ROUKOS & MISTELI, 2014; BEHRE et al., 2015; NETO et al., 2016;
XIE et al., 2017).

A Sindrome de Klinefelter é considerada a causa genética mais comum de
infertilidade masculina. E uma alteragdo cromossémica numérica observada em 1/600
nascimentos do sexo masculino. Apresenta grande variabilidade clinica dificultando o
diagnostico. Acredita-se que apenas 30% dos pacientes com Sindrome de Klinefelter sejam
identificados. A maior propor¢do desses individuos é observada na populacdo masculina
infértil, mais precisamente, em 0,6% dos homens com oligozoospermia grave e em 10 - 15%
dos azoospérmicos ndo obstrutivos. De acordo com a alteracdo cromossdmica, duas formas
podem ser diferenciadas. A forma classica, com cariotipo 47,XXY, presente em 80-90% dos

pacientes e a ndo classica, evidenciada por mosaicismo cromossémico 46,XY/47,XXY.

Essas alteracdes cromossdmicas levam a disgenesia testicular progressiva, resultando
em degeneracdo das células que compdem os tdbulos seminiferos e a hipertrofia das células
de Leydig, que irdo resultar no hipogonadismo hipergonadotréfico. Os mecanismos
genéticos subjacentes que levam a degeneragdo testicular ainda ndo sdo totalmente
conhecidos, mas acredita-se que a superexpressdo de genes ligados ao cromossomo X,
relacionados com a via inflamatoria, manutencdo da integridade da barreira
hematotesticular, regulacdo do receptor de FSH e aumento da atividade da aromatase,
estejam associados (D’AURORA et al., 2015; NETO et al., 2016; BONOMI et al., 2017).

A Sindrome do duplo Y (47,XYY), também denominada de sindrome de Jacobs, tem
incidéncia em 1/1000 nascimentos do sexo masculino e, apos a sindrome de Klinefelter, é a
aneuploidia mais frequente em homens inférteis. Na maioria das vezes, o erro de segregacéo
ocorre na meiose Il paterna, porém a ndo-disjuncdo cromossdémica também pode ocorrer, em
15% dos casos, na mitose pds-zigdtica. Em geral, esses homens ndo apresentam
malformacdes menores ou maiores e podem ter histérico de atraso de linguagem e
dificuldade de comunicagdo. A maioria apresenta espermatogénese normal e filhos

saudaveis. No entanto, de acordo com a literatura, a presenca adicional do cromossomo Y
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pode resultar em alteragdo do pareamento cromossdmico, levando a reducdo da producdo
espermatica ou, até mesmo, a formacdo de espermatozoides dissdbmicos. Nesses pacientes o
espermograma tipico evidencia oligozoospermia (NETO et al., 2016; BOROUJENI et al.,
2017).

Figura 4 — Relagdo entre a concentragdo espermatica e a prevaléncia das anomalias cromossdmicas.

Concentragao espermatica (milhdes/mL)
Azoo 0.1 1 5 10 2

|
10%

Prevaléncia

e =

|
I
I
I
I
I
I
'
1

0,6%

Anomalias Numéricas Estruturais Valor de Corte
Cromossomicas

{Aneuploidias) (Translocagoes/Inversoes) (Referéndia)

Da direita para a esquerda, o grafico evidencia a redugéo gradual da concentracdo espermatica associada ao
aumento da prevaléncia e da gravidade das anomalias cromossdmicas. Individuos sem alteracdo da
concentragdo espermatica apresentam a frequéncia populacional de anomalias cromossémicas, enquanto que
individuos com oligozoospermia, mais comumente, apresentam alteracfes estruturais e aqueles com
oligozoospermia grave e azoospermia, além de apresentarem risco dez vezes maior que a populacdo geral,
concentram anomalias cromoss6micas mais graves (Adaptado de MCLACHAN & O’BRY AN, 2010).

A sindrome do homem XX, antigamente denominada de Sindrome de La Chapelle
ou sexo reverso, é atualmente considerada um exemplo de distarbio de diferenciagdo sexual
(DDS) por alteracdo da diferenciacdo gonadal (DDG) do tipo testicular. Corresponde a uma
alteracdo rara com incidéncia de 1/20.000 nascimentos do sexo masculino, podendo ser

diferenciada em duas variantes.

A primeira, responsével por 80-90% dos casos, resulta da fecundagdo de um ovdcito
normal por um espermatozoide carregando um cromossomo X translocado com segmento
SRY (regido determinante do sexo). Esses pacientes apresentam genitalia externa masculina
e podem apresentar atraso puberal, ginecomastia e infertilidade devido a auséncia dos genes
reguladores da espermatogénese localizadas na regido de AZF.

A segunda, denominada SRY negativa, estad associada com mutacGes em genes
autossémicos ou ligados ao X, como SOX9 e DAX1, também envolvidos na cascata de
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determinacédo sexual. Nestes pacientes pode ocorrer masculinizacdo incompleta resultando
em genitdlia ambigua (HOTALING & CARRELL, 2014; NETO et al., 2016).

Os heteromorfismos sdo variacbes no tamanho de parte da estrutura de alguns
cromossomos decorrentes da amplificacdo de regides de DNA altamente repetitivo, pobre
em genes codificantes. Existem dois tipos principais desse tipo de alteragcdo. Os
heteromorfismos de heterocromatina, presentes nos cromossomos 1, 9, 16 e Y e que podem
ser observados pela técnica de bandamento C e os heteromorfismos dos bragos curtos,
satelites e hastes dos satélites dos cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22. Essas
regides contém DNA moderadamente repetitivo, com sequéncias de genes ribossdomicos e
com proteinas que tém afinidade por prata. Dessa forma, podem ser analisadas pela técnica

de bandamento NOR (Regido Organizadora do Nucléolo).

Essas variantes sé@o observadas em 2-5% da populagdo fenotipicamente normal,
porém com maior prevaléncia em individuos inférteis (trés a cinco vezes maior) ou em casais
com ma historia obstétrica (abortamento de repeticdo e falha de implantacdo). Especula-se
que o impacto dessas variantes na infertilidade esteja associado a alteragdes no pareamento
e sinapse cromossomica, bem como na ligagdo dos cromossomos ao fuso e, por conseguinte,
na prépria divisdo celular. Estudos recentes também questionam se essas regides estdo
envolvidas com processos de regulacdo e modulacdo gendmica (SAHIN, et al., 2008;
TEMPEST & SIMPSON 2017) (Figura 5).

1.3.3.1.2 As MicrodelecGes da Regido de AZF

O cromossomo Y é o menor dos cromossomos humanos com cerca de 60 Mb de
comprimento e correspondendo a 2-3% do genoma haploide. E classificado como
acrocéntrico em relacdo a sua estrutura e difere marcadamente dos outros cromossomos
quanto a estrutura gendmica, ao conteido génico e a trajetdria evolutiva (BICHILE et al.,
2014; KRAUSZ & CASAMONTI, 2017).

Em termos estruturais, 0 cromossomo Y pode ser subdividido em duas regides
pseudoautossdmicas (PARS) e na Regido Especifica Masculina (MSY). As regides terminais
de ambos os bragos cromossémicos contém as regides pseudoautossémicas ricas em genes
de homologia X-Y. A regido pseudoautossémica 1 (PAR-1) localiza-se na parte distal do
braco curto (Yp) e apresenta cerca de 24 genes distribuidos em cerca de 2,5Mb, com diversas
fungdes biologicas e padrdo de expressao variavel. A PAR-2 localiza-se na regido distal do
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braco longo (YQq) e apresenta cerca de 4 genes. Essas duas regides estdo associadas com o
pareamento meidtico correto e possibilidade de permuta entre genes dos cromossomos X e
Y na meiose paterna (BICHILE et al., 2014) (Figura 6).

Figura 5— Cari6tipo parcial de homens inférteis e os principais tipos de heteromorfismo de cromatina.
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Na figura, observamos os heteromorfismos de heterocromatina dos cromossomos 1, 9, 16 e Y. Os simbolos
(+) e (-) representam, respectivamente, o aumento e a diminui¢do do tamanho da regido heterocromatica
(h). O heteromorfismo de inversdo (inv) do cromossomo 9 e heteromorfismo de regifo centromérica (cen)
do cromossomo 15 também estdo representados. Para cada cromossomo hé a representacdo do ideograma
(centro), bandamento G (direita) e bandamento C (esquerda) (SAHIN, et al., 2008).

A regido MSY corresponde a 95% do cromossomo Y e é composta pelas regies de
eucromatina e heterocromatina que ndo apresentam recombinag¢do com o cromossomo X. A
regido de heterocromatina é polimorfica na populacdo e considerada geneticamente inerte
por ser rica em DNA repetitivo ndo codificante. A regido eucromatica, por sua vez, apresenta

trés classes de sequéncias:

a) Regido transposta do cromossomo X: corresponde a 15% de MSY e apresenta 99%
de homologia com a regido Xq21;

b) Regides degeneradas do cromossomo X: correspondem a 20% de MSY e apresentam
27 genes de copia unica e muitos pseudogenes;

c) Regibes de amplicons: correspondem a 30% de MSY e incluem genes com expressao
limitada ao testiculo (SKALETSKY et al., 2003; KRAUSZ & CASAMONTI, 2017)
(Figura 6).
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Figura 6 — A estrutura do cromossomo Y humano.
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Na imagem A, observamos cari6tipo humano normal para sexo masculino (46,XY) com énfase no tamanho
do cromossomo Y em relacdo aos outros cromossomos. Em B, aumento do cromossomo Y evidenciando
sua classificagdo como acrocéntrico. Em C, ideograma do cromossomo Y com seu braco curto (Yp),
centromero (C) e braco longo (Yq). Em D, a estrutura desse cromossomo em relacdo as regides
pseudoautossdémicas em suas extremidades e a regido especifica masculina (MSY) com as suas regides de
eucromatina e heterocromatina. Em E, detalhamento da regido MSY evidenciando a distribuicéo das regiGes
transpostas e degeneradas do cromossomo X, além das regiGes de amplicons (Adaptado de SKALETSKY,
et al., 2003; BICHILE, et al., 2014).

Os amplicons sdo caracterizados por pares de sequéncias praticamente idénticas (>
99,9% de homologia) organizadas em oito diferentes palindromos e que apresentam
importante significado clinico na fertilidade masculina, pois concentram os principais genes
relacionados a espermatogénese. A presencga dessas sequéncias repetidas com orientacao
invertida predispGe a dois mecanismos de recombina¢do com consequéncias opostas na

fertilidade masculina:

a) Conversdo génica: definida como a transferéncia ndo reciproca de informagéao
entre sequéncias duplicadas dentro do cromossomo. Este processo preservaria
genes importantes para a fertilidade masculina, na medida em que preveniria o
acumulo gradual de mutacgdes deletérias, através do tempo evolutivo, na auséncia

de permutacéo;
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b) Recombinacdo homdloga ndo-alélica (NAHR): essa mesma estrutura predispde
a delecdo/duplicacdo do material genético entre sequéncias repetidas e apresenta
potencial negativo na espermatogénese (KRAUSZ et al., 2014; KRAUSZ &
CASAMONTI, 2017) (Figura 7).

A relacdo entre anormalidades do cromossomo Y com infertilidade masculina foi
descrita inicialmente por Tiepolo e Zuffardi em 1976. Nesse trabalho, esses autores
utilizaram técnica citogenética para avaliar mais de mil homens inférteis e observaram que
seis pacientes com azoospermia apresentavam delecdo da regido heterocromética e/ou
eucromaética de Yq. Esse trabalho foi crucial para a identificacdo e caracterizacdo de um
determinante genético, denominado de fator de azoospermia (AZF), envolvido com a

espermatogénese.

Os avancos das técnicas de biologia molecular, mais precisamente o uso da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase utilizando marcadores genémicos especificos de locus
(STS-PCR), levaram Vogt e colaboradores a descreverem, em 1996, trés regides distintas e
consecutivas de AZF, a partir da regido centromérica do cromossomo Y (AZFa, AZFb e
AZFc). Esse estudo possibilitou ndo s6 o melhor detalhamento, como também, a correlacéo
entre achados clinicos dos homens inférteis e as microdele¢des especificas dessa regido. No
fim da década de 90, a testagem molecular das microdelecdes de AZF foi incluida na préatica
clinica, gerando dados mais precisos sobre seu impacto na fertilidade masculina
(NAVARRO-COSTA et al., 2010; KRAUSZ et al., 2014) (Figura 7).

Atualmente, as microdelecdes de AZF séo consideradas as causas moleculares mais
comuns de infertilidade no homem, sendo observadas em 10-15% dos pacientes
azoospérmicos e em 5-10% dos com oligozoospermia grave, com possiveis variagcdes
geograficas e étnicas (YU et al., 2015; KRAUSZ & CASAMONTI, 2017).

Na avaliacdo diagndstica atual, cinco padrdes de delecdo na regido de AZF séo

pesquisadas:

a) AZFa: formada por uma estrutura nao repetitiva de 1100kb que apresenta baixa
frequéncia de delecdo. Nessa regido, dois genes de coOpia Unica e com papel na
fertilidade (USP9Y e DDX3Y) séo descritos. Mais frequentemente sdo observadas
delecdo completa da regido, porém dele¢des parciais envolvendo o gene USP9Y ja

foram descritas. USP9Y pertence a uma familia de genes de deubiquitinagdo que atua
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na prevencdo da degradacdo de proteinas e parece ter efeito regulador na
espermatogénese. Pacientes com microdelecdo parcial de AZFa apresentam variagéo
fenotipica entre normospermia e hipoespermatogénese. O gene DDX3Y ou DBY
codifica uma RNA helicase necessaria para a progressao mitdtica e sobrevivéncia
das células germinativas. E considerado o principal gene dessa regi&o e sua perda de
funcdo leva ao fendtipo de aplasia de celulas germinativas (NETO et al., 2016;
SONG et al.; 2016; KRAUSZ & CASAMONTI, 2017);

Figura 7 — Mapeamento e estrutura palindromica da Regido AZF.
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Na imagem A, observamos a evolu¢do no mapeamento molecular da regido de AZF. O modelo de Vogt e
colaboradores prop6s que o fator determinante da azoospermia estava dividido em trés regides consecutivas
(AZFa, AZFb e AZFc). O modelo de Skaletsky e colaboradores definiu as regides palindrémicas (P1-P8) e
observou a sobreposicéo entras as regifes de AZFb e AZFc. Marcadores moleculares mais precisos (STS:
sY84 e sY86 para AZFa; sY127 e sY134 para AZFb; sY254 e sY255 para AZFc) permitiram melhor
delimitacfo dessa regido e sdo utilizados, na atualidade, nos testes de rotina diagnostica. Na imagem B,
detalhamos a estrutura palindrémica caracteristica da regido de amplicons de MSY. No detalhe, os
palindromos P1-P3 evidenciam as sequencias repetidas com orientagdo invertida que podem levar a
recombinacdo homdloga ndo alélica (NAHR), mecanismo mais comum associado com as microdelecdes
(imagem C) (Adaptado de SADEGHI-NEJAD & FARROKHI, 2007; REPPING et al., 2002; KRAUSZ et
al., 2014; SONG et al., 2016).

b) AZFb: formada por regides repetitivas e ndo repetitivas que se estendem por cerca
de 7Mb. Nessa regido sdo encontrados genes de copia Unica (EIF1AY, RPS4Y2 e

KDMB5D) envolvidos no controle epigenético e pds-transcricional e por genes de
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copias maltiplas, como RBMY e PRY, considerados os mais importantes dessa regido.
Pacientes com microdelecdo dessa regido apresentam azoospermia com parada de
maturacdo ou aplasia de células germinativas (SONG et al.; 2016; KRAUSZ &
CASAMONTI, 2017);

c) AZFbc: representada pela delecdo completa de AZFc e delegdo quase completa de
AZFb. Esté associada com a area de sobreposicdo de 1,5Mb entre essas duas regides.
E o terceiro padrdo mais frequente e o fen6tipo clinico assemelha-se a microdelecéo
de AZFb (FLANNIGAN & SCHLEGEL, 2017);

d) AZFc (b2/b4): a regido de AZFc estende-se por 4,5 Mb e contém genes de copias
maltiplas como BPY2, CDY, DAZ, CSPGALY e GOLGAZLY. Constitui o padréo de
microdelecdo mais comum (60%) e é observada em 2-5% de homens oligospérmicos
e 5-10% em azoospérmicos. Os pacientes portadores de microdelecdo nessa regido
apresentam diferentes fenotipos, variando da normospermia a azoospermia nao
obstrutiva com diferentes padrbes histolégicos (NETO et al., 2016; SONG et al.,
2016; TOURNAYE et al. 2016; FLANNIGAN & SCHLEGEL, 2017);

e) Rearranjos de AZFc (gr/gr; b2/b3 e bl/b3): sdo rearranjos raros que tém efeitos
controversos na espermatogénese, ja que a associagdo com a reducéo de fertilidade
masculina varia entre as diferentes populagdes. A dosagem génica parece ser 0
mecanismo associado com essas diferencas. As delecdes gr/gr, por exemplo, estdo
associadas com reducdo de 2 - 2,5 vezes da fertilidade na populacdo mediterranea.
Pacientes portadores dessa microdelecdo apresentam diferentes fendtipos entre a
normalidade e a azoospermia (KRAUSZ & CASAMONTI, 2017) (Figura 8).

A avaliacdo molecular das microdelecbes de AZF tem papel ndo sé diagndstico,
como também progndstico e preventivo. Pacientes com microdelecdo completa de AZFa e
AZFb ndo sdo candidatos a extragdo espermatica testicular (TESE), pois apresentam
fenotipo grave caracterizado por azoospermia ndo obstrutiva decorrente de aplasia de células
germinativas ou parada de maturacdo espermatica. Os pacientes com microdelecdo de AZFc
tém chance de 50% de recuperagdo espermatica pela TESE e apresentam potencial de
reducdo da concentracdo espermatica com o passar do tempo, sendo indicado, dessa forma,
criopreservagdo. Todos o0s pacientes com microdelecdo de AZF devem receber
aconselhamento genético para auxilio na compreensdo do impacto genético e na decisao
informada sobre possiveis técnicas reprodutivas (KRAUSZ & CASAMONTI, 2017).
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Figura 8 — Correlacdo gendtipo-fenotipo das microdelecfes do cromossomo Y.
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A figura demonstra as trés principais regides de AZF localizadas no brago longo do cromossomo Y. Essas
regides estdo representadas por diferentes coloragdes. Acima, observamos os principais genes localizados
em cada regido e abaixo, os padrdes de microdele¢do com seus tamanhos relativos (barras pretas), alteracao
histolégica e frequéncia observada na populagdo infértil (Adaptado de NETO et al., 2016).

1.3.3.1.3 Mutag0es de Ponto em Genes Autossomicos e Ligados ao X

As alteracBes cromossdmicas e as microdelecbes de AZF representam a quase
totalidade dos fatores genéticos que reconhecidamente alteram a funcdo testicular. As
mutacdes de ponto, que podem alterar tanto a concentracdo (alteragcdes quantitativas) como
a motilidade e a morfologia espermatica (alteracbes qualitativas) tém sido reavaliadas por
novas tecnologias para a compreensao do seu verdadeiro impacto sobre essa caracteristica
(RAY etal., 2017).

Diferentes abordagens na identificacdo de genes candidatos a infertilidade
masculina, tais como: modelos animais, estudos de associagdo (GWAS), relatos de casos e
estudos de caso-controle que comparam populacdes heterogéneas de homens inférteis com
controles férteis, ja foram utilizadas e auxiliaram na determinacdo de algumas mutacgdes
patogénicas que alteram processos fundamentais na producédo espermatica (CARRELL et
al., 2016).
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Dentre 0os genes que regulam a concentracdo espermatica de forma direta ou

indireta, estdo:

a)

b)

d)

DMRT1, localizado em 9p24.3, codifica uma proteina com dominio dedo de
zinco, expresso no tecido testicular, mais precisamente nas células de Sertoli e
espermatogonias. Tem papel na determinacdo e diferenciacdo testicular e
promove a proliferacdo das células germinativas (TEWES et al., 2014);

SAM 68 tem papel fundamental na regulacéo transcricional e pos-transcricional
da expressdo génica durante a diferenciacdo das celulas germinativas humanas.
(Lletal., 2014);

PGAML1 codifica a enzima fosfoglicerato mutase, uma enzima da via glicolitica,
que pode alterar a proliferacdo celular, apoptose e migracdo de células
germinativas (ZHANG et al., 2015);

SYCP3, localizado em 12¢23.2, codifica uma proteina componente do complexo
sinaptonémico. Durante o processo de meiose, 0s cromossomos homologos
pareiam e trocam partes de seus segmentos, garantido aumento da variabilidade
genética entre os gametas produzidos. Mulheres com mutacdo nesse gene
apresentam abortamento de repeticdo, enquanto que 0s homens apresentam
azoospermia ndo obstrutiva secundaria a parada de maturacdo de células
germinativas (MIYAMOTO et al., 2017);

KLHL10, localizado em 17921, descrito, inicialmente, em pacientes
oligozoospérmicos e associado com parada de maturacdo espermatica
(MIYAMOTO et al., 2017).

Estudos em familias consanguineas levaram a identificacdo de varios genes com

padrdo autossdmico recessivo. Dentre esses genes podem ser citados ZMYND15, TAF4B,
SYCE1, MCMS8, PLCZ1, TEX14, TEX15, CFAP43, CFAP44, BRDT, MEIOB, TDRD9 e
NPAS2 (ARAFAT etal., 2017; MITCHELL et al., 2017).

As principais alteracOes qualitativas que envolvem a morfologia espermaética

(teratozoospermia) e respectiva alteragdo génica, séo:

a)

Macrozoospermia ou espermatozoides multiflagelados macrocéfalos: causada
por mutacdo no gene AURKC (Aurora quinase do tipo C). Esse gene é
responsavel pela sintese de um dos componentes de um complexo proteico que

se liga aos centrdmeros e regula a segregacao e citocinese. Mutacdes nesse gene
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impedem a segregacdo correta dos cromossomos resultando em espermatozoides
tetraploides;

b) Globozoospermia: causada por mutacGes nos genes SPATAL6, PICK1, DPY19L2
e ZPBP1, responsaveis pela formacdo do acrossoma espermatico.
Espermatozoides sem essa estrutura sdo incapazes de fertilizacdo devido a
inabilidade de adeséo e penetragdo da zona pellcida;

c) Espermatozoides acéfalos: causados por mutacdo em SUN5 e SPATAG,
responsaveis por codificar proteinas do citoesqueleto que fazem conexao entre as
estruturas dos espermatozoides (TOURNAYE et al., 2016).

As mutacBes que levam a alteracdo da motilidade espermatica (astenozoospermia)

ocorrem em genes que regulam tanto a montagem como a estrutura do flagelo (DNAH1,

SEPTIN12), assim como aqueles responsaveis pelo seu funcionamento correto (canais
ibnicos) (CATSPER, SLC26A8) (DAM et al., 2007; LIU et al., 2010; VISSER et al., 2011;
RAY etal., 2017).

Muitos genes localizados no cromossomo X tém expresséo testicular e regulam a

diferenciacdo sexual e gonadal, além de participarem da espermatogénese. Dentre 0s mais

conhecidos estdo:

a)

b)

Gene do Receptor de andrégeno (AR) esta associado com amplo espectro fenotipico
de insensibilidade androgénica que varia desde fenétipo feminino (Sindrome de
Insensibilidade Androgénica Completa) até homens fenotipicamente normais com
graus variaveis de ginecomastia, hipospadia ou comprometimento espermatogénico
(Sindrome de Insensibilidade Androgénica Leve). Mutacdo no gene AR é uma causa
rara de infertilidade masculina isolada;

TEX11, localizado em Xqg13.2, codifica uma proteina critica para o reparo de DNA
de fita dupla e importante para a recombinacdo meiética nas células germinativas
testiculares. Pacientes com mutacfes nesse gene apresentam parada de maturacao
espermatica;

RHOX constitui uma familia génica representada no cromossomo X pelos genes
RHOXF1, RHOXF2 e RHOXF2B que sdo seletivamente expressos em ovocitos e
células germinativas masculinas. Pacientes com mutac6es nesses genes clinicamente

apresentam oligozoospermia grave;
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d) USP26 ndo tem sua fungéo ainda totalmente compreendida, mas parece regular a
espermatogénese em associa¢do com o receptor de andrdgeno;

e) TAFT7L é essencial para a manutencdo da espermatogénese. Pacientes portadores de
mutacdo nesse gene apresentaram tanto alteracdo gquantitativa como da motilidade
espermatica (ROPKE & TUTTELMANN, 2017).

1.3.3.1.4 AlteracOes Epigenéticas

Modificacdes epigenéticas sdo definidas como alteracbes no padrdo de expresséo
génica sem alterar a sequéncia de DNA. Os mecanismos epigenéticos envolvidos na
regulagdo da expressdo génica incluem a metilagdo do DNA, modificagdes de histonas,
remodelamento da cromatina e expressdo de microRNAs. Esses mecanismos podem variar
entre diferentes tipos celulares, estagios de desenvolvimento, tecidos, 6rgaos, sexos e
espécies. No caso do tecido testicular e, mais precisamente, no genoma espermatico, ocorre
um mecanismo epigenético especifico denominado de protaminacao. Nesta etapa especifica
da espermiogénese, 80-85% das histonas sdo substituidas por proteinas denominadas de
protaminas, resultando em um pacote de cromatina denominado de toroide (HAMMOUD et
al., 2011; CUl et al., 2016; NETO et al., 2016) (Figura 9).

O papel entre metilacdo do DNA e infertilidade masculina ainda é controverso,
porém ja é reconhecido que a reprogramacdo epigenética é um evento relevante na
espermatogénese. Existem dois estagios de reprogramacdo epigenética, uma durante o
desenvolvimento gonadal e outro na vida adulta, estabelecendo o padrdo de hipometilacdo
do DNA na linhagem germinativa masculina. A alteracdo desse padrdo de metilacdo tem
sido associada a reducdo da qualidade espermatica e a diminui¢do da fecundidade (CUI et
al., 2016; NETO et al., 2016) (Figura 9).

A diferenciacdo celular esta associada a remodelacdo dinamica da cromatina no
estabelecimento de suas marcas epigenémicas especificas. Mecanismos de modificacdo pos-
traducionais tais como a metilagdo, acetilagcdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo de histonas
auxiliam nessa modulagdo da expressdo génica. Em modelo animal, foi observado que uma
histona de expressdo especifica do testiculo, H3t, é essencial nos estagios iniciais da
espermatogénese, permitindo que as células germinativas entrem em meiose. Camundongos
com deficiéncia dessa histona sdo azoospérmicos devido a perda de células germinativas
(NETO et al., 2016; UEDA et al., 2017) (Figura 9).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=R%C3%B6pke%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28611019
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MicroRNAs (miRNAs) compfem uma nova classe de reguladores pds-
transcricionais constituidos por moléculas de RNA de fita simples, de 19-25 nucleotideos e
ndo codificantes de proteinas. Essas moléculas modulam a expressdo de varios genes
codificantes de proteinas por diversos mecanismos, sendo 0s mais conhecidos aqueles que
atuam pela complementaridade com 0 RNA mensageiro-alvo levando a inibicéo traducional
ou degradagédo desse RNA mensageiro. Os miRNAs tém expressdo espacial e temporal em
diferentes tipos celulares durante a espermatogénese e espermiogénese, porem o papel e 0s
mecanismos subjacentes a essa regulacdo ainda ndo sao totalmente compreendidos (WANG
etal., 2011; NETO et al., 2016; FLANNIGAN & SCHLEGEL, 2017) (Figura 9).

Os exemplos citados anteriormente reforcam o entendimento de que a infertilidade
masculina € um fendtipo complexo no qual ha a interacdo de diferentes fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais e que mesmo com a investigacdo apropriada, cerca de 30-50% dos
pacientes com falha espermatogénica primaria permanecem sem etiologia esclarecida,

caracterizando o grupo de infertilidade masculina idiopatica (CARRELL et al., 2016).

Baseado na ideia de que cerca de 1500 — 2000 genes participam da regulacdo da
espermatogénese, diferentes grupos de pesquisa buscaram estratégias para encontrar
marcadores moleculares implicados com infertilidade. Uma dessas abordagens foi 0 uso do
sequenciamento de genes envolvidos na espermatogénese, identificados por modelo animal
knockout, utilizando a técnica de Sanger. Essa analise envolvia a identificacdo de
polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP) que ocorriam mais frequentemente no grupo de
homens inférteis do que no controle. Os resultados foram frustrantes, pois ndo houve
concordancia entres os diferentes grupos de pesquisa devido ao tamanho das amostras e a
diferencas populacionais. O desafio na caracterizacdo das bases genéticas da infertilidade
masculina é resultante da complexidade do processo da espermatogénese que requer a acao
conjunta de milhares de genes sob controle de elementos regulatérios ainda ndo totalmente
compreendidos (ASTON, 2014).

Avancos tecnologicos estimularam a pesquisa de genes envolvidos na infertilidade
masculina utilizando técnicas de investigacdo gendmica em larga escala, tais como:
hibridacdo gendmica comparativa em microarranjo (aCGH), microarranjos associando
analise de variantes do numero de cdpias (CNVs) e SNPs e mais recentemente, as técnicas
de sequenciamento de nova geragdo (NGS) (TUTTELMANN et al., 2011; KRAUZ et al.,
2015; MITCHELL etal., 2017).
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Figura 9 — Alteracgdes epigenéticas na infertilidade masculina
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A figura A resume 0s principais mecanismos epigenéticos que levam uma célula germinativa a se tornar uma célula reprodutiva especializada denominada de espermatozoide.
Abaixo, um gréafico que evidencia a reprogramacdo epigenética de células germinativas em modelo animal. Na idade adulta, as células germinativas (CG) iniciais estdo
hipometiladas assim como no periodo embrionario. A remetilacdo inicia-se na fase de pré-espermatog6nia. Em B, observamos a expressdo témporo-espacial de miRNAs
nas diferentes células que formam o tdbulo seminifero. Em C, observamos o papel da histona H3t na diferenciagdo de espermatogdnia para espermatécito em modelo animal.

Essa histona leva a abertura da cromatina que permitird o ingresso dessa célula na divisdo meiética. (Adaptado de SCHAGDARSURENGIN et al., 2012; CUI et al., 2016
CHEN et al., 2017; UEDA et al., 2017).
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1.4 Gen6mica na Infertilidade Masculina Idiopatica

1.4.1 Genoma humano e suas variantes

O genoma humano apresenta um espectro de diferencas que varia de uma alteragao
em um Unico par de base até rearranjos cromossdmicos maiores. Antes das tecnologias de
sequenciamento, as diferencas observadas na nossa composi¢do genética eram resultantes
das alteracbes numéricas e rearranjos estruturais cromossémicos maiores que 5Mb,
observados ao microscopio. Com o0 avanco das técnicas moleculares, principalmente
sequenciamento, alteracbes menores e mais abundantes no nosso genoma foram descritas
(FEUK et al., 2006; ALKAN et al., 2011; MICHAELSON, 2017).

As variantes estruturais sao definidas como alteracbes genémicas que envolvem
sequéncias de DNA maiores que 50pb e que séo genotipadas pela avaliacdo de trés principais
caracteristicas: estrutura, conteido e nimero de copias. Podem ser subclassificadas em
microscopicas (translocacbes, grandes delecdes ou duplicacBes e as inverses) ou
submicroscépicas (variantes de nimero de copias (CNVs), elementos moveis, duplicacdes
em tandem e indels) (FEUK et al., 2006; ALKAN et al., 2011; MICHAELSON, 2017).

As CNVs correspondem a um subtipo de variante estrutural cromossémica de
tamanho superior a 1kb caracterizadas por perdas (delecbes), ganhos (duplicagdes) ou
insercdo de material genético quando comparado a um genoma de referéncia. Essas variantes
sdo detectadas em cerca de 15% do genoma humano e sdo consideradas fontes primarias de
variabilidade interindividual. Dessa forma, a maioria é benigna. Porém, algumas dessas
alteracOes estruturais podem levar a repercussdo clinica por uma variedade de processos
patogenéticos que incluem a alteracdo da dosagem génica, a disrupcéo ou fusdo de genes nas
regides do ponto de quebra, delecdo de elementos regulatérios, alteracdo do padrdo de
expressdo génica pelo efeito posicional ou desmascarando mutagdes recessivas (EGGERS,
etal., 2015; NOWAKOWSKA, 2017; HAREL & LUPSKI, 2017).

A avaliacdo da patogenicidade de uma CNV é ainda considerada desafiadora. Alguns

fatores estdo relacionados com maior risco de gravidade, tais como:



a)

b)

d)
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Origem: variantes detectadas exclusivamente em individuos portadores de uma
determinada caracteristica tem associacdo com efeitos deletérios maior do que
aquelas que sdo compartilhadas entre seus familiares e/ou individuos da
populacgéo;

Tamanho: esta relacionado com a quantidade de diferentes genes ou o nimero de
copias de um mesmo gene numa determinada regido. Estudos de caso-controle
tém mostrado que CNVs maiores sao mais frequentes nas populagdes em estudo
do que nos controles. Na populacdo com deficiéncia intelectual, por exemplo,
CNVs maiores que 500kb s&o encontradas em 25% desses individuos, enquanto
que na populacdo sem alteracdo cognitiva, essa frequéncia reduz para 8%. Em
geral, 5-10% dos individuos apresentam CNVs >500kb, enquanto que 1-2%
apresentam CNVs >1Mb. Considera-se que o tamanho de uma CNV é
inversamente proporcional a sua frequéncia;

Conteudo gendmico: classicamente as variantes com maior impacto no fen6tipo
sdo aquelas que incluem genes codificantes, porém regides com elementos
repetitivos ou pseudogenes também podem apresentar significancia. O impacto
do contetdo génico deve ser cuidadosamente analisado. Por exemplo: genes
associados com fendtipo clinico devido a haploinsuficiéncia ou mutagdes por
perda de fungdo, ndo devem ter fenétipo associado com CNV do tipo ganho
envolvendo esse gene;

Frequéncia: variantes raras sdo encontradas com uma frequéncia menor que 1%
na populacéo ou apresentam regido de sobreposi¢cdo menor que 50% de uma CNV
comum. Variantes raras e comuns podem ser encontradas tanto na populacéo
normal como em pacientes com algum fenotipo clinico, porém as CNVs raras
concentram maior risco de patogenicidade. Em média, sdo encontradas de 3-7
CNVs raras por genoma;

Avaliacdo em bancos de dados: A analise das variantes em bancos de dados gerais
e especificos também fornece importantes informacgdes clinicas. A interpretacéo
esta baseada em diferentes tipos de bancos e informagdes. Como exemplo de
banco de dados do tipo geral estdio o DGV (Database of Genomic Variants),
considerado como o catadlogo humano de CNVs e de variantes estruturais e o
Projeto 1000 Genomes, baseado em informacg6es oriundas do sequenciamento

completo de genomas. Os bancos de dados do tipo especifico reportam variacdes
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genbmicas descritas em determinados fendtipos clinicos. Como exemplos,
podem ser citados 0 DECHIPHER (Databask of Chromosomal Imbalance and
Phenothype in Human using Ensemble Resources), o ISCA (International
Standards for Cytogenomic Arrays) e 0 ECARUCA (European Cytogeneticits
Association Register of Unbalanced Chromosome Aberration). Existem ainda
bancos de dados produzidos por alguns laborat6rios ou pesquisas que podem
fornecer informacdes relevantes para fenotipos especificos (LEE, et al., 2007,
NOWAKOWSKA, 2017; HAREL & LUPSKI, 2017).

Existem ainda CNVs classificadas como VUS (do inglés, variants of unknown
clinical significance) cuja patogenicidade ainda é desconhecida devido a auséncia de
descricdo em individuos normais e a escassez de informacdo quanto ao seu significado
clinico (BOGGULA et al., 2015).

As variantes de nucleotideo Unico (SNV) sdo consideradas as menores variantes
genéticas e podem ocorrer em regides codificantes ou ndo. As localizadas em regido
codificante podem alterar a leitura do codigo genético, enquanto as localizadas em regido
ndo codificante podem alterar a afinidade de ligagdo de proteinas especificas ao DNA, tais
como os fatores de transcricdo. Além disso, podem alterar propriedades epigenéticas da
cromatina (MICHAELSON, 2017).

Os SNPs sdo exemplos de variantes de nucleotideo Unico e constituem uma das
classes de variantes mais comuns no genoma humano. Sdo encontrados, em média, um
polimorfismo desta natureza a cada 1.000 pb. Aproximadamente 70% dos SNPs estdo
localizados nos introns e a grande maioria ainda ndo foi documentada em bancos de dados
publicos. A patogénese dessas variantes estd correlacionada com a possivel alteracdo de
splicing, impactando na expressao génica (WANG et al., 2012).

1.4.2 As Plataformas de Analise GenOmica

A técnica de hibridacdo gendémica comparativa em microarranjo (aCGH) é baseada
numa reacdo de hibridacdo entre duas amostras desnaturadas de DNA gendmico (teste e
referéncia) marcadas com corantes fluorescentes distintos e misturadas de forma equimolar.
Essas amostras irdo competir pela hibridagcdo com sondas fixadas e organizadas na superficie
de uma lamina. Apo0s as etapas de lavagem e secagem, a marcacgdo fluorescente ¢ detectada
por um scanner de alta resolucgéo e o sinal emitido a partir de cada ponto (spot) do arranjo
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sera analisado por um programa que converterd os sinais em dados de bioinformatica.
AlteracGes na proporgéo dos dois corantes fluorescentes indicam uma quantidade diferente
de material genético entre a amostra teste e a de referéncia podendo, dessa forma, evidenciar
alteracbes no numero de copias de segmentos de DNA (LICHTER et al., 2000;
ROSENFELD & PATEL, 2017; SZCZALUBA & DEMKOW, 2017) (Figura 10).

A resolucdo de um arranjo é determinada tanto pelo tamanho da sonda quanto pela
distancia genémica entre as sondas de DNA. As primeiras plataformas de aCGH utilizaram
sondas obtidas de clones de cromossomos artificiais de bactérias (BACs) imobilizados em
suporte de vidro de forma ordenada. Esses clones possuiam comprimento variando entre
80.000 - 200.000 mil pares de bases e, por serem menores que 0s cromossomos metafasicos
em varias ordens de magnitude, permitiram uma resolucdo maior que o CGH tradicional.
Com o passar do tempo, pequenos fragmentos de DNA complementar (cDNA), produtos de
PCR e oligonucleotideos passaram a ser utilizados como sondas (FEUK et al., 2006).

Figura 10 — Representacao da técnica de Hibridacdo Genémica Comparativa em microarranjo (aCGH)
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A figura representa as principais etapas da técnica de hibridagdo gendmica em microarranjo. Quantidades
equimolares de DNA gendmico teste e de referéncia sdo hibridados em uma I&mina contendo sondas de
oligonucleotideos. Apos lavagem e secagem, a lamina é analisada por um scanner de alta resolucéo e os
sinais de marcacéo fluorescente sdo convertidos em dados de bioinformética que resultardo na anélise do
padrdo de alteragdo do nimero de copias (Adaptado de COLAIANNI et al., 2016).
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Vérias plataformas estéo disponiveis atualmente no mercado e apresentam diferencas
na resolucdo (nUmero, tamanho e espacamento entre as sondas) e na cobertura genémica
(sensibilidade de hibridacdo e na razéo sinal/ruido de cada sonda) (ALKAN et al., 2011).

O microarranjo de SNP difere do anterior, na medida em que, a amostra do paciente
é hibridada separadamente da amostra controle e sdo pesquisadas regides de perda de
heterozigosidade (LOH) por genotipagem dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP).
As LOH séo trechos longos do genoma marcados por alelos consecutivos em homozigose e
que podem refletir regides idénticas por descendéncia, seja por endogamia, consanguinidade
ou, ainda, dissomia uniparental. Essas alteracfes podem influenciar fenétipos complexos
pela expressao de alelos recessivos ou genes imprintados (D’ AMOURS et al., 2014; WANG
etal., 2015).

Mais recentemente, foram lancadas plataformas mais robustas que permitem a
avaliacdo gendmica através da analise de uma combinacdo de sondas para a deteccdo de
CNVs e SNPs em um Unico experimento (aCGH + SNP), permitindo a analise de ganhos e

perdas de material genético, assim como polimorfismos e LOHs (WANG et al., 2015).

A técnica de hibridacdo gendmica comparativa apresenta vantagem na avaliacdo de
fendtipos complexos, como a infertilidade masculina, uma vez que ndo apresenta viés de
selecdo, isto é, ndo é gene direcionada. A resolucdo das plataformas é considerada um fator
limitante, ja que pequenas delecdes/duplicacbes ou mesmo mutacBes de ponto podem nédo
ser detectadas por essa técnica (STOUFFS et al., 2012).

Nos ultimos anos, varios trabalhos com diferentes plataformas de hibridacdo
genémica foram publicados na area de infertilidade masculina. No inicio, a avaliacdo
genbmica foi utilizada na investigacdo de grupos heterogéneos de homens inférteis, sem a
utilizacdo de critérios clinicos para definicdo de grupos de estudo. Em seguida, foram criadas
plataformas voltadas para analise especifica de determinados cromossomos, como 0 X e Y
e somente mais recentemente, é que trabalhos com grupos especificos e criteriosos tém sido
utilizados, contribuindo na identificacdo de novos marcadores genéticos envolvidos com
fertilidade masculina (OSBORNE et al., 2007; TUTTELMANN et al., 2011; KRAUSZ et
al., 2012; FRUHMESSER et al., 2013; CHIANESE et al., 2014; EGGERS et al., 2015;
HALDER et al., 2017; SHEN et al., 2017).
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JUSTIFICATIVA

E intil falar de curas ou pensar em remédios até
termos considerado as causas [...] as curas podem ser
imperfeitas e ndo servir para nada enquanto as

causas nao tiverem sido pesquisadas.

Robert Burton
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2. JUSTIFICATIVA

A infertilidade conjugal € uma doenca do aparelho reprodutivo que afeta uma parcela
significativa da populagcdo mundial e apresenta repercussdes clinicas e psicoldgicas graves.
O fator masculino é responsavel por metade dos casos e ainda é considerado uma condicao
heterogénea, resultante da interacdo de diversos fatores, nos quais a etiologia genética
prepondera. Mesmo com a padronizacdo da avaliacdo diagndstica ao redor do mundo e com
a disponibilidade da realizacdo de diferentes técnicas diagndsticas, metade dos pacientes
avaliados permanecem sem diagndstico preciso, caracterizando a infertilidade masculina
idiopatica.

O Servico de Genética Médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (HCFMRP/USP) tem contribuido com a
Divisdo de Urologia do Departamento de Cirurgia e Anatomia, bem como com o
Departamento de Ginecologia e Obstetricia, na investigacdo diagndstica da infertilidade
masculina, auxiliando na avaliacdo genético-clinica dos pacientes encaminhados e
realizando exames complementares, como, por exemplo, 0 exame citogenético. Esse é um

diferencial frente a outros grupos de pesquisa que estudam infertilidade.

O Laboratério de Citogenética Molecular Humana da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, onde este projeto foi desenvolvido, também contribuiu para a padronizacao
de técnicas utilizadas na investigacdo molecular de infertilidade masculina, como a PCR
multiplex, capaz de identificar microdele¢es no braco longo do cromossomo Y. Essa
técnica foi incorporada a rotina diagnéstica, permitindo que nossos pacientes seguissem 0s
protocolos internacionais de investigacdo. Além dela, a técnica de Hibridacdo Genémica
Comparativa em microarranjo, utilizando uma plataforma robusta, tem possibilitado a

identificacdo de alteracbes gendbmicas potencialmente associadas com infertilidade.

Considerando que sdo escassos 0s estudos disponiveis na literatura associando essa
ferramenta de avaliacdo genémica com a infertilidade masculina, nossa proposta foi a de
realizar a caracterizacdo gendmica em grupo especifico e bem categorizado de homens com
infertilidade masculina, decorrente de faléncia espermatogénica primaria, com o intuito de
identificar possiveis alteracfes gendmicas relacionadas com azoospermia ndo obstrutiva

idiopatica.
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HIPOTESE

Se vocé sabe a pergunta, sabe a metade.

Herb Boyer
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3. HIPOTESE

Nossa hipotese € que pacientes com infertilidade masculina por azoospermia nédo
obstrutiva idiopatica apresentam diferencas no nimero e/ou padrdo de variantes gendémicas,
quando comparadas ao grupo controle, e que essas podem estar relacionadas a etiologia

desse fenotipo complexo.
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OBJETTVOS

“Ha mais imagina¢do no mundo do que se poderia pensar”.

Andrew Solomon
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo gendmica de pacientes com infertilidade masculina por
azoospermia nao obstrutiva idiopatica visando a identificacdo de alteracdes gendmicas
possivelmente relacionadas a esse fenotipo, utilizando a técnica de hibridagdo genémica

comparativa.

4.1 Objetivos Especificos

4.1.1 Descrever as principais alteracbes genémicas (CNVs e LOHSs) que podem estar
associadas ao fenoétipo de infertilidade masculina por azoospermia ndo obstrutiva
idiopética;

4.1.2 Analisar a distribuicao, a relevancia e o padrao das alteracGes genébmicas observadas
entre o0 grupo de pacientes com azoospermia ndo obstrutiva idiopatica e o grupo

controle;
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MATERIAL e
METODOS

“[...] ouvem-se ocasionalmente palavras e frases
médicas, porém o dialeto dos laboratérios tem pouca
semelhanca com a medicina. E como viajar a um pais
vizinho onde 0s maneirismos sdo parecidos, mas se

fala outra lingua”.

Siddhartha Mukherjee
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5. MATERIAL e METODOS
5.1 Material
5.1.1 Consideragcdes Eticas

Todos os individuos que foram convidados e desejaram participar da pesquisa, seja
como grupo amostral ou controle, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (APENDICE A) referente ao Projeto (3537/2013) aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do HCFMRP/USP (ANEXO A).

5.1.2 Selecdo dos Pacientes

Este projeto foi realizado no Laboratdrio de Citogenética Molecular Humana do
Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo (FMRP/USP) em colaboracdo com o Servigo de Genética Médica, o Laboratdrio
de Citogenética, a Divisdao de Urologia do Departamento de Cirurgia e Anatomia e 0
Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da FMRP/USP
(HCFMRP/USP).

Os pacientes em investigacdo por infertilidade masculina foram avaliados
inicialmente no ambulatério de infertilidade conjugal (AIFE), uma parceria entre a Divisdo
de Urologia e o Departamento de Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP/USP. Apds
avaliacdo clinica e complementar extensiva, apenas 0s pacientes com causas testiculares e
pos-testiculares foram encaminhados ao ambulatério de Genética Médica (GEN-3) para
avaliacdo clinica complementar, realizagdo de exame citogenético e molecular e analise dos
critérios de incluséo e excluséo deste estudo.

Somente 0s pacientes com azoospermia ndo obstrutiva idiopatica, que seguiam 0s

critérios de incluséo e exclusdo desse estudo, foram submetidos a analise genémica.

5.1.2.1 Critérios de Inclusao

a) ldade inferior a 45 anos;
b) Paciente ter realizado exames laboratoriais essenciais na investigacdo de infertilidade

por fator masculino, tais como:
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- Pelo menos duas avaliagGes seminais, com intervalo minimo de 90 dias entre
as coletas, evidenciando azoospermia ndo obstrutiva, segundo os critérios da OMS
em 2010;

- Exame citogenético com exclusdo de mosaicismo cromossomico pela
contagem de pelo menos 50 metéafases. Essa rotina é capaz de identificar mosaicismo
numa porcentagem superior a 6% e com intervalo de confianga de 95% (HOOK,
1977);

- Investigacdo molecular para microdelecdes da regido de AZF por PCR

multiplex.

5.1.2.2 Critérios de Excluséo

Qualquer caracteristica clinica ou laboratorial reconhecidamente associada ao

fendtipo infertilidade masculina (Tabela 1).

5.1.2.3 Defini¢éo do Grupo Amostral

Inicialmente, foram avaliados 101 homens com diagnéstico de infertilidade conjugal
por fator masculino apds a exclusdo das causas pré-testiculares. Desse grupo inicial, 70
pacientes com oligozoospermia e 3 com azoospermia obstrutiva foram excluidos. Dos 28
pacientes com azoospermia nao obstrutiva, 3 individuos foram excluidos por apresentarem
histérico de tratamento cirtrgico em regido genital (orquidopexia). Além disso, mais 3
individuos ndo prosseguiram na avaliacdo pois foram diagnosticados, respectivamente, com
sindrome de insensibilidade androgénica parcial (SIPA), doenga multissistémica em
investigacdo cursando com azoospermia ndo-obstrutiva e elevacdo isolada de gonadotrofina
(FSH) de etiologia ndo definida. Apds a realizacdo de exames genéticos complementares,
foram excluidos 5 pacientes com alguma anormalidade cromossdmica (3 pacientes foram
diagnosticados com Sindrome de Klinefelter e 2 com heteromorfismo de cromatina) e um
outro paciente foi excluido por apresentar microdelecdo completa (b2/b4) na regido de
AZFc.

Dessa forma, ap0s selecao criteriosa, 16 pacientes com azoospermia ndo obstrutiva
idiopatica constituiram o grupo amostral e realizaram investigagdo gendmica utilizando a

técnica de hibridagdo genébmica comparativa por microarranjo (Figura 11).



Tabela 1 — Critérios de exclusdo para a selecdo da amostra.
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Pré-testiculares Endocrinopatias

Hipogonadismo hipogonadotroéfico

Hiperprolactinemia

Hiper/Hipotireoidismo

Uso de esteroides anabolizantes

Testiculares Patologias ou
procedimentos que
podem levar a falha na

producao espermatica

Quimioterapia ou Radioterapia

Orquite traumatica ou infecciosa

Varicocele (> grau II)

Criptorquidia bilateral

Polimorfismos estruturais

cromossdmicos

Anomalias cromossémicas

numeéricas ou estruturais

Microdelecdes de AZF

DisfungGes Sexuais

Disfuncéo erétil/ Perda da
libido/Anorgasmia

Disfuncédo ejaculatéria

Ejaculacédo

retrégrada/Anejaculacédo

Pés-testiculares

Congeénitas CBAVD
Vasectomia
- Obstrucdo mecanica resultante de
Adquiridas

trauma ou infeccbes




Figura 11 — Fluxograma da definicédo do grupo amostral
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5.1.2.4 Grupo Controle

O grupo controle foi composto por seis homens higidos com fertilidade clinica
determinada pela presenca de pelo menos dois filhos e que seguissem os critérios de inclusdo

e excluséo descritos anteriormente (ANEXO 5).

5.1.3 Amostras

Foram coletadas duas amostras de sangue periférico dos pacientes dos grupos

amostral e controle para os seguintes fins:

a) Uma amostra com 5mL de sangue total, coletado em tubo Vacutainer® contendo
heparina sodica, para o estudo citogenético convencional por bandamento GTG para a

determinacdo do cariétipo somaético.

b) Uma amostra com de 5ml de sangue total, coletado em tubo Vacutainer® contendo
EDTA, para a realizacdo das técnicas de PCR multiplex (avaliacdo de microdelecdo na

regido de AZF) e hibridagdo gendmica comparativa por arranjo (avaliagdo gendmica).

Todas as amostras foram armazenadas em geladeira em temperatura média de 4°C
até o envio ao Laboratorio de Citogenética e ao Laboratorio de Citogenética Molecular

Humana, respectivamente.

5.2 Métodos
5.2.1 Citogenetica Cléssica

O estudo citogenético foi realizado no Laboratério de Citogenética do
HCFMRP/USP em parceria com o Laboratério de Citogenética Molecular Humana da
FMRP/USP utilizando os seguintes protocolos:

5.2.1.1 Técnica de Cultura Temporaria de Linfécitos

Uma aliquota de 500uL de sangue foi cultivada em 5mL de meio RPMI 1640
(catdlogo n°11875, GIBCO®, Invitrogen) com L-glutamina, suplementada com 2% de
fitohemaglutinina (catalogo n°10576-015, GIBCO®, Invitrogen), estreptomicina/penicilina
(catdlogo n°15140-148, GIBCO®, Invitrogen) e 20% de soro bovino fetal (catalogo n°12657-
029, GIBCO®, Invitrogen), em estufa de CO;, a 37°C, por 72 horas. Quinze minutos antes
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de completar as 72 horas, foram adicionados 0,3 mL de colchicina 0,0016% (catalogo
n°C3915-1G, SIGMA®) e a solugéo retornou a estufa.

Ao final do periodo de incubacdo, o material foi centrifugado por 10 minutos, a 120g
e 0 sobrenadante descartado. Apds essa etapa, foram adicionados 5mL de solucdo hipotdnica
(KCI 0,075M), a 37°C e o0 material foi homogeneizado e incubado em banho-maria, por 25
minutos. Foram adicionadas 10 gotas de solugdo Carnoy (3 metanol: 1 &cido acético) para
interromper a acdo da solucdo hipotbénica e, ap6s homogeneizacdo, 0s tubos foram
novamente centrifugados por 10 minutos, a 120g. O sobrenadante foi retirado e o material
fixado pela adicdo de 5mL de solucdo fixadora de Carnoy (3 metanol: 1 &cido acético). O
material foi homogeneizado e mantido por 10 minutos em repouso a 25°C. Em seguida,
centrifugado por 10 minutos, a 120g e o sobrenadante descartado. A etapa de fixacédo foi
repetida por mais duas vezes, sendo gque da ultima vez, a concentracdo da solucdo fixadora
foi de 1 metanol: 1 &cido acético. Parte da suspenséo celular resultante foi utilizada para a
preparacdo das laminas e o restante mantido em freezer a -20°C (MOORHEAD et al., 1960

modificada).

5.2.1.2 Técnica de Bandamento GTG

Para obtencdo do bandamento GTG, laminas contendo a suspenséao celular foram
mantidas a 25°C, por trés a cinco dias e, logo ap6s, mergulhadas em tripsina (DIFCO 1:250)
diluida a 0,1% em tampdéo fosfato (0,06M pH 6,8), por um periodo de 1-20 segundos,
dependendo do tempo de envelhecimento da ldmina. A acdo da tripsina foi neutralizada com
agua destilada e em seguida, as laminas foram coradas com solucio de Giemsa (MERCK®)
na dilui¢do 1:30, por 10 minutos (SCHERES, 1972).

Foram analisadas 50 metafases de cada paciente para determinacdo do cariotipo e
exclusdo de mosaicismo cromossdmico. A analise microscopica foi realizada em
microscopio Axio ImagerD2 (ZEISS®), utilizando objetiva plana APO 100x, acoplado ao
sistema computadorizado de analise MetaSystems®, utilizando-se o software IKAROS para

andlise do padrdo de bandas, montagem dos cariotipos e documentagédo dos resultados.
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5.2.2 Anélise Molecular

As técnicas moleculares foram realizadas no Laboratorio de Citogenética Molecular
Humana da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FMRP/USP), ressaltando-se que a técnica de hibridacdo genémica foi realizada em parceria

com o Laboratério de Imunogenética Molecular da mesma instituicao.

5.2.2.1 A extragdo de DNA
5.2.2.1.1 Lise da amostra de sangue total

A extracdo de DNA foi realizada em triplicata com o kit de purificacdo DNA e RNA
MasterPure® (Epicentre Technologies, Madison, EUA), a partir do sangue total coletado. Na
primeira etapa, foram adicionados 600uL de solucdo de lise de células vermelhas do sangue
a uma aliquota de 200uL de sangue total em um tubo de 1,5mL. Esse tubo foi invertido, por
pelo menos trés vezes, para garantir maior homogeneidade da mistura e, logo apos, seguiu-
se a agitacdo do fundo do tubo para suspensdo de qualquer material remanescente. A
incubacdo dessa solugdo ocorreu em temperatura ambiente por 2 ciclos de 5 minutos,
intercalada por uma répida etapa no agitador vortex. Em seguida, essa solugdo foi
centrifugada em temperatura ambiente, por 25 segundos, para a sedimentacdo dos globulos
brancos. O sobrenadante foi quase todo removido, deixando cerca de 25uL. Esse sedimento
rico em gldébulos brancos foi homogeneizado no agitador vortex e foram adicionados 300uL
da solugéo de lise celular/tecidual e 1puL de RNase A. Essa solucdo foi mantida a 37°C, por

30 minutos, e depois mantida em gelo, por 3 a 5 minutos, para extinguir a acdo da RNase A.

5.2.2.1.2 Precipitagdo do DNA

Para a precipitacdo do DNA, 150uL do reagente de precipitacdo proteica MPC foram
adicionados aos 300uL da solucdo resultante no item anterior e homogeneizados
vigorosamente no agitador vortex por 10 segundos. Essa nova solucdo foi centrifugada a
uma temperatura de 4°C, por 10 minutos e a uma velocidade de 13.000rpm. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e o sedimento descartado. Foram entdo
adicionados 500uL de isopropanol, invertendo-o, por 30-40 vezes, para precipitar o DNA.
Em seguida, esse DNA foi sedimentado por centrifugacdo a 4°C, por 10 minutos e o

isopropanol descartado. O sedimento foi entdo lavado com etanol 70%, por duas vezes e por
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fim, diluido em 35uL de tampdo TE. As amostras foram entdo estocadas a -20°C para

utilizacdo nas etapas que utilizaram o DNA genémico.

5.2.2.2 Analise das microdelecfes do cromossomo Y

Para a exclusdo de pacientes contendo microdele¢des no cromossomo Y foi realizada
a andlise das regides AZF utilizando a técnica de PCR multiplex, seguida por eletroforese

em gel de agarose.

5.2.2.2.1 PCR multiplex

O método foi realizado com o kit Quiagen Multiplex PCR (Catalogo n° 206143,
Quiagen, Hilden, Alemanha) e os fragmentos iniciadores (primers) da Eurofins Genomics
(Ebersberg, Alemanha) desenhados segundo orientacdo da Academia Europeia de
Andrologia (EAA) e da Rede Europeia de Qualidade em Genética Molecular (EMQN).

A técnica é composta pelas reacdes A e B. Cada reacdo apresentou volume final de
25uL, contendo 9uL de &gua ultrapura, 2,5uL do mix de primers A ou B, 1puL de DNA em
concentracdo aproximada de 100ng e 12,5uL do Quiagen Multiplex PCR MasterMix,
contendo Hot-StarTag DNA Polymerase, Quiagen Multiplex PCR Buffer com 6 mM MgCl;
e mix de dNTP) (Tabela 2).

As condicdes de amplificacdo no termociclador iniciaram com uma etapa de ativacao
(15 minutos/95°C), seguido pela desnaturacéo (35 ciclos/30 segundos/94°C), anelamento (90
segundos/60°C) e extensao (90 segundos/72°C). Por fim, realizada uma etapa de extenséo

por mais 10 minutos, seguida por resfriamento a 4°C.

5.2.2.2.2 Eletroforese em gel de agarose

Os resultados da amplificagéo foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
a 2%, submetido a uma tenséo de 90 V, por aproximadamente 2 horas. Em ambas as reagoes
do multiplex foram utilizados um controle feminino, um masculino sem microdelegéo e um
controle branco, ou seja, sem adicdo de DNA. Em pacientes sem microdelecdo, cinco

fragmentos amplificados foram visualizados em ambas as reagoes.



Pagina | 67

Tabela 2 - Lista dos loci e a sequéncia dos primers utilizados na PCR multiplex para analise das
microdelecbes de AZF.

Tamanho do  Status na
Locus Primer Sequéncia fragmento delecéo
amplificado  completa

Reacdo AeB
sexyy  ZFXIV-F 5-ACCRCT GTACTG ACT GTG ATT ACAC-3 4950 o
ZFX/Y-R  5-GCA CYT CTT TGG TAT CYG AGA AAG T-3’ p resente
Ry SYL4F 5*.GAA TAT TCC CGC TCT CCG GA-3’ 4790h o
S sY14-R 5-GCT GGT GCT CCATTC TTG AG-3’ P resente
Reacdo A
AzEs  SYSOF 5°-GTG ACA CAC AGA CTA TGC TTC-3’ 3180 A
a  5Y86-R 5°-ACA CAC AGA GGG ACA ACC CT-3’ P usente
sY127-F 5°-GGC TCA CAA ACG AAA AGA AA-3°
AZFD  ov127.R 5-CTG CAG GCA GTA ATA AGG GA-3’ 274pb Ausente
SY254-F 5-GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA-3’
AZFC  y254R  5°-GAA CCG TAT CTA CCA AAG GAC C-3’ 380pb Ausente
Reacdo B
SY84-F 5-AGA AGG GTC CTG AAA GCA GGT-3’
AZFa  sygaR 5’-GCC TAC TAC CTG GAG GCT TC-3’ 326pb Ausente
sY134-F 5°-GTC TGC CTC ACC ATA AAA CG-3’
AZFD  ov134R 5*-ACC ACT GCC AAA ACT TTC AA-3’ S0lpb  Ausente
SY255-F 5°-GTT ACA GGA TTC GGC GTG AT-3’
AZFC  oyos5R 5°-CTC GTC ATG TGC AGC CAC-3’ 123pb Ausente

Fonte: Adaptado de Krausz et al., 2014.

A primeira banda de ambas as reacGes correspondeu a amplificacdo do marcador
molecular do gene ZFX (presente tanto no cromossomo X como no Y), servindo como
controle interno das reacGes. A segunda banda correspondeu a amplificacdo do marcador
molecular do gene SRY, presente no cromossomo Y. As bandas subsequentes
corresponderam, respectivamente, as amplificacdes dos STSs correspondentes as regides de
AZFa, AZFb e AZFc (Figura 12).

5.2.2.3 Hibridacdo genbmica comparativa em microarranjo

A técnica de hibridagdo genébmica comparativa foi realizada utilizando a plataforma
4x180K SurePrint G3 CGH+SNP Microarray (Agilent Technologies®, Santa Clara, EUA).
Esta plataforma apresenta 110.712 sondas para analise das variagdes no numero de copias
(CNVs) e 59.647 sondas para polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), dispostas ao
longo de todo o genoma e com um espacamento médio, entre as sondas, de 25,3kb. As

reacOes e as analises dessa plataforma seguiram as instrugdes do fabricante.
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Figura 12 — Imagens dos géis de agarose evidenciando as duas reacgdes (A e B) da PCR multiplex
utilizada na deteccdo das microdele¢des de AZF.

1 2 3 4 56 1 2 3 4 56

Multiplex A Multiplex B

ZFX/Y 495bp ZFX/Y 495bp
SRY 472bp SRY 472bp
sv254 380bp (AZFc)

svsa 326bp (AzZFa)
sY86 318bp (AZFa) sY134 301bp (AzZFb)
sy127 274bp (azZFb)

sY255 123bp (AZFc)

A figura a direita representa gel de agarose com produtos do multiplex A. Na coluna 1 foi aplicado o
marcador de peso molecular, na coluna 2 o controle branco, na coluna 3 o controle feminino, na coluna 4 o
controle masculino sem microdelecéo, na coluna 5 amostra de paciente sem a amplificacdo do sY127,
correspondendo a um dos marcadores de microdelecdo de AZFb e na coluna 6 amostra de paciente sem a
amplificagdo do sY254, correspondendo a um dos marcadores de microdelecdo de AZFc. A figura a
esquerda representa gel de agarose com produtos do multiplex B. Na coluna 1 foi aplicado o marcador de
peso molecular, na coluna 2 o controle branco, na coluna 3 o controle feminino, na coluna 4 o controle
masculino sem microdele¢do, na coluna 5 amostra de paciente sem a amplificacdo do sY134,
correspondendo a um dos marcadores de microdelecdo de AZFb e na coluna 6 amostra de paciente sem a
amplificagdo do sY 255, correspondendo a um dos marcadores de microdele¢do de AZFc. Concluimos entéo
que o paciente 5 apresenta microdelecdo completa de AZFb enquanto que o paciente 6 apresenta
microdelecdo completa de AZFc (Adaptado de Krausz et al., 2014).

A primeira etapa, ap6s a extracdo de DNA, foi a verificacdo da pureza e integridade
das amostras através de corrida em gel de agarose. Foram aplicados 10uL da amostra,
contendo 250ng de DNA, em gel de agarose a 1% e entdo, submetido a uma tenséo de 120V,
por 40 minutos. Nesta etapa, foram descartadas as amostras que evidenciaram fragmentacao

do DNA ou contaminacdo por RNA.

5.2.2.3.1 Digestdo enzimatica e marcagao das amostras

Ap0s a etapa de verificacdo da pureza e integridade, as amostras foram fragmentadas
utilizando uma solucdo de digestdo. Essa solucdo de digestdo foi preparada para um total de
oito reacdes. Metade para 0 DNA amostral e metade para o DNA controle masculino

adquirido da mesma empresa. Essa solucédo foi preparada com 17uL de 4gua nuclease-free,
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22,1uL de tampéo 10x, 1,7uL de BSA acetilado (concentragdo delOmg/pL) e 4,25uL das
enzimas de restricdo Alu | e Rsa | (concentragdo del0 U/pL). A cada tubo de reacéo,
contendo 1pg de DNA genémico diluido em 20,2uL de &gua ultrapura, foram adicionados
5,8uL da solucdo de digestdo. Esses tubos foram levados ao termociclador, previamente
programado para manter as amostras a 37°C, por duas horas, seguido por um outro ciclo, a
65°C, por 20 minutos, para inativacdo das enzimas e mantidas a 4°C, até a finalizacdo
automatica da programacdo. Os tamanhos dos fragmentos gerados, observados em gel de

agarose a 1%, variaram de 200 a 800pb.

O kit Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit (Agilent Technologies®, Santa Clara,
EUA) foi utilizado para a marcacdo do DNA teste e DNA controle com diferentes
fluoréforos. Foram preparadas duas solugdes distintas de marcacao: uma contendo cianina-
3 e a outra, cianina-5. Para o preparo dessas solucGes de marcagdo foram utilizados 8,5uL
de agua nuclease-free, 42,5uL de tampdo de reagdo 5x, 21,2uL de dNTPs 10x, 4,2uL de
ExoKlenow e, em um dos tubos, 6,4uL do fluor6foro Cyanine 3-Dutp (Cianina-3) e, no

outro, 6,4uL do fluoréforo Cyanine 5-Dutp (Cianina-5).

A cada tubo de reacéo, foram adicionados 21pL da solu¢do de marcagdo (mix). O
mix contendo cianina-3 foi adicionado as reac6es com DNA controle e 0 mix contendo
Cyanine-5 foi adicionado as reacdes com DNA amostral. Todos os tubos de reacdo foram
entdo levados ao termociclador, programado para manter as amostras a 37°C, por duas horas,
em seguida, a 65°C, por 10 minutos e, por fim, mantidas a 4°C até o fim da programacéo.

5.2.2.3.2 Purificacdo da amostra

A terceira etapa foi a de purificacdo, realizada com filtros Amicon 30kDa.
Primeiramente, foram adicionados 430uL de TE 1x (pH = 8.0) a cada amostra. Os filtros
foram posicionados em tubos de microcentrifuga. As amostras foram entdo centrifugadas,
por 10 minutos, a 14.000g, em temperatura ambiente. Apds o descarte do filtrado, foram
adicionados mais 480uL de TE 1x, repetindo a centrifugacdo e o descarte do filtrado. O
retido, juntamente com o filtro, foi vertido em novo tubo de microcentrifuga de 1,5mL e
centrifugado, por um minuto, a 1.000 g, em temperatura ambiente, para coletar a amostra
purificada. Para equiparar a marcacao de todas as amostras, estas foram concentradas ou
diluidas em TE 1x. Uma aliquota de 1,5uL, de cada amostra, foi utilizada para determinar o

rendimento e atividade especifica. Finalmente, a amostra teste e controle, devidamente
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marcadas com cianina-5 e cianina-3, foram combinadas em um unico mix, completando um

volume total final de 39pL.

5.2.2.3.3 Hibridacéo

A etapa seguinte foi a de preparacdo do DNA marcado para a hibridacdo. Nesta etapa,
foi preparada uma solucdo de hibridacdo contendo 21,3uL de Cot-1 DNA (1,0mg/mL),
46,8uL de 10x aCGH Blocking Agent e 233,8uL de tampdo de hibridagdo 2x HI-RPM. Um
volume de 71pL da solucdo de hibridacdo foi adicionado em cada tubo contendo o DNA
marcado, totalizando um volume de 110pL. Ap6s mistura por pipetagem, as amostras foram
levadas ao termociclador programado para dois ciclos: o primeiro, por 3 minutos e a 98°C e

0 segundo, por 30 minutos e a 37°C.

Na etapa de hibridacdo, 100puL do mix de hibridacdo misturados ao DNA foram
depositados nos pocos da laminula, que foi unida a uma lamina de hibridacdo e envolvida
por uma camara. Esta cdmara foi colocada em um suporte giratério por 24 horas, a uma

velocidade de 20rpm e temperatura de 67°C (Figura 13).

Figura 13 — Etapa de hibridagdo da técnica de Hibridacdo Gendmica Comparativa

Em A, observamos as pecas que sdo utilizadas para a incubagdo das laminas no forno de hibridacdo. Em
B, 0 encaixe preciso da lamina e laminula na base de metal. Em C, a vedacdo, em D, o selamento com
auxilio de uma bragadeira, em E, o conjunto é rodado para observagdo de bolhas e em F, 0 acoplamento ao
suporte giratdrio que é levado ao forno em G (Fonte: www.agilent.com).


http://www.agilent.com/
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5.2.2.3.4 Lavagem

A lavagem dos microarranjos foi realizada em ambiente pobre em ozonio.
Inicialmente, a Iamina e laminula foram separadas manualmente enquanto mergulhadas em
tampéo de lavagem oligoaCGH 1. Esse tampédo foi mantido em temperatura ambiente e
agitacdo magneética. A segunda lavagem foi feita com o tampéo oligoaCGH 2, a 37°C, sob
agitacdo magnética, por um minuto. Em seguida, as laminas foram lavadas em acetonitrila,
também em agitacdo magnética, por 10 segundos. As laminas foram entdo mergulhadas em
solucgéo de estabilizagéo e secagem, sob agitacdo, por 30 segundos.

5.2.2.3.5 Escaneamento e extracdo dos dados

Apos a etapa de lavagem, as laminas foram imediatamente posicionadas no suporte
SureScan para escaneamento. Para essa etapa foram utilizados um scanner (Agilent
SureScan B Scanner) e um programa para a analise das imagens (The Feature Extraction
software v12.0). Os parametros para extracdo dos dados seguiram as instrucdes determinadas
pelo fabricante. Os dados foram extraidos em formato .TXT e foram normalizados pelo
software Nexus Copy Number v8.0 (Biodiscovery, Santa Clara), utilizando o Fast Adaptive
States Segmentation Technique (FASST2) com um limiar de significancia de 5.0 e um

espaco maximo entre sondas adjacentes de 10.000kb.

5.2.3 Andlise Bioinformatica

Alteracbes no numero de copias menores que 1Kb e/ou incluindo menos de 3 sondas
adjacentes foram desconsideradas, assim como as perdas de heterozigosidade (LOH)
menores que 1Mb. Foi considerado ganho um limiar de 0,5; alto ganho um limiar de 1,1;
perdas, -0,5; e perdas em homozigose, 1,1. As regides alteradas foram descritas utilizando o

GRCh37/hg19 como sequencia referéncia.

As regibes que apresentaram perdas e ganhos significativos foram visualmente
avaliadas pela interface do software Nexus Copy Number v8.0. Comparamos o perfil
gendmico, entre casos e controles, utilizando a ferramenta comparagdo do software, que
mostra regides significativamente alteradas a partir do teste exato de Fisher, com limiar de

alteracéo de 25% e p<0.05.

Para andlise comparativa das CNVs do tipo ganho e perda, cada variante foi

individualmente analisada seguindo as seguintes etapas:
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a) Comparacdo dessas variantes entre grupo amostral e controle;

b) Anélise no DGV para exclusdo de variantes comuns;

c) Comparacdo das variantes detectadas com aquelas descritas em um banco de
dados especifico em infertilidade masculina. Esse banco de dados foi construido
a partir da busca de artigos na literatura e contou seis diferentes trabalhos
cientificos que utilizaram a hibridacdo gendmica na avaliacdo da faléncia

espermatogénica primaria (ANEXO 6).

5.2.4 Anélise Estatistica

As variaveis clinicas como idade e dosagem de gonadotrofinas foram comparadas
entre 0 grupo controle e o de pacientes com azoospermia ndo obstrutiva pelo teste Mann-
Whitney. As comparaces entre as variaveis nimero total de perdas e ganhos e nimero total
de LOHSs, entre os dois grupos, utilizaram o teste Kruskal-Wallis. Todas as anélises
estatisticas foram realizadas através do software R v3.4.2. Diferencas significativas foram

observadas quando P<0.05.
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RESULTADOS

“Temos fé em Deus [...] todos os outros precisam ter dados”

Bernard Fisher
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6. RESULTADOS

6.1 Analise descritiva dos parametros clinicos

A partir da comparagdo de dados clinicos de pacientes e controles, observamos que
os individuos inférteis apresentam idades inferiores e niveis de testosterona reduzidos
quando comparados ao grupo controle (P=0.006 e P=0.019, respectivamente), enquanto que
os valores das gonadotrofinas (FSH e LH) ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante quando comparados entre os dois grupos (P=0.42 e P=0.15, respectivamente)
(Tabela 3).

Tabela 3 — Comparacéo dos parametros clinicos entre os grupos de estudo

Caso Controle P
Idade (anos) (média; mediana) 33; 33 38; 38 0.006
Testosterona (unidade) (média; mediana) 392; 383 500; 520 0.019
FSH (unidade) (média; mediana) 12.9; 8.3 4.8; 4.8 0.42
LH (unidade) (média; mediana) 4.4;4.2 3.0;3.1 0.15

(O valor de P foi obtido através do teste Mann-Whitney)

6.2 Distribuicdo das variacbes gendmicas

A anélise inicial dos dados de hibridacdo genémica comparativa evidenciou que
todos os pacientes, sejam do grupo controle ou amostral, apresentaram algum tipo de
alteracdo gendmica (CNV ou LOH) (Figura 14). Um total de 68 dessas variantes foram
observadas no grupo controle e 184 no grupo amostral. A média entre o nimero de variagdes
gendmicas e 0 nimero de pacientes em ambos os grupos foi, respectivamente, de 11,3 e 11,5
(Tabela 4).

Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o nimero total
de alteracbes gendmicas entre pacientes inférteis e controles tanto quando comparadas de
forma isolada como agrupada (Figura 15). O mesmo também foi observado quando os
diferentes tipos de variantes de numero de copias (CNVs) foram analisados separadamente
(Figura 16).
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Figura 14 — Distribuicéo das altera¢des gendmicas no grupo controle e no grupo azoospermia nao obstrutiva
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Cada linha horizontal representa as alteracdes gendmicas observadas pela técnica de hibridagdo gendmica comparativa nos individuos do grupo controle (C1-C6) e do grupo
amostral (A-P). As linhas verticais de cor azul, acima da linha horizontal, representam os ganhos, enquanto que as linhas verticais vermelhas correspondem as perdas. Linhas
horizontais amarelas, localizadas abaixo da linha principal, correspondem as regiGes de perda de heterozigose. As colunas verticais, de coloragdo alternada azul e branco,
correspondem a localizacdo dessas alteracdes nos cromossomos.
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Tabela 4 - Avaliacao quantitativa das alteracfes gendmicas detectadas no grupo controle (C1-C6) e no
grupo de pacientes com azoospermia nao obstrutiva idiopatica (A-P)

CNVs

Amostras Ganhos Perdas LOH Total
C1 3 1 7 11
Cc2 8 5 2 16
C3 13 0 10 26
C4 6 0 1 7
C5 3 0 4 7
C6 2 0 3 5

Grupo

Controle 35 6 21 68

A 9 4 2 16
B 1 0 1 3
C 5 2 1 8
D 2 0 0 2
E 11 2 9 26
F 2 1 2 5
G 13 1 7 28
H 12 1 4 17
| 2 1 0 3
J 7 4 6 18
K 4 0 8 13
L 6 1 2 10
M 3 5 6 14
N 3 2 1 6
(@) 6 4 3 17
P 2 1 15 18
Grupo 88 29 67 184

amostral
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Figura 15 — Distribuicédo do nimero de alteraces gendmicas em ambos 0s grupos
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Na figura A, nao foi observada diferenca significativa (P = 0,77) na distribuicdo do nimero total de variantes de nimero de copias em ambos 0s grupos. O mesmo pode
ser observado na figura B, quando foram analisadas o nimero total de regides de perda de heterozigose (P = 0,66). Em C, também néo foi significativa (P = 0,94) a
razdo entre o nimero de variantes genémicas e a média de individuos em cada grupo.



Figura 16 — Distribuicéo dos diferentes tipos de variantes de niimero de copias (CNVs) e a média de individuos em cada grupo
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Na figura A, observamos que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a razdo dos diferentes tipos de ganho e a média dos individuos, em cada grupo
analisado. O mesmo pode ser observado na figura B, quando os diferentes tipos de perda foram analisados.



Pagina |79

6.2.1 Distribuicdo e comparacao entre grupos das Variantes de Numero de
Copias (CNVs)

Foram descritas 41 CNVs no grupo controle, sendo 35 delas do tipo ganho e 6 do
tipo perda. No grupo amostral foram evidenciadas 117 CNVs, sendo 88 do tipo ganho e 29
perdas. Ndo houve diferenca entre 0 nimero dessas alteracfes e o nimero médio de
individuos em ambos 0s grupos analisados. No grupo controle essa média foi de 6,8,
enquanto no grupo infértil foi de 7,3 (Tabela 4).

Também ndo foram observadas diferencas significativas quanto a distribuicao dos 3
grupos de tamanho de CNVs (1-99kb, 100-499 e >500kb), pela média de individuos, nos
grupos analisados. Essa mesma caracteristica foi notada na analise isolada dos ganhos,
porém, nas varia¢fes do tipo perda, observamos que aquelas com tamanho compreendido
entre 100-499kb foram mais comuns no grupo amostral. Nao foram descritas CNVs menores

que 100kb no grupo controle (Figura 17).

A distribuicdo das CNVs nos diferentes cromossomos, em relacdo a média dos
individuos nos diferentes grupos, ndo foi homogénea. Os cromossomos 1, 5, 9 e 18 nédo
apresentaram nenhuma dessas variantes, diferentemente dos cromossomos 2, 14, X e Y que
evidenciaram maior nimero dessas alteracfes. Além disso, CNVs restritas ao grupo amostral
foram identificadas nos cromossomos 6, 15 e 17, enquanto que as restritas ao grupo controle
foram observadas exclusivamente no cromossomo 12 (Figura 18). Quando essas variantes
foram analisadas de forma isolada, percebemos que os ganhos apresentaram distribuicéo
mais homogénea do que as perdas. As delegdes restritas ao grupo amostral foram
identificadas nos cromossomos 2, 3, 6, 7, 13, 22 e X, enquanto que dele¢bes restritas ao
grupo controle foram observadas nos cromossomos 10, 12 e 14. Nao foram observadas

deleg¢bes no cromossomo Y em ambos os grupos (Figura 18).
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Figura 17 — Distribuicdo do tamanho das variantes de nimero de cdpias (CNVs) pela média de
individuos no grupo amostral e controle
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Figura 18 — Distribuicao das variantes de nimero de copias (CNVs) pela média de individuos nos grupos
amostral e controle nos diferentes cromossomos
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Figura 19 — Distribuicdo das variantes de namero de cdpias (CNVs) do tipo ganho e perda, pela média de individuos em ambos os grupos, nos diferentes
Cromossomos

Duplicacao Delecao
1.4 0.6
1.2 0.5
! 0.4
0.8
0.3
0.6
0.2
0.4
0.2 I 0.1
, Il 1 . o LI | |
1 2 3 45 6 7 8 910111213141516171819202122 X vy 1 23 456 7 8 910111213141516171819202122 X vy

B Amostral Controle B Amostral Controle



Pagina | 82

6.2.1.1 Distribuicao e comparacao entre grupos das Variantes de Numero de
Copias do tipo ganho

O total de ganhos observados na populagcdo em estudo foi de 123, sendo 35 na
populacéo controle e 88 na populacdo amostral. N&do houve diferenca significativa entre a
relacdo do nimero de ganhos e a média de individuos em cada grupo. A média observada

no grupo controle e amostral foi, respectivamente, de 5,8 e 5,5.

A distribuicdo das CNVs do tipo ganho nos diferentes cromossomos revelou que em
oito cromossomos (1,4, 5, 6, 8, 9, 12 e 18) nenhuma dessas alteracGes foi detectada. Os
cromossomos 15 e 17 evidenciaram ganhos apenas no grupo amostral e os ganhos

observados nos cromossomos sexuais foram mais comuns no grupo controle (Figura 19).

A anélise comparativa entre os ganhos observados nos dois grupos evidenciou que
do total de 123 ganhos, 21 foram compartilhados por individuos do grupo controle e amostral
e considerados como ndo relevantes, assim como 0s 5 ganhos restritos aos individuos do
grupo controle. Dentre as alteracGes restritas ao grupo de pacientes com azoospermia nao
obstrutiva, 7 foram compartilhadas por mais de um individuo e 12 classificadas como
individuais. Apds anéalise individual de cada ganho pelo DGV, 8 foram excluidas por se
tratarem de CNVs comuns, descritas em pacientes assintomaticos. Dessa forma, apenas 11
ganhos, 7 individuais e 4 compartilhados, foram classificados como raros e significativos
(Figura 20).

A tabela 5 descreve a localizagdo, posi¢do gendmica, tamanho e contetdo génico dos
7 ganhos classificados como restritos, individuais e raros. Dois desses ganhos foram
detectados em autossomos (7 e 16) e cinco nos cromossomos sexuais, sendo quatro no brago
longo do cromossomo X e um no brago curto do cromossomo Y. O tamanho desses ganhos
variou de 1,2kb até 894kb e todos continham genes codificantes de proteina, com exce¢édo

da CNV localizada no brago curto do cromossomo Y.

A tabela 6 descreve a localizacdo, posicdo gendmica, tamanho, conteudo génico e
individuos do grupo amostral que compartilharam 4 diferentes ganhos. Esses ganhos
predominaram nos autossomos, em detrimento dos cromossomos sexuais. O tamanho desses
ganhos variou de 16-139kb e todos continham genes codificantes de proteinas. Foi descrito

um unico ganho raro e compartilhado na sub-banda g28 do cromossomo X.
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Figura 20 — Fluxograma da distribui¢do das CNVs do tipo ganho
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Tabela 5 - CNVs do tipo ganho, restritas ao grupo amostral, individuais e raras
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Cromossomo Banda Posi¢cdo Gendmica Tamanho Genes

155,596,329-

7 q36.3 3,8kb SHH
155,600,169

16 q24.1 85,549,343-85,667,640 118Kkb GSEL

X ql2 65,760,836-65,939,751 178kb UPRT e ZDHHC15

EFNB1, PJAL,
X ql3.1 67,950,466-68,845,123 894kb LINC00269,
FAM155B, EDA

X q21.1 77,158,835-77,160,060 1,2kb COX7B
118,986,572~ UPF3B, RNF113A,

X q24 20kb
119,007,025 NDUFA1

Y pll.2 8,406,069-8,512,073 106kb LINC00279




Tabela 6 - CNVs do tipo ganho, restritas ao grupo amostral, compartilhadas e raras
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Cromossomo Banda Posi¢cdo Gendmica Tamanho Genes Individuos

TSC2, MIR1225,
(AeQC)

16 pl3 2,127,944-2,144,285 16kb LOC105371049,

PKD1
921.33 SGCA, HILS1,
17 ' 48,241,425-48,273,531 32kb (GeH)
COL1A1

PLIN4, PLINS,

19 013.3 85,549 343-85,667,640 139Kb LRG1, SEMAGB, (EeH)
TNFAIPSL1
AVPR2, ARHGAP4, (Ae))
X q28 153,169,981-153,205,446 35kb

NAA10, RENBP
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Figura 21 — CNV do tipo ganho, restrita ao grupo amostral, individual e rara, localizada em 7936.3
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Na figura observamos a localizacéo e a extensdo (barras azuis) do ganho detectado no individuo A e o envolvimento do gene SHH.




Figura 22 — CNV do tipo ganho, restrita ao grupo amostral, individual, rara e sem descri¢do no DGV, localizada em Xg21.1
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Na figura A, observamos a localizacdo do ganho na sub-banda g21.1 do cromossomo X, envolvendo o gene COX7B. Na figura B, um recorte da analise desse ganho

pelo DGV evidenciando que essa variante é considerada rara (sem descrigdo anterior). A linha na cor rosa demonstra a presenca do gene COX7B.
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Figura 23 — CNV do tipo ganho, compartilhada por individuos de grupo amostral e localizada em 17g21.33
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Na figura A, observamos a localizagdo e a extensdo do ganho no brago longo do cromossomo 17. Na figura B, visualizamos que o ganho foi compartilhado pelos pacientes
G e H e que a regido de intersecdo compreendia parte do gene COL1A1L.
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6.2.1.2 Distribuicao e comparacao entre grupos das Variantes de Numero de
Copias do tipo perda

O total de variantes de nimero de cOpias do tipo perda observado na popula¢do em
estudo foi de 35, sendo 6 perdas no grupo controle e 29 no grupo infértil. Para esse tipo de
CNV, o grupo amostral apresentou cerca do dobro de alterac6es por individuo (1,8) quando
comparado com grupo controle (1). Apenas dois individuos do grupo controle (C1 e C2)
apresentaram perdas no seu genoma, sendo que C2 concentrou 5 tipos diferentes de perdas
(Tabela 4, pagina 76).

A distribuicdo desse tipo de CNV nos diferentes cromossomos revelou que nenhuma
perda foi detectada em 11 cromossomos: 1, 5, 9, 11, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e Y. Os
cromossomos 2, 3, 6, 7, 13, 22 e X apresentaram perdas apenas no grupo amostral, enquanto
que nos cromossomos 10, 12 e 14 as perdas ficaram restritas ao grupo controle. Ndo foram
detectadas dele¢cGes em nenhum dos cromossomos sexuais no grupo controle (Figura 19).

Analise mais detalhada desse tipo de alteracdo revelou que duas perdas foram
compartilhadas por individuos do grupo controle e amostral, enquanto que trés perdas foram
detectadas apenas entre individuos do grupo controle. Dessa forma, essas cinco alteragdes
ndo foram consideradas relevantes. Além disso, 14 delecdes foram detectadas apenas no
grupo amostral, sendo 11 individuais e 3 compartilhadas. Dessas 11 dele¢6es individuais, 5
foram excluidas por ndo serem codificantes de proteina, assim como a delegdo compartilhada
em Xp22.33. Dessa forma, restaram 6 perdas individuais e 2 compartilhadas que foram
analisadas no DGV (Figura 24).

A tabela 7 descreve as 6 CNVs do tipo perda caracterizadas como restritas,
individuais e codificantes de proteinas. Elas apresentaram variacdo de tamanho de 116kb a
667kb e estavam localizadas exclusivamente em autossomos. Apos analise no DGV, apenas
a perda detectada em 3p21.2-21.31 foi considerada rara. Essa alteracdo, com 227kb de
tamanho, contém os genes CACNA2D2, C30rf18, HEMK1, CISH e MAPKAPK3 (Figura 25).

Na tabela 8 estdo descritas as duas perdas que foram caracterizadas como restritas,
compartilhadas e codificantes de proteinas. A sub-banda g11.2 do cromossomo 15 foi
compartilhada por quase metade dos pacientes com azoospermia ndo obstrutiva.
Apresentava tamanho de cerca de 331kb e incluia 2 genes codificantes de proteinas do grupo
dos receptores olfatorios (OR4M2 e OR4N4). No entanto, ap6s analise no DGV, essa
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variante foi considerada como uma variante comum (Figura 26). Ja a delecdo na sub-banda
g21.1 do cromossomo 2, de 3,7kb, foi compartilhada por dois individuos do grupo amostral

e continha apenas um gene codificante de proteina (DLX1) (Figura 27).
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Figura 24 — Fluxograma da distribuicdo das CNVs do tipo perda
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Tabela 7 — CNVs do tipo perda, restritas, individuais e codificantes de proteina

Posicéo
Cromossomo Banda L Tamanho Genes
Genbmica
50,436,577-
3 p21.2-21.31 227kb CACNA2D2, C3orf18, HEMK1, CISH, MAPKAPK3
50,663,730
133,170,401-
7 g33 476kb EXOC4, LOC101928861
133,647,334
39,240,660-
8 pl11.22 152kb ADAM5, ADAM3A
39,393,247
115,053,229-
13 q34 116kb UPF3A, CHAMP1, LINC01054
115,169,878
20,493 386 CHEK2P2, HERC2P3, GOLGA6L6, GOLGASCP, NBEAP1, MIR3118-
15 gl1.1 21’ 161’ 307 667kb 2, MIR3118-3, MIR3118-4, POTEB2, POTEB, POTEB3, NF1P2,
T MIR5701-1, MIR5701-2, MIR5701-3, LINC01193
51,160,665-
22 q13.33 143kb SHANK3, LOC105373100, ACR, RABL2B, RPL23AP82

51,304,566
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Tabela 8 — CNVs do tipo perda, restritas, compartilhadas e codificantes de proteina

Cromossomo Banda Posicdo Genbmica Tamanho N° de individuos Genes

2 g3l.1 172,948,765-172,952,539 3,7kb 2 DLX1

LINC02203, LOC101927079, OR4AM2,
OR4N4, OR4AN3P, LOC102724760,
IGHV10R15-1, LOC642131,
IGHV10R15-3, MIR1268A, REREP3

15 ql1l.2 22,297,051-22,628,639 331kb 7




Figura 25 — CNV do tipo perda detectada em 3p21.2-21.31 em paciente com azoospermia nao obstrutiva
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Na figura A, observamos a localizag8o e a extensdo da perda (duas barras vermelhas) detectada em 3p21.2-21.31. Essa CNV foi
proteina. Na figura B, detalhamento dos genes CACNA2D2, C3orf18, HEMK1, CISH, MAPKAPK3 localizados nessa regido.

classificada como individual, rara e codificante de
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Figura 26 — CNV do tipo perda, compartilhada e codificante de proteina detectada em 15q11.2
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Essa perda foi detectada apenas no grupo amostral (restrita) e foi compartilhada por 7 diferentes pacientes (G, I, J, M, C, N e O). As delec6es sdo representadas pelas
barras vermelhas localizadas abaixo da linha principal. Observamos diferentes tamanhos dessa delecdo, porém a sua intersecdo foi demarcada pelas linhas verticais que
representam, da esquerda para a direita, 0s genes OR4M2 e OR4N4 e o pseudogene OR4N3P.
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Figura 27 — CNV do tipo perda, compartilhada e codificante de proteina detectada em 2g31.1
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Na figura A, observamos a localizacdo e a extensdo da perda (duas barras vermelhas) no braco longo do cromossomo 2. Em B, observamos que essa delecdo foi
compartilhada pelos individuos A e J e continha o gene DLX1.
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6.2.1.3 Distribuicdo e comparacdo entre grupos das Variantes de Namero de
Copias localizadas no cromossomo Y

Uma andlise individualizada do cromossomo Y foi realizada devido a suas
particularidades como conteddo génico, voltado para a regulacdo da espermatogénese,

estrutura genémica e relevancia sobre o fenétipo de infertilidade masculina.

Todas as 12 CNVs descritas nesse cromossomo foram do tipo ganho, sendo 7 no
grupo de pacientes com azoospermia e 5 no grupo controle. Essas CNVs estavam localizadas
em trés diferentes sub-bandas do cromossomo Y, sendo, respectivamente, uma no bracgo
curto (Ypll.2) e duas no braco longo, envolvendo as regibes de AZF (Yqll.222 e
Y(ql1.223) (Tabela 9).

Um ganho de 106kb foi detectado na sub-banda p11.2 do cromossomo Y (paciente
A). Essa variante ndo havia sido descrita no DGV. N&o ha descri¢do de gene codificante de
proteina nessa CNV, mas sim a presenca de um gene codificante de um RNA intergénico
longo de funcdo desconhecida (LINC00279) (Figura 28).

Foram observados dois diferentes ganhos na sub-banda q11.222 do cromossomo Y.
Um ganho menor, de 10kb, identificado no paciente “O” e contendo os genes CDY2A e
CDY2B e um outro maior, de 489kb, contendo os genes FAM224A, FAM224B, FAM41AY1,
FAMA41AY2, HSFY2, HSFY1, TTTY9A, TTTY9B, no controle 6 (C6). Esses ganhos séo
reconhecidos como variantes comuns no DGV e 0s genes descritos participam da regulagao

da espermatogénese (Figura 28).

Quatro individuos do grupo controle (C1, C2, C3 e C5) apresentaram ganhos com
pequena variacdo de tamanho (11-16kb) e que incluiam os genes DAZ1 e DAZ4 na sub-
banda q11.223. Essa mesma alteracdo foi compartilhada por trés individuos do grupo
amostral (H, K e M). Os individuos G e O também apresentaram ganhos na regido de
Y(ql1.223, porém essas alteragcdes foram bem maiores (>1 Mb) e com diferente contetdo
génico. Os ganhos nessa regido estdo descritos no DGV como variantes comuns e 0s genes

envolvidos também regulam o processo de espermatogénese (Figura 28).



Tabela 9 — CNVs detectadas no cromossomo Y
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Sub- o Posicao
Individuos . Tamanho Genes
banda genbmica
8,406,069-
pll.2 A 106kb LINC00279
8,512,073
19,980,561-
o 10kb CDY2B, CDY2A
19,991,314
ql1.222
20,344,234-
C6 489kb FAM224A, FAM224B, FAM41AY1, FAM41AY2, HSFY2, HSFY1, TTTY9A, TTTY9B
20,834,004
C3 25,297,250-
11kb DAZ1, DAZ4
M 25,308,750
25,292,630-
C1 14kb DAZ1, DAZ4
25,306,798
c2
C5
q11.223 25,292,630-
H 16kb DAZ1, DAZ4
25,308,750
G 24,819,599- L5Mb TTTY17A, TTTY17B, TTTY17C, DAZ1, DAZ4, DAZ3, DAZ4, DAZ2, TTTY3B, TTTY3,
26,381,366 ’ CDY1, CDY1B, CSPG4P1Y, GOLGA2P2Y, GOLGA2P3Y
o 24,803,880- LaMb TTTYL7A, TTTY17B, TTTY17C, TTTY4B, TTTY4C, TTTY4, BPY2, BPY2B, BPY2C,
26,271,609 ’ DAZ1, DAZ4, DAZ1, DAZ4, DAZ3, DAZ4, DAZ2, TTTY3B, TTTY3, CDY1, CDY1B




Figura 28— CNVs do tipo ganho detectadas no cromossomo Y
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A figura demonstra a presenca das CNVs do tipo ganho (barras azuis) em individuos do grupo controle (C1, C2, C3, C5 e C6) e do grupo amostral (A, G, H, K, M e Q).
Observamos que a CNV detectada na sub-banda q11.223 foi compartilhada pelos controles C1, C2, C3 e C5 e pelos pacientes G, H, K, M e O e apresentava variacdo de tamanho.
Esses ganhos estdo localizados numa regido de CNV comum (barra rosa localizada na regido superior da figura e delimitada pelas linhas pontilhadas). O controle 6 apresentou
um ganho na sub-banda q11.222 que ndo se sobrepde ao pequeno ganho, na mesma regido, evidenciado pelo paciente O (pequena linha vertical azul). A figura ainda demonstra
0 ganho na sub-banda Yp11.2, detectada no paciente A e sem descri¢cdo no DGV.
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6.2.2 Distribuicdo e comparacéo entre grupos das regides de perda de
heterozigosidade (LOH)

Um total de 94 regibes de perdas de heterozigosidade foram observadas em ambos
0s grupos analisados, sendo 27 no grupo controle e 67 no amostral. N&o foi observada
diferenga significativa entre a média desse tipo de alteracdo pelo nimero de individuos em

cada grupo (4,5 x 4,18, respectivamente) (Tabela 4, pagina 76).

As LOHs foram divididas, de acordo com o seu tamanho, em dois grupos: 1- 2,9Mb
e > 3Mb. Néo foram observadas diferencas significativas quanto ao tamanho dessas regides

e a média de individuos em ambos os grupos (Figura 29).

A distribuicdo das regides de perda de heterozigosidade entre os diferentes
cromossomos evidenciou que quase todas as LOHs foram observadas em autossomos.
Apenas um individuo do grupo controle apresentou uma alteracdo de 2,3Mb em Xg28. Os
cromossomos 14, 17, 22 e Y n&o apresentaram LOHs em ambos 0s grupos, enquanto que
LOHs restritas ao grupo amostral foram detectadas nos cromossomos 6, 15, e 21. LOHs

restritas ao grupo controle foram observadas nos cromossomos 19 e X (Figura 30).

Uma anélise comparativa entre o grupo controle e o de pacientes com azoospermia
néo obstrutiva evidenciou que 8 regides de LOH foram compartilhadas entre os dois grupos
e que 16 LOHs foram restritas ao grupo controle. No grupo amostral, 37 dessas alteracfes
foram individuais, enquanto que 6 foram descritas em mais de um individuo. Dessas 6
regides de perda de heterozigose, restritas ao grupo amostral e compartilhadas, 3 apresentam
genes potencialmente associados a infertilidade (1p31.1, 7921.1 e 12g21.1-21.2) e foram

consideradas mais relevantes para analise (Figura 31).

A tabela 10 resume a localizagao, posi¢do gendmica, tamanho, genes codificantes de
proteinas e nimero de individuos que compartilharam 3 regides de perda de heterozigose

entre os pacientes com azoospermia ndo obstrutiva.
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Figura 29 — Distribuicao do tamanho das regides de LOH pela média de individuos no grupo amostral e
controle
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Figura 30 — Distribuicdo das regifes de perda de heterozigose (LOH), pela média de individuos nos
grupos amostral e controle, nos diferentes cromossomos
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Figura 31 — Fluxograma da distribui¢cdo das regides de LOH
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Tabela 10 — Regibes de LOH restritas, compartilhadas entre individuos do grupo amostral e que apresentavam genes relacionados a fertilidade (Continua)

Genes
Cromossomo Banda Posilga_o Tamanho . N ,de Genes Genes codificantes codlflc_;antes‘e
Genbmica individuos associados a
infertilidade
LRRC7, PIN1P1,
LRRC40, SRSF11,
ANKRD13C, HHLAS3, LRRC7, LRRC40,
1 0311 70,080,248- 3.9Mb 5 CTH, LINC01788, SRSF11, ANKRD13C, LRRC7 e
' 74,013,952 ' PTGER3, ZRANB2-AS1, CTH, PTGERS3, LRRC40
MIR186, ZRANB2, NEGR1

ZRANB2-AS2, NEGR1-
IT1, NEGR1, LINCO1360
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Tabela 10 — Regides de LOH restritas, compartilhadas entre individuos do grupo amostral e que apresentavam genes relacionados a fertilidade (Continuacao)

Posicéo

N° de

Genes
codificantes e

Cromossomo Banda al Tamanho e Genes Genes codificantes ; R
Gendmica individuos associados a
infertilidade
MAGI2, MAGI2-AS3,
GNAI1, LOC101927269,
GNAT3, CD36, MAGI2, GNAIL,
SEMAS3C,
GNATS3, CD36,
LOC105369146, SEMA3C. HGF
78,881,218- LOC100128317, HGF, ’ ' SEMA3C e
! 4211 g6 756707  (BMb 2 LOC101927356, CACNAZDL, PCLO,  “oryyaapy
SEMAS3E, SEMA3A,
CACNA2D1, PCLO,
SEMASE, SEMA3A SEMA3D GRM3,
! ’ KIAA1324L

LOC101927378,
SEMASD, LINC00972,
GRM3, KIAA1324L
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Tabela 10 — Regibes de LOH restritas, compartilhadas entre individuos do grupo amostral e que apresentavam genes relacionados a fertilidade (Concluséo)

Genes

Cromossomo Banda POSA'Qa.O Tamanho . N ,de Genes Genes codificantes codlflc_;antes\e
Genomica individuos associados a
infertilidade
LGRS, ZFC3H1, THAPZ2,
TMEM19, RAB21,
MRS2P2, TBC1D15, LGR5, ZFC3H1,
TPH2, TRHDE-AS1, THAP2, TMEM19,
TRHDE, RAB21, TBC1D15,
LOC101928137, TRHDE, ATXN7L3B,
LOC100507377, KCNC2, CAPS2,
ATXN7L3B, KCNC2 GLIPR1L1
g21.1- 71,907,062- ’ ' ' GLIPR1L1 e
12 212 80.700,192 8,7Mb 2 CAPS2, GLIPR1L1, GLIPR1L2, GLIPR1, GLIPR1L?2

GLIPR1L2, GLIPR1,
KRR1, PHLDA1,
NAP1L1, BBS10,

OSBPL8, ZDHHC17,

CSRP2, E2F7, NAVS,

LOC105369860, SYT1,
MIR1252, PAWR,
PPP1R12A, OTOGL

KRR1, PHLDA1,
NAP1L1, BBS10,
OSBPLS, ZDHHC17,
CSRP2, E2F7, NAV3,
SYT1, PAWR,
PPP1R12A, OTOGL




Figura 32 — LOH restrita ao grupo amostral, compartilhada e com genes codificantes de proteina detectada em 1p31.1
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A figura A demonstra a localizacdo e a extensdo da LOH detectada na sub-banda p31.1 do cromossomo 1 (barra rosa). Em B, observamos que essa alteracdo foi

compartilhada por cinco individuos d

0 grupo amostral (barras em laranja).
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Figura 33 — LOH restrita ao grupo amostral, compartilhada e com genes codificantes de proteina detectada em 7g21.1
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A figura A demonstra a localizagdo e a extensdo da LOH detectada na sub-banda g21.1 do cromossomo 7 (barra em laranja). Em B, observamos que essa alteracéo foi
compartilhada por 2 individuos do grupo amostral.
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Figura 34 — LOH restrita ao grupo amostral, compartilhada e com genes codificantes de proteina detectada em 12g21.1-21.2
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A figura A demonstra a localizacdo e a extensdo da LOH identificada na sub-banda q21.1-21.2 do cromossomo 12 (barra em laranja). Em B, observamos que essa alteracéo
foi compartilhada por 2 individuos do grupo amostral. Essa regido contém os genes GLIPR1L1 e GLIPR1L2.
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DISCUSSAO
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7. DISCUSSAO

A infertilidade conjugal é um problema de saude puablica que tem implicacGes
psicolodgicas, estigmatizacdo social e técnicas de tratamento que ainda sao restritas a uma
pequena parte da populacdo. E considerada uma doenca de inicio tardio na qual o fator
masculino é responsavel por metade dos casos (LOUIS et al., 2013). A infertilidade por fator
masculino ¢ um fendtipo complexo e ainda pouco conhecido. Metade dos pacientes
investigados séo categorizados como portadores de infertilidade idiopatica, mesmo ap6s a
rotina diagnostica incluindo avaliagdo clinica, exame fisico e andlise laboratorial
(ESTEVES, 2016).

Os primeiros estudos sobre os fatores relacionados a infertilidade masculina ndo
faziam selecdo criteriosa de sua amostra. Qualquer homem com reducdo do potencial de
fertilidade, independente do fator etioldgico, era categorizado como infértil e passava a
constituir o grupo amostral de alguns trabalhos. Com o passar do tempo, observamos que as
causas genéticas tém sido especialmente detectadas em homens com fen6tipo especifico de
alteracdo testicular, como por exemplo, a faléncia espermatogénica primaria, resultando em

oligozoospermia grave ou azoospermia ndo obstrutiva (STOUFFS et al., 2012).

Nos ultimos anos, varios pesquisadores tém se dedicado a identificacdo de fatores
genéticos que afetam a espermatogénese. A estratégia inicialmente utilizada baseava-se na
investigacdo de genes com efeito potencial sobre a espermatogénese, descobertos a partir de
modelos animais ou sugeridos pelos estudos de associacdo genémica (GWAS). Os
resultados foram desapontadores, pois, muitas vezes, as mutacdes encontradas ndo eram
confirmadas por outros grupos de pesquisa. Analises de familias também ndo podiam ser
realizadas, ja que o proprio fenotipo ndo resultava na geracdo de descendéncia. Estudos em
familias com consanguinidade auxiliaram na identificacdo de genes que, em homozigose,
resultavam em anormalidades seminais especificas como a globozoospermia (STOUFFS et
al., 2012). A utilizagéo de uma ferramenta de analise genémica, como a hibridacdo genémica
comparativa, permite uma avaliagdo ndo direcionada de rearranjos cromossémicos
submicroscépicos que podem associar-se com a infertilidade masculina (HALDER et al.,
2016).

As variantes do nimero de cépia sdo consideradas fontes de diversidade genética

com importante variagdo interindividual, mas também com papel na etiologia de doengas



Pagina | 111

complexas como a deficiéncia intelectual, esquizofrenia, doengas cardiovasculares e cancer
(TUTTELMANN et al., 2011, LOPES et al., 2013, EGGERS et al., 2015). Apresentam
distribuicdo variada no genoma, porém sdo mais frequentes em regifes proximas a
duplicacdes segmentares. Além disso, modelos animais mostraram que CNVs sdo mais
comumente observadas em regides de genes com padrdo de expressao tecido-especifica do
que em genes de expressdo ubiqua (ZOLLNER & TESLOVICH, 2009). O potencial
patogénico dessas alteracfes na infertilidade masculina foi correlacionado tanto com a
distribuicdo como com a variacdo no numero das CNVs, resultando em alteracdo da
recombinacéo génica, falha meidtica e perda das células germinativas. (TUTTELMANN et
al., 2011; HALDER et al., 2016). Além disso, essas variantes podem levar a alteracdo da
regulacao génica por diferentes mecanismos, como o efeito da dosagem de genes, o efeito
de posicao e o desmascaramento de mutagdes recessivas (delecbes e LOHs) (HALDER et
al., 2016). Diferentes CNVs, individuais ou compartilnadas, tém sido descritas em
autossomos e em cromossomos sexuais e correlacionadas com o desenvolvimento de
infertilidade (TUTTELMANN et al., 2011, KRAUSZ et al., 2012, LOPES et al., 2013,
EGGERS et al., 2015, NAKAMURA et al., 2017).

Dados da literatura sugerem que esse € o primeiro trabalho de investigacdo gendmica,
utilizando a técnica de hibridacdo comparativa, realizada em pacientes inférteis brasileiros
com azoospermia ndo obstrutiva idiopatica, selecionados de forma criteriosa. Acreditamos
que a descri¢do e a caracterizacdo dessas alteragcdes gendmicas possam contribuir para a
compreensdo de fatores genéticos relacionados & infertilidade masculina. Os principais
fatores limitantes para a analise dessas alteracfes foram o tamanho do grupo controle e
amostral, a resolucdo da plataforma de hibridacdo gendmica e a escassez de bancos de dados

especificos para analise da patogenicidade.

7.1 Analise das variantes de nimero de cépias

Uma questdo recorrente no estudo de variantes de numero de copias em fenotipos
complexos é se ha diferenca entre 0 nimero medio de CNVs ou quantidade de DNA
(tamanho médio de ganhos/perdas) na comparagdo entre grupo amostral e controle. A
literatura ainda € controversa no que diz respeito a investigacao da infertilidade masculina.
Tuttelmann e colaboradores, em 2011, estudaram um grupo de 126 pacientes com faléncia

testicular primaria (oligozoospermia grave e azoospermia nao obstrutiva) e 100 controles
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férteis por técnica de hibridagdo gendmica e ndo observaram diferencas estatisticas
significativas quanto aos dois parametros descritos anteriormente. Dados semelhantes foram
obtidos por Stouffs e colaboradores, em 2012, ao analisarem 8 pacientes com parada de
maturacdo espermatica e 20 controles férteis. Lopes e colaboradores, em 2013, obtiveram
resultados semelhantes aos anteriores, porém ao avaliarem CNVs grandes (>100kb) e raras
(frequéncia menor que 5%), observaram que a frequéncia e o tamanho médio de regides
alteradas foram maiores no grupo amostral. Nossos resultados nao evidenciaram diferencas
significativas referentes ao niumero total das CNVs, bem como quanto a quantidade de DNA
alterado nos grupos analisados. Porém, observamos uma frequéncia maior de CNV do tipo
perda com tamanho entre 100-499kb no grupo infértil. Z6liner e Teslovic, em 2009, ja
haviam relatado que o niumero de variantes detectadas, guarda relacéo direta com o tamanho

da amostra e com a resolucdo da técnica de hibridacdo utilizada.

7.1.1 Andlise das CNVs do tipo ganho

Descrevemos onze novos ganhos restritos ao grupo de pacientes com azoospermia
ndo obstrutiva. Desses ganhos, 7 foram observados de forma individual e 4 de forma
compartilhada. A analise dos ganhos individuais evidenciou que a maioria estava localizada
no braco longo do cromossomo X (Xql2, Xqgl3.1, Xg21l.1 e Xq24). Chianese e
colaboradores, em 2014, descreveram 5 CNVs do tipo ganho, restritas ao cromossomo X,
em pacientes com faléncia espermatogénica. Dessas 5 alteracGes, 2 foram privativas e 3
compartilhadas. Esses autores detectaram, inclusive, um ganho muito préximo ao descrito
na sub-banda g21.1 do cromossomo X, porém, no caso deles, a duplicacdo tinha tamanho
aproximado de 5,3kb e ndo continha genes, enquanto que o ganho observado no presente
trabalho foi de 1,2kb e continha o gene COX7B. Esse gene é responsavel por codificar um
membro da citocromo oxidase ¢, componente terminal da cadeia respiratoria. Mutacoes
associadas a esse gene foram descritas numa forma distinta de aplasia cutis congénita,
associada com multiplas lesdes lineares de pele, envolvendo a face e o pescogo, assim como
microcefalia, baixo ganho pondero-estatural e dismorfias menores (OMIM 300887). Né&o foi
encontrada relagdo desse gene com mecanismos patolégicos associados a infertilidade
masculina, porém Grzesiuk e colaboradores, em 2017, descreveram dois pacientes com
oligozoospermia grave que apresentaram ganho nessa mesma sub-banda e envolvendo

apenas o gene COX7B.
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Os outros trés ganhos individuais descritos no bragco longo do cromossomo X
correspondem ao ganho em Xqg12 que incluia os genes UPRT e ZDHHC15. O gene UPRT
codifica uma uracila-fosforibosiltransferase que participa do metabolismo nucleotidico,
principalmente de pirimidinas, enquanto que o gene ZDHHC15 codifica uma enzima do
grupo das palmitoiltransferases. MutagGes nesse gene estdo associadas a uma forma de
deficiéncia intelectual ligada ao X n&o sindromica. Nenhum mecanismo patogénico

associado a infertilidade foi associado a esses dois genes (OMIM; GeneCards).

Na sub-banda g13.1, foi detectado um ganho de 894kb compreendendo os genes
EFNB1, FAM155B e EDA. O gene EFNB1 é um membro do grupo das efrinas, que séo
proteinas de membrana celular e ligantes de receptores tirosina quinase. Os mecanismos
bioldgicos associados a esse gene envolvem repulsdo, adesdo e migracédo celular durante o
desenvolvimento epitelial, vascular e neuronal. No sistema nervoso central, participa da
formacdo das projecBes longitudinais axonais. H& descricdo de uma sindrome de genes
contiguos compreendendo a delecéo dos genes EFNB1 e PJAL, associada a graus variaveis
de deficiéncia intelectual e de alteracGes faciais que incluem o espectro da displasia
craniofrontonasal. O gene FAM155B codifica uma proteina transmembrana de funcao
desconhecida, enquanto que o gene EDA participa da sinalizacdo celular do tecido
ectodérmico. Mutacdes nesse gene estdo associadas a displasia ectodérmica anidrética
(OMIM; GeneCards).

Na banda g24, foi observado ganho de 20kb, contendo os genes UPF3B, RNF113A
e NDUFAL. O gene UPF3B codifica uma proteina que participa de complexo multiproteico
envolvido com controles pds-transcricionais. Mutagdes nesse gene estdo associadas a duas
formas de deficiéncia intelectual, uma ndo sindrémica e a outra, denominada de Sindrome
de Lujan-Fryns. RNF113A é um gene intrénico associado com tricotiodistrofia, enquanto
que NDUFAL1 codifica proteina componente do complexo da cadeia respiratoria. MutacGes
nesse gene estdo associadas a encefalopatia mitocondrial de Leigh (OMIM; GeneCards).
Nenhum processo patoldgico associados a infertilidade foi correlacionado com a funcéo
dos genes descritos acima, porém Nakamura e colaboradores, em 2017, descreveram um
paciente com azoospermia nao obstrutiva que apresentava um ganho de 181kb na mesma
regido, porém a composicao génica era diferente, uma vez que o gene descrito nessa regido
foi LONRF3.

Foram ainda observados dois ganhos individuais que ndo estavam localizados em

cromossomos sexuais. O ganho detectado em 7¢36.3, de 3,8kb, contem o gene SHH que
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codifica uma proteina essencial na determinacdo dos padrdes corporais, tais como a
determinacéo do padrdo de eixos anterior e posterior e a formacao do tubo neural e somitos
ventrais. A descricdo inicial desse gene foi em drosoéfila, porém seu papel na determinacéo
dos padrdes corporais € essencial em varias espécies, incluindo humanos. Alteracdes na
proteina codificada por esse gene ou na sua via de sinalizacdo estdo relacionadas a
malformacdes isoladas, como a holoprosencefalia e a polidactilia pré-axial, assim como
padroes de malformagdes mdltiplas, descritas na associacdo VACTER, além de
tumorigénese, como o carcinoma basocelular, meduloblastoma, rabdomiossarcoma e
glioma. Franco & Yao, em 2012, estudaram o papel da via de sinalizagdo hedgehog na
diferenciacdo sexual de mamiferos e descreveram que essa via esta associada a determinagéo
do destino celular e a interacdo epitélio-mesénquima, que constitui um processo critico no
remodelamento e diferenciacdo tecidual, além da homeostase celular. Em camundongos,
esses autores observaram que a desregulacdo dessa via pode comprometer desde a formagao
e manutencdo dos tdbulos seminiferos, bem como comprometer a espermatogénese,

alterando a regulacdo do intersticio (células de Leydig) sobre as células germinativas.

Na sub-banda g24.1 do cromossomo 16, foi observado um ganho contendo o gene
GSE1 que codifica uma proteina componente do complexo histona deacetilase BRAF35-
HDAC (BHC). Esses complexos multiproteicos séo repressores transcricionais, na medida
em que participam da modificacdo da estrutura da cromatina. Atualmente, esse gene é
considerado um oncogene importante em tumores neuroectodérmicos e de mama (OMIM,;
GeneCards). Apesar de ndo haver trabalhos que correlacionem alteracdo desse gene na
fertilidade masculina, sabe-se que a regulacdo da transcricdo génica é fundamental para a

espermatogénese (CUI et al., 2016).

Quatro ganhos raros foram compartilhados por homens com azoospermia nao
obstrutiva. Um ganho localizado na banda p13 do cromossomo 16 foi compartilhado por 2
individuos inférteis e continha os genes codificantes TSC2 e PKD1. A perda desses genes
leva a uma sindrome de genes contiguos na qual o paciente apresenta, conjuntamente,
esclerose tuberosa e doenca renal policistica. Ndo ha& descricdo desses genes com
infertilidade (OMIM; GeneCards).

O ganho detectado na sub-banda g21.33 do cromossomo 17 foi compartilhado por
dois individuos com azoospermia obstrutiva. Grzesiuk e colaborabores, em 2017, também

detectaram ganhos nessa mesma sub-banda em 2 pacientes com oligozoospermia moderada.



Pagina | 115

Em ambos os trabalhos, a regido de intersecdo incluia apenas o gene COL1AL. Esse gene
codifica componentes das subunidades do colageno tipo 1 e diferentes tipos de mutacGes
levam a diferentes fendtipos clinicos como osteogénese imperfeita, sindrome de Ehlers-
Danlos e doenca de Caffey. Polimorfismos neste gene ja foram associados a osteoporose.
HE e colaboradores, em 2005, descreveram que a expressaio de COL1Al ocorre
exclusivamente nas espermatogonias de camundongos, ja que, a medida em que essas células
seguiam seu curso normal de diferenciacdo, perdiam a marcacao para essa proteina. Chen e
colaboradores, em 2012, avaliaram o papel desse gene na proliferacdo e diferenciacdo das
células germinativas dos tubulos seminiferos de camundongos e observaram que a reducao

da expressdo de COL1A1 estimulava a diferenciagdo das espermatogonias.

O ganho detectado na sub-banda p13.3 do cromossomo 19 foi compartilhado por 2
individuos e apresentava os genes PLIN4, PLIN5, LRG1, SEMA6B, TNFAIP8L1. Os genes
PLIN4 e PLIN5 regulam o balanco lipdlise/lipogénese. O gene LRGL1 participa da transducéo
de sinal, adesdo celular e regulacéo da diferenciacdo de granuldcitos. SEMA6B é membro da
familia das semaforinas, participando da formacdo do axdnio, enquanto que TNFAIP8L1
participa da biossintese de fosfolipidios. Ndo ha descricdo de alteracdo desses genes
relacionados com faléncia espermatogénica (OMIM; GeneCards).

Por fim, o ganho detectado na banda q28 do cromossomo X foi compartilhado por 3
pacientes inférteis e apresentava 0s genes AVPR2 (receptor de vasopressina), ARHGAP4
cuja delecdo ja foi descrita em diabetes nefrogénico, NAA10 que codifica uma enzima
responsavel pela acetilacdo no complexo de Golgi e RENBP que é uma proteina inibidora
de renina. Além do contetido génico, a banda Xg28 compde a regido pseudoautossémica
namero 2 (PAR 2) no cromossomo X que é essencial ao pareamento dos cromossomos
sexuais durante a meiose. Halder e colaboradores, em 2016, descreveram que CNVs
localizadas nas regides pseudoatossémicas podem alterar a estrutura da sinapse, resultando
em parada de maturacdo espermatica com consequente infertilidade. Além disso, as regifes
pseudoatossémicas contém genes que escapam a inativacdo do X. Dessa forma, a

superexpressdo génica pode resultar em efeito fenotipico.
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7.1.2 Analise das CNVs do tipo perda

Nesse estudo, foram descritas duas novas delecGes raras e restritas ao grupo de
pacientes com azoospermia ndo obstrutiva, sendo uma individual e a outra compartilhada. A
delecdo detectada em 3p21.2-21.31, de 227kb e contendo os genes CACNA2D2, C3orf18,
HEMK1, CISH e MAPKAPKS foi classificada como restrita e individual.

HEMK(1 codifica uma proteina membro das metiltransferases de funcéo ainda pouco
conhecida, mas que tem expressdo testicular. CISH codifica membro de reguladores
negativos da sinalizacdo de citocinas, enquanto que MAPKAPKS3 codifica uma proteina
quinase ativada por mitdgenos que reprime a atividade do fator de transcricdo E47. Esse
ultimo, regula a expressdo génica tecido-especifica e a diferenciacdo celular. O gene
CACNA2D?2 codifica a subunidade 0262 do canal de calcio dependende de voltagem.
Mutacdes nesse gene estdo relacionadas com doencas genéticas neuroldgicas como a
encefalopatia epiléptica de dificil controle, assim como cardioldgicas, como sindrome de
Brugada e sindrome do intervalo QT longo. Mais recentemente, observou-se que mutagoes
ou alteragcdes da regulacdo desse gene estdo envolvidas com a cascata tumorigénica em
diferentes tecidos, como pulmao, préstata, nasofaringe, mama e sistema nervoso central, na
medida em que estimula a proliferacdo celular e angiogénese e inibe a apoptose (PRANDO
et at., 2011; WARNIER et at.,2015). Apesar de ndo haver descricdo especifica desse gene
afetando diretamente a espermatogénese, esse parece ser 0 gene candidato mais importante
dessa regido por dois motivos: primeiro, por participar de mecanismos patologicos que
podem influir sobre a producdo espermatica (proliferacéo celular, apoptose e angiogénese)
e segundo, por ser o Unico gene estrutural nessa CNV. Para CNVs do tipo delecéo, proteinas
estruturais sdo mais sensiveis & haploinsuficiéncia quando comparadas as proteinas com
funcao catalitica (HAREL & LUPSKI, 2017).

A perda compartilhada por dois individuos do grupo amostral foi detectada na sub-
banda g31.1 do cromossomo 2. Essa CNV tambem foi descrita por Grzesiuk e colaborabores,
em 2017, em trés pacientes com olizoospermia grave, porém o contetudo génico diferia nos
dois estudos. No presente trabalho, a regido envolvia a delecdo do gene DLX1, enquanto que
0 anterior reportou delecéo envolvendo DLX2. Esses genes apresentam funcdes similares, ja
que pertencem a uma mesma familia de fatores de transcricdo homeobox. Eles participam

da regulacdo transcricional dos membros da superfamilia TGFJ. Seus produtos génicos
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atuam no controle da morfogénese craniofacial, na diferenciacdo e sobrevivéncia de
neurdnios inibitorios do prosencéfalo e dos neurénios bipolares da retina. Clinicamente, as
doencas associadas com esses genes incluem disturbios neurocomportamentais, como
transtorno de espectro autista, além de agenesia dentaria familiar e sindromes malformativas
de membros, incluindo mdo em fenda. Em modelo animal, utilizando camundongos, foi
observado que os genes da familia DLX regulam a migracdo e o desenvolvimento dos
neurdnios gque secretam o horménio regulador de gonadotrofinas (GnRH) (HOFFMANN et
al.,, 2016). Dessa forma, a desregulacdo dessa via poderia causar hipogonadismo
hipogonadotréfico comprometendo a fertilidade, mas ndo a faléncia espermatogénica
primaria.

A perda localizada em 15q11.2 estd localizada numa regido de CNV comum,
segundo 0 DGV, porém essa alteracdo foi compartilhada por sete pacientes com azoospermia
ndo obstrutiva, quase a metade do grupo amostral e ndo foi observada em nenhum individuo
do grupo controle. A menor regido de sobreposicdo entre essas sete CNVs inclui os genes
OR4M2 e OR4N4 e o pseudogene OR4N3P, todos, pertencentes a familia de receptores
olfatérios. Familias génicas podem levar a instabilidade genémica e promover a formacéo
de variantes de numero de cdpias por mecanismos de recombinacdo homdloga ndo alélica
(HAREL & LUPSKI, 2017).

Os receptores olfatorios (OR) foram descritos por Linda Buck e Richard Axel, em
1991, através de uma série de experimentos fisiolégicos e bioquimicos que indicaram que
0s neurdnios sensitivos olfatorios sdo regulados por receptores acoplados a proteina G. Esses
receptores participam de respostas celulares a hormoénios e neurotransmissores e Sao
formados por proteinas integrais com sete dominios transmembrana, uma extremidade

aminoterminal no exterior da célula e outra carboxiterminal no intracelular.

Os receptores olfatérios compreendem uma das maiores familias génicas dispersas
no genoma humano e a maior familia de quimiorreceptores, com cerca de 370 genes
descritos. S&o classificados em duas classes distintas, de acordo com a sua distribuigédo
filogenética e com a sequéncia de aminoacidos da extremidade aminoterminal. A classe | foi
descrita inicialmente em animais aquaticos (peixes e anfibios) e sua funcéo seria a detec¢éo
de odorantes soluveis em agua. Em humanos, os genes da classe | estdo organizados no

cromossomo 11. A classe Il de receptores olfatorios € encontrada apenas em animais
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terrestres e correspondem a 80-90% desses receptores em humanos. Apresentam distribuicéo
global no genoma, com excec¢do dos cromossomos 22 e Y (NIIMURA, 2012).

Um ano apos a descricao dos receptores olfatorios, Parmentier e colaboradores, em
1992, demonstraram a expressao desse tipo de receptor fora do epitélio olfatorio, mais
precisamente, nas células germinativas masculinas de mamiferos, cuja funcdo estaria
associada com a quimiotaxia durante a fecundacdo. Essa expressdo foi denominada de

ectdpica.

Atualmente, a expressdo desses receptores € descrita em diferentes tecidos e 6rgaos
como: lingua, préstata, elementos figurados do sangue, musculo esquelético e cardiaco, pele,
pulm&o, placenta, embrido, rins, figado, ceérebro, intestino e testiculo. Nesses tecidos, ha
expressdo conjunta de diferentes receptores olfatorios, enquanto que no epitélio olfatorio,
cada neurdnio expressa especificamente um tipo de receptor. Esses receptores apresentam
diferentes funcGes em diferentes tecidos, como a comunicacdo e reconhecimento célula-
célula, importante na embriogénese e na quimiossensacdo cutanea; regeneracao e reparo
tecidual dos cardiomidcitos e do masculo esquelético; progressao, crescimento e até mesmo,
metéstase de determinados tipos de tumores, como o neuroenddcrino e prostata; sensores
nutricionais, ativando a liberacdo de serotonina pelas células enterocromafins e ainda,
participam da regulacdo do ciclo celular, ativando proteinas necessarias para o controle de

etapas especificas, como a citocinese (FLEGEL et al., 2016).

Mais de 80 receptores olfatérios foram descritos no testiculo e nas células
germinativas, sendo que alguns tém expressdo restrita a esse tecido. A quimiotaxia de
espermatozoides é considerada uma de suas principais fungfes. Neste caso, um determinado
guimioatraente liga-se ao receptor, que ativara uma proteina canal da familia CatSper que,
por sua vez, permitira um influxo de ions célcio, resultando no aumento dos batimentos do
flagelo. Além da funcdo de quimiotaxia, os OR desempenham o controle da

espermatogénese, regulando a expresséo de proteinas no ciclo celular (FLEGEL et al, 2016).

7.1.3 Analise das CNVs do tipo ganho localizadas no cromossomo Y

N&o foram descritas dele¢cbes no cromossomo Y em nenhum dos individuos
analisados, reforgando o entendimento de que a PCR multiplex é ainda um método robusto

na investigacdo de microdele¢bes no braco longo do cromossomo Y. Mesmo assim, essa
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técnica apresenta limitagbes, como: a baixa sensibilidade na deteccdo assim como,
inconsisténcia na eficiéncia/inibicdo da amplificacdo dos primers, além de ser considerada
uma técnica laboriosa. Clinicamente, suas limitacdes estdo relacionadas a complexidade de
investigacdo das delecdes parciais da regidao de AZFc (ZHEG et al., 2014).

Hé cerca de 10 anos, diferentes trabalhos tém associado as duplica¢Bes na regido
de AZFc como fator de risco para falha espermatogénica (LIN et al., 2007; LOPES et al.,
2013). A regido de AZFc é composta por 8 familias de genes de copia multipla, incluindo
DAZ, BPY2, CDY1, GOLGA2LY, CSPGA4LY, TTTY3, TTTY4 e TTTY17, organizadas na

forma de grandes unidades repetidas, denominadas de amplicons. Esse padréo predispde a

uma série de alteragcdes gendmicas, tais como: dele¢des, duplicacdes e rearranjos dele¢édo-
duplicacdo, mediados pela recombinacdo homdloga ndo alélica. A delecdo completa de
AZFc (b2/b4) remove as 8 familias de genes de copia multipla dessa regido e é reconhecida
como um fator de falha espermatogénica em diferentes popula¢fes ou grupos étnicos, porém
delecdes parciais e duplicagdes nessa regido tém demonstrado resultados controversos nas
diferentes populages estudadas. Duplicacdes envolvendo DAZ1/DAZ2 foram consideradas
cruciais para a espermatogénese normal de europeus, enquanto que alteracfes em
DAZ3/DAZ4 foram associadas a falha espermatogénica na populacéo chinesa (LU et al.,
2014).

Atualmente, considera-se que o efeito de um determinado rearranjo envolvendo a
regido de AZFc com a falha espermatogénica, parece ser modulado por fatores populacionais
especificos como, por exemplo, o tipo de haplogrupo especifico do cromossomo Y (YANG
et al., 2015).

No presente trabalho, observamos que os ganhos envolvendo a regido de AZFc,
com tamanho variando de 11-16kb e contendo cdpias dos genes DAZ1/DAZ4 foram
observadas tanto no grupo controle, como no grupo amostral, favorecendo a ideia de que
essas alteracdes ndo parecem ter relacdo com o fenétipo de azoospermia obstrutiva. Porém,
nessa mesma sub-banda, foram descritos 2 ganhos grandes, com mais de 1Mb de tamanho,
em 2 individuos do grupo amostral. Além da diferenca de tamanho, que pode favorecer
mecanismos de recombina¢do homologa ndo alélica, ocorre diferenca de conteido génico
que, por sua vez, pode resultar em alteragdo da espermatogénese através da mudanca do
numero de copias dos genes presentes nesta regido.

CDY abrange uma familia de genes de copias mdltiplas, com quatro diferentes

componentes CDY1, CDY1B, CDY2A e CDY2B, localizados na regido de sobreposicao entre
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AZFb e AZFc (AZFbc). Essa familia génica codifica proteinas que se expressam
especificamente em espermatides maduras, colaborando com a etapa de protaminagdo
(LAHN et al., 2002). Um paciente do grupo amostral evidenciou um ganho de 10kb
envolvendo os genes CDY2A e CDY2B que néo foi encontrado no grupo controle, mas que
0 DGV descreveu como uma variante comum. Dificilmente, uma variante tdo pequena e
comprometendo a dosagem de genes que regulam uma etapa final da espermatogénese
poderia resultar em azoospermia.

O ganho de 106kb na sub-banda p11.2 do cromossomo Y, descrita em um paciente
do grupo amostral, foi reportada por TUTTELMANN e colaboradores, em 2011, em um
paciente com falha espermatogénica. A diferenca entre esses dois ganhos envolvia a posicéo
gendmica e o contelido génico. No trabalho de TUTTELMANN e colaboradores néo havia
descricdo de gene, enquanto que no presente trabalho, a regido compreendia um gene
codificante de RNA longo (LINC00279).

LINC00279 tem expressdo exclusiva testicular e sua funcdo ainda € pouco
conhecida. Assim como os pequenos miRNAS, que tem expressdo espacial e temporal, 0s
RNAs longos séo ativados de forma ordenada, dependendo do tipo de célula e do estagio de
divisdo celular. Esse padrdo de expressao parece regular diversas etapas da divisdo meidtica
e espermiogénese. Diferentemente da regulagdo proteica, na qual genes codificantes de
proteina sdo silenciados durante a fase de paquiteno por um processo denominado de
inativacdo meidtica dos cromossomos sexuais (MSCI, do inglés, meiotic sex chromosome
inactivation), a expressdo de RNAs longos é maior nesta fase especifica da divisdo celular
(WICHMAN et al., 2017). Essa CNV em Yp11.2 corresponde a mais um ganho raro sem

descricdo anterior no DGV.

7.2 Analise das regides de perda de heterozigosidade

O entendimento da patogenicidade associada com as regides de perda de heterozigose
é ainda um assunto desafiador. Varios estudos, em diferentes tipos de neoplasia, tém
reconhecido o papel das LOHSs na instabilidade genémica das células tumorais, porém ainda
s80 escassos o0s trabalhos avaliando o significado dessas alteracdes em fendtipos complexos,
como infertilidade masculina (JOHNSON et al., 2016). A auséncia de bancos de dados
publicos que auxiliam na avaliacdo da patogenicidade corresponde a mais uma limitagdo na

investigacao dessas alteragdes genémicas.
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O presente trabalho evidenciou que ndo foram observadas diferengas significativas
entre 0 nimero e o tamanho das LOHSs pela média de individuos em ambos os grupos
analisados. Trés regides de perda de heterozigosidade foram associadas a possivel acado
negativa sobre fertilidade masculina, ja que foram compartilhadas por pelo menos dois
individuos do grupo amostral e continham genes com potencial de alterar mecanismos

fisiol0gicos associados com a espermatogénese.

A LOH descrita em 1p31.1 foi compartilhada por 5 individuos do grupo amostral e
continha os genes LRRC7 e LRRC40, membros de uma familia de proteinas de repeticdes
ricas em leucina (LRR). Esse dominio proteico esta presente em diversas familias de
proteinas com multiplas funcdes, na medida em que sua estrutura € capaz de estabelecer
diferentes interagdes. LRRC7, também denominada de densina-180 é um dos principais
componentes da densidade pos-sinaptica de neurbnios excitatorios. Modelo animal com
perda bialélica desse gene apresentou uma variedade de fen6tipos neurocomportamentais
que se assemelhavam ao transtorno do espectro autista e a esquizofrenia. Variantes nesse
gene foram associadas com susceptibilidade ao transtorno bipolar em humanos
(FIORENTINO etal., 2017; WANG et al., 2017).

As densinas sdo proteinas pertencentes a familia das sialoglicoproteinas que tém
expressao ndo sé nas densidades pos-sinapticas do sistema nervoso central, mas também nos
poddcitos, controlando a filtracdo renal e no testiculo, mais precisamente, na membrana das
células de Sertoli, participando da formacéo das juncGes aderentes entre as células de Sertoli
e as celulas germinativas. A interacdo célula-célula entre as células de Sertoli e as células
germinativas é crucial para a adesdo e a morfogénese do tdbulo seminifero, contribuindo
para a formacdo da barreira hematotesticular. Interferéncia na formacgdo dessas juncdes
afetam a migracdo das células germinativas, podendo comprometer a espermatogénese
(LASSILA et al., 2007). Ainda ndo ha um papel definido para o gene LRRC40, mas, devido
a similaridade estrutural, acredita-se que também participe da formacdo de estruturas

juncionais.

Em 7¢21.1, foi descrita uma LOH compartilhada por 2 individuos do grupo amostral
que continha dois membros do grupo das semaforinas. As semaforinas sdo proteinas que
compartilham um dominio de 500 aminoacidos denominado de Sema e que estdo
organizadas em 7 diferentes classes. As classes 1 e 2, descritas apenas em invertebrados, a

classe 3, composta por proteinas secretadas e as classes de 4 a 7, por proteinas ligadas a
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membrana em vertebrados. Essas proteinas foram descritas, inicialmente, na formacéo dos
cones dos axonios neuronais. Além desse papel, regulam a migracéo das células endoteliais
vasculares, o desenvolvimento cardiovascular, a ativacdo linfocitaria com a regulacdo da
resposta imune e a morfogénese Gssea, renal, pulmonar e da retina. Além da regulacéo de
processos fisiologicos, as semaforinas ja foram correlacionadas com processos patolégicos
como doengas autoimunes (esclerose multipla e doengas desmielinizantes do sistema
nervoso central) e cancer, na medida em que regulam angiogénese, 0 microambiente tumoral
e metastase (VALDEMBRI et al., 2016; NISHIDE & KUMANOGOH, 2018).

As semaforinas da classe 3 sdo formadas por 7 diferentes moléculas soltveis, de
aproximadamente 100kd, secretadas por diferentes tipos celulares, tais como células
epiteliais, endoteliais, neuronais e tumorais. Sua funcéo € regulada pela ligacédo ao receptor
plexina e diferentes moléculas de adesdo e adaptores, como as neuropilinas, podem auxiliar
na ligacdo a seu receptor. O papel mais conhecido dessas proteinas € a regulacdo imune. O
gene SEMA3A promove a migracao de células dendritica para os linfonodos, enquanto que
SEMASE regula o trafego de timdcitos durante a diferenciacdo (REIDY & TUFRO, 2011;
NISHIDE & KUMANOGOH, 2018).

Poucos trabalhos tém relacionado o papel das semaforinas na fertilidade humana. O
trabalho de Giacobini, em 2015, evidenciou que as semaforinas da classe 3 sdo essenciais
para a migracdo, sobrevivéncia e plasticidade estrutural e funcional dos neurdnios
liberadores de gonadotrofinas. Esses neurdnios sdo formados fora do sistema nervoso
central, numa estrutura denominada de placodio nasal e precisam migrar para a aérea pre-
Optica do hipotalamo, seguindo os nervos olfatorio e vomeronasal. Esses neurbnios sao
integrados a uma rede de neurdnios e células da glia responsaveis pela secrecdo regulada de
hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) na circulacdo portal hipofisaria. Dessa forma,
esse hormonio regula os gonadotrofos da hip6fise anterior que irdo produzir e liberar LH e
FSH. A desregulacdo do neuroeixo causa hipogonadismo hipogonadotroéfico, resultando em
infertilidade de origem pré-testicular, porém como essas proteinas tém como fungéo basica
a regulacdo da migracdo celular durante a organogénese, podemos considerar que
polimorfismos ou outras variantes genéticas possam comprometer ndo s a migracéo das
células germinativas, mas também desregular mecanismos fisioldgicos, como a angiogénese

no tecido testicular.



Pagina | 123

Na sub-banda g21.1-21.2 do cromossomo 12 foi detectada uma LOH compartilhada
por 2 individuos inférteis e que continha genes da superfamilia CAP. Essa superfamilia de
proteinas, também denominada de proteinas de revestimento espermatico, é constituida por
8 diferentes subfamilias. Um dessas subfamilias é denominada de proteina associada a
patogénese do glioma do tipo 1 (GLIPR1- do inglés, glioma pathogenesis-related 1) que por
sua vez é formada por 3 diferentes genes codificantes de proteinas GLIPR1, GLIPR1- like 1
(GLIPR1L1) e GLIPR1-like 2 (GLIPR1L2). Em humanos, GLIPR1 e GLIPR1L2 sdo
expressos em diversos tecidos, enquanto que GLIPR1L1 tem expressao predominantemente
testicular. GLIPR1 é considerado como um supressor tumoral, enquanto que GLIPR1L1 e
GLIPR1L2 n&o tem fung&o ainda reconhecida. Alguns trabalhos utilizando modelo animal
apontam padréo variado de expressdao de GLIPR1L1 durante a maturacdo das células
germinativas, mais precisamente durante a fase de capacitacdo da espermiogénese. Além
disso, é creditado a GLIPR1L1 papel no complexo formado durante o encontro do
espermatozoide com o ovdcito (GIBBS et al., 2008). Apesar de elevada expressdo dessas
proteinas no tecido testicular, ndo ha dados na literatura que impliquem diretamente esses

genes com falha espermatogénica.

No geral, ndo foram detectadas variantes genéticas individuais de alto impacto, mas
sim alteracfes gendmicas ora individuais, ora compartilhadas que podem estar associadas
com o fenotipo azoospermia ndo obstrutiva. Dessa forma, esse trabalho reforca o
entendimento de que a infertilidade masculina por faléncia espermatogénica primaria deve
ser analisada no contexto de um fenétipo complexo no qual algumas variantes/alteraces
genéticas podem alterar mecanismos moleculares/celulares, ainda pouco estudados, que

comprometem a espermatogénese.
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8. CONCLUSOES

8.1. Detectamos diferencas, tanto no nimero como no tamanho das variantes gendmicas
(CNVs e LOHs), entre o grupo controle e o grupo formado por homens com azoospermia
ndo obstrutiva, porém essas diferencas ndao foram estatisticamente significativas.

8.2. Onze novos ganhos restritos ao grupo de pacientes com azoospermia ndo obstrutiva
foram descritos nesta amostra. Desse grupo, 0s ganhos em 7936.3, 17921.33 e Xg21.1 foram
considerados significativos.

8.3. Duas novas delecdes restritas ao grupo de pacientes infeérteis foram detectadas em
2031.1 e 3p21.1-21.31 e consideradas potencialmente associadas a faléncia espermatogénica
primaria.

8.4. Foi detectado um ganho no brago curto do cromossomo Y (Ypll1.2), ndo descrito no

DGV, que foi considerado potencialmente relevante para o fenétipo de infertilidade
masculina.

8.5. Ganhos envolvendo a sub-banda Yq11.223 e contendo copias dos genes DAZ1 e DAZ4
foram detectados em pacientes inférteis e no grupo controle, sendo considerados benignos.

8.6. Trés regides de perda de heterozigosidade, localizadas em 1p31.1, 7921.1 e 12921.1-
21.2, foram compartilhadas por pacientes com azoospermia ndo obstrutiva e continham
genes associados a espermatogénese.
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10. APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando vocé a participar de um projeto de pesquisa do Departamento de
Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, intitulado “Caracterizacdo genémica
de homem inférteis”. O objetivo deste estudo é avaliar a constituicdo genética do paciente para
buscar possiveis causas da infertilidade. Este projeto tem como pesquisadores responsaveis Juliana
Dourado Grzesiuk e Carlos Henrique Paiva Grangeiro. Informamos que:

1. Sua participacao é espontanea e opcional;

2. Casovocé decida ndo participar, ou desista de participar da pesquisa a qualquer momento, vocé
néo perdera nenhum beneficio ou tratamento que estiver fazendo neste Hospital;

3. Caso haja alguma duavida ética, vocé podera a qualquer momento entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) no telefone (16) 36022228 ou no endereco Campus
Universitario, Bairro Monte Alegre, CEP 14048900, Ribeirdo Preto — SP.

4. Vocé estara colaborando para aumentar nosso conhecimento sobre as alteracbes genéticas
que podem afetar a fertilidade;

Se vocé concordar em participar da pesquisa, informamos que;

1. Sera necessaria a coleta de duas amostras de sangue, de 5mL cada, que pode causar algum
desconforto no momento da coleta, em alguns casos pode gerar a formagéo de pequenos
hematomas, porém sem nenhum prejuizo para a saude;

2. Sera necessdria a coleta de uma amostra de esperma, idéntica a coleta para o exame
espermograma, a qual ndo trara risco para a sua saude;

3. Osresultados de nosso estudo podem nao trazer beneficio imediato para seu tratamento;

4. Osresultados demoram algumas semanas ou meses para ficarem prontos e serdo adicionados
ao seu prontuario médico;

5. O material genético extraido das amostras sera utilizado exclusivamente para este fim e sua
identidade sera mantida em absoluto sigilo.

P EUEPURPR tendo sido esclarecido sobre as

condicdes que constam neste documento, declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e das

condi¢cdes que me foram assegurados, a seguir relacionados:

1. Agarantiade receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer davida
relativa aos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situa¢des relacionadas com a
pesquisa.

2. A liberdade de retirar meu consentimento e deixar de participar do estudo, sem que isso
traga prejuizo a continuidade do atendimento.

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que ser4 mantido o carater confidencial da
informacéao.

4. A garantia de receber uma coépia deste termo de consentimento livre e esclarecido
devidamente assinado pelo pesquisador responsavel.

Declaro que concordo com as condi¢cdes que me foram apresentadas e aceito participar do referido
projeto.

Ribeirdo Preto, de de20 .

Assinatura do paciente

Pesquisadores responsaveis:

Juliana Dourado Grzesiuk Carlos Henrique P. Grangeiro Profa. Dra. Lucia Regina Martelli
CRM: 147428 CRM: 40.569
(16) 33153081 (16) 36022598 (16)36022598
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n° da GONADO
amostra de o )
Ordem Nome Idade DNA T ESH LH Cariétipo AZF BX DIAGNOSTICO OBS
1 LCSP 34 152 318 107 81 46,XY [100] Normal ACG ~ AAZoOSPermiando | .coilidade ha 6 anos
Obstrutiva
Hipogonadismo
2 GAM 31 257 424 79 46,XY [11] Normal pMcG  AZoospermiando - hipergonadotrofico e
Obstrutiva sem exclusdo de
mosaicismo
3 RDL 33 155 420 37 20 46,XY [50] Normal pMCG  AAZOOSPEIMIANA0 e tilidade ha 4 anos
Obstrutiva
4 THO 30 193 411 83 67 46,XY [50] Normal pMCG  AAZOOSPErMIANa0 e tilidade ha 5 anos
Obstrutiva
5 Al 32 159 681 7.7 30 46,XY [50] Normal ACG ~ \ZOOSPermianao e ilidade ha 6 anos
Obstrutiva
6 GCMS 29 165 392 81 59 46,XY [50] Normal ACG ~ AZ00Spermianao .o iiridade ha 6 anos
Obstrutiva
Azoospermiando  Cistos de Epididimos
7 ADO 36 624 29 46 46, XY,9gh+ [50] Normal PMCG OLetutiva '+ Hidrocele
8§  HLCF 34 535 92 62 46,XY [50] Microdelegao o AZoOSpermiando o iiidade ha 8 anos
AZFc Obstrutiva
9 MTV 32 335 91 27 46, XY,9qh+ [50] Normal ACG ~ AAZOOSPermiando e ilidade ha 8 anos
Obstrutiva
10 CMLA 35 176 383 101 4.2 46,XY [50] Normal ACG Azogzgterru”:i'\f‘a”ao Infertilidade hé 7 anos
11 JARG 34 184 445 87 27 46,XY [50] Normal AZOOSPErMIaNdo o tilidade h 5 anos
Obstrutiva
12 EAPC 33 188 395 32 1,0 46,XY [50] Normal PMCG AZOOSErMia o tilidade h 4 anos
ndo Obstrutiva
13 CFS 26 190 320 94 37 46,XY [100] Normal pMCG  AAZOOSPErMIANA0 e tilidade ha 4 anos

Obstrutiva
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n° da GONADO
amostra de o )
Ordem Nome Idade DNA T ESH LH Cariétipo AZF BX DIAGNOSTICO OBS
AZ00SpErmia Vérias cirurgias do
14 FMS 33 400 4,7 48 46,XY [50] Normal Normal per trato reprodutivo
Obstrutiva ;
(orquite)
15 135 35 361 48 21 46,XY [50] Normal Normal ~ /\Zoospermia
Obstrutiva
16 Azoospermia ndo Insuficiéncia Parcial a
EJP 37 820 4,0 100 46,XY [20] Normal PMCG Obstrutiva Andrégenos
17 RS 36 240 300 105 6,5 46,XY [50] Normal ACG ~ AAZoOSPermiando e ilidade ha 9 anos
Obstrutiva
18 VR 39 134 33 129 47, XXY [20] Normal ACG ~ /Azoospermianao Sindrome de
Obstrutiva Klinefelter
19 CwWH 31 247 206 17 26 46,XY [50] Normal PMCG ~ AZ00SPEIMIANa0 .o vilidade ha 3 anos
Obstrutiva
20 ALSM 39 248 320 97 65 46,XY [100] Normal Azoospermiando Infertilidade ha 12
Obstrutiva anos
Azoospermia ndo - .
21 FAB 34 251 305 11,5 5,9 46,XY [50] Normal PMCG Obstrutiva Infertilidade ha 6 anos
22 JER 37 254 520 7,7 28 46,XY [50] Normal pMCG  AZOOSPEIMIANA0 e vilidade ha 9 anos
Obstrutiva
23 ASM 33 400 275 14,5 47,XXY[99]/46,XY[1] Normal NA  Azoospermiando Sindrome de
Obstrutiva Klinefelter
24  SMSP 42 480 29 24 46,XY [50] Normal Normal ~ /A\Zoospermia
Obstrutiva
25 DHS 24 246 375 43 50 46,XY [50] Normal AZ00Spermiando .o siidade ha 3 anos
Obstrutiva
Azoospermia ndo Hipogonadismo +
26 LAC 31 150 175 58 46,XY [100] Normal perm Herniorrafia d E +
Obstrutiva . -
cistos em epididimo
27 RAS 38 340 154 99 46,XY [50] Normal Azoospermia nao 3 Cirurgias

Obstrutiva

(Orquidopexia)
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n° da GONADO
amostra de o .
Ordem Nome Idade DNA T ESH  LH Cariétipo AZF BX DIAGNOSTICO OBS
28 ] Azoospermia nao Sindrome de
FJHS 31 225 31 8,9 47, XXY [50] Normal obstrutiva Klinefelter
Azoospermia ndo  Imunossupressdo por
29 EAS 33 46.XY [50] Normal Obstrutiva Doenca de Behget
Azoospermia ndo Doenca
30 RAJS 25 380 24 147 46,XY [50] Normal perm multissistémica em
obstrutiva - s
investigacao
Azoospermia néo . ,
31 JSS 31 344 350 10,1 55 46,XY [50] Normal obstrutiva Infertilidade ha 5 anos

Gonado = gonadotrofinas; T = dosagem de testosterona; BX = resultado da histologia testicular apos bidpsia
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APENDICE C - Tabela dos pacientes com azoospermia néo obstrutiva

n° GONADO
- Idade amostra . .
Ordem Sigla (anos) de DNA T FSH  LH Cariotipo AZF BX DIAGNOSTICO OBS
A LCSP 34 152 318 107 81 46.XY [100] Normal ACcG ~ Azoospermiando Infertilidade ha 6
Obstrutiva anos
Azoospermia ndo Infertilidade ha 4
B RDL 33 155 420 37 20 46,XY [50] Normal PMCG Onetrution Ao
c TAJ 32 159 681 7.7 30 46,XY [50] Normal ACcG ~ Azoospermiando - Infertilidade ha 6
Obstrutiva anos
D GCMS 29 165 392 81 59 46,XY [50] Normal ACG ~ Azoospermiando Infertilidade ha 6
Obstrutiva anos
Azoospermia nao Infertilidade ha 7
E CMLA 35 176 383 101 42 46,XY [50] Normal ACG Onetutis oo
EAPC 33 188 395 32 10 46,XY [50] Normal PMCG Azoospermia Infertilidade ha 4
F nao Obstrutiva anos
Azoospermia néo Infertilidade h& 5
G THO 30 193 411 83 67 46,XY [50] Normal PMCG Onetrutive oo
H DHS 24 246 375 43 50 46,XY [50] Normal Azoospermiando  Infertilidade ha 3
Obstrutiva anos
| CWH 31 247 296 1,7 26 46,XY [50] Normal pMcg ~ Azoospermiando Infertilidade ha 3
Obstrutiva anos
J ALSM 39 248 329 97 65 46,XY [100] Normal Azoospermiando  Infertilidade ha 12
Obstrutiva anos
K 251 Azoospermia ndo Infertilidade ha 6
FAB 34 305 115 59 46,XY [50] Normal PMCG Obstrutiva anos
L JER 37 254 520 77 28 46,XY [50] Normal pMcg ~ Azoospermiango - Infertilidade ha 9
Obstrutiva anos
M JARG 34 184 445 87 27 46,XY [50] Normal Azoospermiando  Infertilidade ha 5
Obstrutiva anos
N CFs 26 190 320 94 37 46,XY [100] Normal pmcg ~ AZoospermiando - Infertilidade ha 4
Obstrutiva anos
o) RS 36 240 300 105 65 46,XY [50] Normal ACG Azoospermiando  Infertilidade ha 9
Obstrutiva anos
P 188 31 344 350 101 55 46,XY [50] Normal Azoospermiando  Infertilidade ha 5
obstrutiva anos

Gonado = gonadotrofinas; T = dosagem de testosterona; BX = resultado da histologia testicular apds bidpsia



APENDICE D - Tabela dos individuos do grupo controle

Pagina | 151

Ordem Idade Espermograma T GONADO Cariétipo AZF OBS
FSH LH
C1 35 Normal 425 5,8 2,3 46,XY [50] Normal 3 filhos higidos
C2 38 Normal 552 4,8 3,1 46,XY [50] Normal 2 filhos higidos
C3 39 Normal 520 5,1 2,8 46,XY [50] Normal 2 filhos higidos
C4 38 Normal 450 5,4 3,4 46,XY [50] Normal 3 filhos higidos
C5 40 Normal 392 4,8 2,5 46,XY [50] Normal 2 filhos higidos
C6 34 Normal 586 4,0 3,2 46,XY [50] Normal 2 filhos higidos

Gonado = gonadotrofinas; T = dosagem de testosterona; BX = resultado da histologia testicular apos bidpsia
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Cromossomo  Regido Evento Inicio Fim Genes Referéncia
. 114 657 114 814
1 p13.2p13.2 Duplicagédo 656 238 SYT6 2
1 p13.3p13.3  Delecéo 104?63113 1050300 SLC25A24/NBPF4 2
1 p21 Delecdo 104067184 104321250 RNPC3/AMY2B/AMY2A/AMY1A/AMY1C/AMY 1B 6
1 p23.1 Duplicagdo 156764562 156796736 PRCC/SH2D2A/NTRK1 6
1 p34.3p34.3 Duplicacdo 36 716 865 36 777 255 THRAP3/Clorf113 2
1 p33 Delecdo 47580001 47680000 CYP4Z1/LINC00853/PDZK1 4
1 p36.21  Duplicagdo 15300001 15480000 KAZN/TMEM51 4
2 pll1.2 Delecdo 89,635,198 89,902,565 Sem gene 1
2 p15 Delecao 62258290 62277149 COMMD1 6
2 p25.2p25.2 Duplicagdo 3062 188 3 325 509 TSSC1 2
2 p22.2p22.2 Delecdo 38085399 38180014 FAM82A1 2
2 g13 Delecdo 110833640 110983703 MALL/NPHP1 6
2 g36.1 Duplicagdo 222200001 223020000 EPHA4 4
3 pll.1 Delecdo 89476719 89499633 EPHA3 1
3 pl4.1 Ganho 65780001 66340000 MAGI1/SLAC25A26 4
N 146 114 146 191
3 24924  Duplicagéo 199 793 PLSCR2 2
4 pl16.1 Duplicagdo 8235974 8261720 SH3TC1 1
4 g13.2 Duplicacdo 70180001 70440000 UGT2B4 4
x 75117648
4 ql3.3 Delecéo 75019400 10 MTHFD2L 6
4 g21.1 Duplicagdo 76504370 76521476 CDKL2 6
5 5pl13.1 Delecdo 40779232 40785703 PRKAAL 6
5 5p14.3 Delecéo 21943466 22002677 CDH12 6
5 gll.1 Delecdo 49440001 49480000 Sem gene 4
5 013.2q13.2 Duplicacdo 69 705562 70 657 747 SERF1A/SERF1B/SMN1/SMN2/NAIP/GTF2H2 2




APENDICE E — CNVs ja descritas na literatura associadas com faléncia espermatogénica primaria (Continuago)

Pagina | 153

Cromossomo  Regido Evento Inicio Fim Genes Referéncia
5 013.2913.2 Duplicacdo 69 732192 70 386 541 SERF1A/SERF1B/SMN1/SMN2/NAIP/GTF2H2 2
5 013.29q13.2 Delecdo 70308 101 70 309 855 NAIP 2
5 013.29q13.2 Delecdo 70308 101 70 309 855 NAIP 2
5 013.2913.2 Duplicacdo 70308 101 70 309 855 NAIP 2
5 g23.1 Delecdo 117380001 117660000 LINC02147 4
5 g35.3 Delecdo 180400001 180440000 BTNL3 4
6 pl2.1 Delecéo 52624027 52682610 GSTA2/GSTAL 6
6 p21.31  Duplicagdo 35143115 35184210 ANKS1A 1
6 p21.32  Duplicacdo 32440001 32700000 HLA-DRB1/HLA-DQA1/ HLA-DQB1 4
6 026 Delecdo 162618199 162825032 PARK2 6
7 p21.3 Delecéo 12860001 13100000 Sem gene 4
7 p22.2 Duplicacdo 3144476 3458017 SDK1 6
7 ql1.22 Delecéo 66671745 66672634 TYW1 6
7 g31.1 Delecdo 112180001 112360000 Sem gene 4
7 g35 Delecdo 143884029 143953472 FLJ43692/0R2A42/0R2A1 6
8 pl2 Duplicagdo 31500001 32040000 NRG1 4
8 p22 Duplicacdo 13720001 14040000 SGCz 4
8 p22 Delecéo 15403439 15409232 TUSC3 6
8 g23.1 Duplicacdo 6828426 6837339 DEFA1 6
8 g24.3 Dul/Del 145061948 145093349 PLEC, MIR661 1
10 ql1.22  Duplicacdo 46980001 47700000 GPRIN2/NPY4R/ANXA8/FAM35DP/ANTXRLP1 4
10 g21.1 Delecéo 59560001 59760000 Sem gene 4
10 g23.1 Delecéo 84138134 84171245 NRG3 1
10 q23.33 Delecdo 96497202 96536412 CYP2C19 1
11 pl1.12 Delecéo 49240001 49980000 LOC0440040/0OR4C13 4
11 pl1.12  Duplicacdo 48800001 49380000 TRIM49B/FOLH1 4
11 g24.2 Duplicagdo 124743538 124798029 ROBO3/ROBO4/HEPN1/HEPACAM 6
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Cromossomo Regido Evento Inicio Fim Genes Referéncia
12 pll.21 Delecéo 31132516 31223665 DDX11, OVOS2 1
12 pl2.2 Duplicacdo 21011077 21404166 SLCO1B3/LST-3TM12/SLCO1B1 6
12 ql2 Delecéo 38580001 38740000 ALG10B 4
12 g13.3 Duplicacao 55866674 55896055 LRP1, MIR1228 1
12 gl4.1 Delecéo 60680001 60940000 Sem gene 4
12 ql4.2 Duplicacio 63947732 64116568 DPY19L2 6
12 g21.32 Delecéo 86695679 86703030 MGAT4AC 6
12 g23.1 Delecdo 98491661 98519308 ANKS1B 1/6
12 q24.31924.31 Delecéo 120734605 120 755 841 SIRT4 2
13 qll Delecéo 19440001 19500000 ANKRD20AO0P/L1C00408 4
13 gql2.11 Duplicacdo 20419333 20445320 ZMYM5 6
14 qll.2 Duplicacgdo 19460001 20420000 POTEG/BMS1P18/POTEM/OR11H2/OR 4

4AN2
14 qll.2 Duplicacgdo 19460001 20280000 POTEG/BMS1P18/POTEM/OR11H2/OR 4
4AN2
14 qll.2 Duplicacgdo 19460001 20440000 POTEG/BMS1P18/POTEM/OR11H2/OR 4
4AN2
15 gqll.l Duplicacgdo 20180001 22380000 CHEK2P2/HERC2P3/GOLGAG6L6/POTE 4
B
15 qld Delecéo 34671574 34841446  GOLGA8A/GOLGA8B/DQ593032/DQ58 6
2939/K
15 q15.3915.3 Duplicacdo 43 888 927 43950 720 CKMT1B/STRC/CATSPER?2 2
16 pl2.2 Delecéo 22400001 22720000 RRN3P3/SMG1P1/NPIPB5 4
16 pl2.2 Duplicacédo 55832511 55865159 CES1 6
16 pl3.11 Delecéo 14968855 15115579 NOMO1/NPIP/PDXDC1 6
16 g22.1 Duplicacdo 66942648 66967713 PRMT7, SMPD3 2
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Cromossomo Regiao Evento Inicio Fim Genes Referéncia
16 q22.3922.3 Delecéo 74 375794 74 455 311 CLEC18B 2
17 p11.2p1l1.2 Duplicagdo 21 370 330 21 453 044 Cl7orf51 2
17 pl1.2p1l1.2 Delecéo 21 370 330 21 453 044 Cl7orf51 2
17 ql2 Delecéo 30624580 30787596 SLFN11, SLFN12, SLFN13 1
18 g21.1 Delecéo 52212057 52306572 C18orf26 6
18 g21.31 Delecéo 55931229 55936547 NEDDA4L 6
18 q23 Dup/Del 75746093 75779459 KCNG2, PQLC1 1
21 q22.3 Duplicacdo 44700001 45240000 L1C00322/SIK1/LINC00319/RRP1B 4
22 gqll.21 Duplicagao 18894835 19010508 DGCR6/PRODH
22 g13.33 Delecéo 50296855 50301369 2 ALG12
X pl1.22 Duplicacgdo 52657689 52978139  SSX7, SSX2, SPANXNS5, XAGES5, XAGE3, 1

FAM156A, FAM156B
X pl11.22 Delecéo 52,065,798 52,069,943 Sem gene 3
X pl1.22 Duplicacgao 52842080 52909890 SPANXNS5, XAGES5, XAGE3 1
X p11.23 Delecéo 47,766,391 47,847,516 ZNF630 3
X pl1.3 Duplicagdo 44,067,590 44084085 EFHC2 1
X p11.3 Duplicagdo 47,766,391 47,847,516 ZNF630 3
X pll.4 Duplicacdo 38376283 38513841 TSPAN7 1
X p21.1 Duplicacdo 37,168,387 37,256,960 PRRG1 3/5
X p21.1 Duplicacdo 37,242,364 37,251,969 Sem gene 3
X p21.3 Delecéo 25,274,024 25,280,712 Sem gene 3
X p21.3 Delecéo 25,568,263 25583583 Sem gene 1
X p21.3 Delecéo 26,891,769 26,959,101 Sem gene 3
X p21.3 Duplicacgao 28162190 28214748 Sem gene 1
X p21.3 Duplicagdo 27,277,529 27,337,933 Sem gene 3
X p22.11 Delecéo 22,969,648 22,993,997 Sem gene 3
X p22.2 Duplicagdo 11,104,518 11,706,614 ARHGAP6 AMELX MSL3 3/5
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Cromossomo Regiao Evento Inicio Fim Genes Referéncia
X p22.2 Duplicacao 16688233 16707403 SYAP1 1
X p22.31 Delecéo 6,594,834 6,626,533 Sem gene 3
X p22.31 Delecéo 6,756,310 6,838,310 Sem gene 3
X p22.31 Duplicacdo 7,002,649 7,247,676 STS HDHD1A 3
X p22.33 Duplicacdo 1,544 226,372 PLCXD1 GTPBP6 PPP2R3B 3/5
X p22.33 Duplicacao 302,644 462,740 Sem gene 3/5
X p22.33 Duplicacao 1,347,599 1,387,328 CSF2RA 3/5
X p22.33 Delecéo 2,711,073 2814530 XG, GYG2 1
X gll.1 Duplicacao 64806000 64854709 MSN 1
X gl1.2 Duplicacao 65385501 65413711 HEPH 1
X g21 Duplicacdo 80,225,590 80,230,870 Sem gene 5
X g22.1 Delecéo 101,803,578 101,848,935 ARMCX5-GPRASP2 3
X g22.1 Duplicagdo 102134796 102496321  BEX1, NXF3, BEX4, TCEALS, TCEALS5, 1

BEX2, TCEAL7Y
X q22.2 Duplicagdo 103066101 103190187  TMSB15B, H2BFXP, H2BFWT, H2BFM 1
X q22.3 Duplicacdo 110238448 110260226 PAK3 1
X 022.3-023 Duplicacdo 110226892 110965127 PAKS3, CAPN6, DCX, ALG13, TRPC5 1
X 923 Delecéo 111598447 111621531 Sem gene 1
X q24 Delecéo 118,281,024 118,325,874 Sem gene 3
X q24 Duplicacdo 118,780,844 118,798,128 Sem gene 1
X q25 Duplicacdo 122920543 123009115 STAG2 1
X q25 Delecéo 123911267 124039708 ODz1 1
X 025 Delecéo 124,632,886 124,718,959 Sem gene 3
X 925 Delecéo 124,929,673 125,117,699 Sem gene 3
X q26.3 Duplicagdo 134120502 134157976 CXorf48 1
X 026.3 Duplicacdo 134600709 134628136 Sem gene 3
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Cromossomo Regiao Evento Inicio Fim Genes Referéncia
X q26.3 Duplicagdo 134778328 134910134 CT45-1/CT45-2/CT45-4/CT45-3 6
X g27.1 Duplicagdo 139706586 139904507 MIR320D2 1
X q27.2 Delecéo 140,773,893 140,778,561 MAGEC3 3
X g27.3 Delecéo 145,030,566 145,037,917 Sem gene 3
X 928 Delecéo 148,456,474 148,461,889 Sem gene 3
X 028 Delecéo 154,044,877 154079019 Sem gene 1
X q28 Delecéo 154,586,913 154,877,901 SPRY3 VAMP7 3
Y pll.2 Duplicacao 7348864 7491480 Sem gene 1
Y g11.223 Duplicacao 21964794 22058959 RBMY2EP (AZFb/bc) 1
Y g11.23 Duplicacgao 26870161 27073218 Sem gene 1

Autores: 1 (TUTTELMANN et al., 2011/ Agilent® 244K e 400K, hg18), 2 (STOUFFS et al., 2012/Agilent® 244K, hg19); 3 (KRAUSZ et al.,
2012/ Agilent® 8x60K customizado, hg19); 4 (DONG et al., 2015/ ndo descreve a plataforma, hg19); 5 (CHIANESE et al., 2014/ Agilent®
8x60K customizado, hg19) e 6 (STOUFFS et al., 2015/ Agilent® 244K, hg19)
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Delecdes
o Sub- Tamanho .
Cromossomo Localizacao banda (kb) Avaliacao Genes
2 172,948,765-172,952,539 4Lt 37  CNVrara DLX1
A
3 OARSTIOETI0 g 227 OV CACNA2D2, C3ort18, HEMKL, CISH,
436, 1063, p2l. MAPKAPK3
J 2 172,948765-172,952,539  43%1 37  CNVrara DLX1
Duplicactes
2 45,171,872-45,179,881 p2l 8 CNV rara SIX3
- 2 176,989,208-176,991,241 311 2 CNV rara HOXD9
20 57,463,263-57,466,084 11332 3 CNVrara GNAS, LOC101927932
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2 172.948,765-172.952,539 4311 37 CNV rara DLX1
3 46,610743-46,621.4908  P21:31 17 CNV rara TDGF1
MFSD12, HMG20B, GIPC3, TBXAZR,
133 CACTIN-ASL, CACTIN, PIP5K1C, TIP3,
19 3,555.792-4.126,127 p13. 570 CNVrara APBA3, MRPL54, RAX2, MATK, ZFR2,
C3 MIR1268A, ATCAY. NMRK2, MIR637, DAPK3,
EEF2, SNORD37, PIAS4, ZBTB7A, MAP2K2
21 47 615,666-47,636,871 422.3 21 CNV rara LSS
o 48740,187-48,757,706 p11.23 17 CNV rara TIMM178B, PQBP1
53,458,836-53,460,122 pll1.22 1,2 CNV rara HSD17B10
2 45,171,731-45,179.881 p21 8 CNV rara SIX3
C70rf50, ZFAND2A, LOC101927021, UNCX,
_ 022.3 MICALL2, INTSL, MAFK. TMEM184A,
7 1,165,490-1,810 613 645  CNVrara POMGT PEMO3AST TEAMPL ELENL
ELFN1-AS1
- 11 2.019.598-2,157.060 P15.5 137 CNVrara H19, MIR483, IGF2, INS-IGF2
" 101,291,902-101,294.412  32.2 25 NV rara EGS
ZFP92. TREX2, HAUS7, BGN, ATP2B3,
X 152.643,148-152.956,961 428 313  CNVrara  FAMS8A LOC105373383, DUSP9. PNCK,

SLC6A8
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2 45,171,872-45,179,881 p21 8 CNV rara SIX3
7 155,596,329-155,600,169 g36.3 3,8 CNV rara SHH
11 2,016,563-2,021,172 p15.5 4,6 CNV rara HOTS, MIR675, H19

A 16 2,127,944-2,144,285 p13.3 16 CNV rara TSC2, MIR1225, LOC105371049, PKD1
20 57,463,263-57,466,984 q13.32 3,7 CNV rara GNAS, LOC101927932
X 153,169,981-153,205,446 q28 35 CNV rara AVPR2, ARHGAP4, NAA10, RENBP
Y 8,406,069-8,512,073 pll.2 106 CMV rara LINCO00279
11 2,008,571-2,020,455 p15.5 11 CNV rara MRPL23-AS1, LINC01219, HOTS, MIR6G75,
11 2,154,276-2,162,241 p15.5 79 CNV rara MIR483, IGF2, II-l(E:-LIEZ-AS, INS-IGF2

Ny 16 2,128,512-2,144,285 p13.3 15 CNV rara TSC2, MIR1225, LOC105371049, PKD1
X 67,950,466-68,845,123 gl3.1 894 CNVrara EFNBI1, PJAL, LINC00269, FAM155B, EDA




APENDICE F — CNVs raras e ndo descritas, apds analise no DGV (Continuagao)

Pagina | 161

D 3 46,620,075-46,621,247 p21.31 11 CNV rara TDGF1
2 172,948,765-172,952,539 g3l.1 3,7 CNV rara DLX1
3 46,619,743-46,621,247 p21.31 1,5 CNV rara TDGF1
16 85,549,343-85,667,640 g24.1 118 CNV rara GSE1
E 19 4,502,351-4,641,905 p13.3 139 CNVrara PLIN4, PLIN5, LRG1, SEMAGB, TNFAIPSL1
X 77,158,835-77,160,060 g21.1 1,2 CNV COX7B
nunca
descrita
X 118,986,572-119,007,025 g24 20 CNV rara UPF3B, RNF113A, NDUFA1
2 172,948,765-172,952,539 g31.1 3,7 CNV rara DLX1
3 46,619,743-46,621,498 p21.31 1,7 CNV rara TDGF1
o 11 2,534,486-2,567,683 p15.5 33 CNV rara KCNQ1
17 48,241,425-48,273,531 g21.33 32 CNV rara SGCA, HILS1, COL1Al
21 47,615,666-47,635,259 q22.3 19 CNV rara LSS
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2 172,950,861-172,952,539 1,6 CNV rara DLX1
H 17 48,255,995-48,270,899 14 CNV rara COL1A1
19 4,502,351-4,641,905 139 CNV rara PLIN4, PLINS, LRG1, SEMAGB, TNFAIP8L1
| 11 2,151,117-2,162,241 11 CNV rara MIR483, IGF2, IGF2-AS, INS-IGF2
2 45,171,872-45,179,881 8 CNV rara SIX3
11 2,017,399-2,021,172 3,7 CNV rara HOTS, MIR675, H19
J 20 57,463,263-57,466,984 3,7 CNV rara GNAS, LOC101927932
65,760,836-65,939,751 178 CNV rara UPRT, ZDHHC15
. 153,169,981-153,205,446 35 CNV rara AVPR2, ARHGAP4, NAA10, RENBP
2 45,171,872-45,179,878 8 CNV rara SIX3
11 2,016,665-2,024,224 7,5 CNV rara HOTS, MIR675, H19
L 14 101,291,902-101,294,412 2,5 CNV rara MEG3
20 57,463,263-57,466,984 3,7 CNV rara GNAS, LOC101927932
N 2 45,172,062-45,179,881 7,8 CNV rara SIX3
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New rare copy number variations in male nonobstructive azoospermia
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Abstract

Male infertility is a complex phenotype associated with an interaction of different factors.
The genetic factors involved may range from point mutations, microdeletions on the Y
chromosome to chromosomal changes such as Klinefelter syndrome. Even after detailed
clinical-laboratory evaluation, the etiology remais unknown in approximately half of the
patients characterizing idiopathic male infertility. In this group are observed the patients
with nonobstructive azoospermia (NOA) due to primary spermatogenic failure and it is
likely that a large proportion of this cases are caused by still unknown genetic factors. In
order to better understand the potential genomic changes involved with idiopathic male
infertility, sixteen patients with NOA and 6 controls were investigated by the genomic
hybridization technique (aCGH), using the Agilent® 4x180 CGH + SNP platform. Data
analyses were performed by Nexus 8.0 software. Four gains (7936.3, 17921.33, Xg21.1
and Yp11.2) and 2 losses (2g31.1 and 3p21.1-21.31) with their respective genes (SHH,
COL1A1, COX7B, LINC00279, DLX1 and CACNA2D2) were considered relevant and
contributing to a better understanding of the complex and poorly explored mechanisms
that result in nonobstructive azoospermia.

Keywords: Male infertility. Nonobstructive azoospermia (NOA). Comparative genomic
hybridization. Copy number variation (CNV)

Introduction
Infertility is clinically defined as the inability to conceive a child after one or more years

of regular intercourse without the use of contraceptive methods (1). It affects 10-15% of
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couples in Western countries and the male factor accounts for 50% of the cases (2,3).
Male infertility is a complex disorder in wich the genetic factors, such as chromosomal
abnormalities, Y chromosome microdeletions and point mutations, are responsible for
30% of the cases (4). Even after detailed clinical-laboratory assessment, the etiology
remais unknown in approximately half of the patients characterizing idiopathic male
infertility. In this group are observed the patients with nonobstructive azoospermia
(NOA) or severe oligozoospermia due to primary spermatogenic failure (5). More
recently, genomic research has explored regions ranging in size from kilobases (kb) to
megabases (Mb) that are present in variable copy humbers (CNV). This submicroscopic
chromosomal duplications or deletions have been shown to be an important source of
genetic diversity with remarkable diferences between individuals and to play a role in
complex diseases such as mental retardation, schizophrenia and cancer (6,7). In recent
years, evidence has emerged indicating that differences in the number or distribution of
CNVs may be an important determinant of male infertility by a variety of pathogenetic
mechanisms, including dosage sensitivity of a gene within the CNV; gene interruption or
gene fusion at the breakpoint junctions; deletion of a regulatory element; or unmasking
of a recessive mutation, affecting the activity of essencial genes for spermatogenesis (8 -
13). With the aim of contributing to the understanding of the role of these variants on
male fertility, we performed high-resolution array in a group of well-characterised

idiopathic infertile men with nonobstructive azoospermia.

Materials and Methods

Ethical issues

The study was approved by the local Ethics Committee of the Clinical Hospital of
Ribeirdo Preto Medical School and all individuals gave their informed consent after

genetic counseling.

Subjects

We investigated 16 nonconsanguineous Brazilian patients with idiopathic nonobstructive
azoospermia and 6 normozoospermic men. All participants were selected by the Division
of Urology of the Clinical Hospital of Ribeirdo Preto Medical School. The control group
consisted of healthy men, aged 25 to 35 years, who had at least 2 children and in whom

vasectomy was indicated. All subjects were selected on the basis of a comprehensive
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andrological examination including medical history, semen and hormone analysis, based
on the 2010 guideline of the World Health Organization, karyotype and Y chromosome
microdeletion screening. All men with known clinical (e.g. maldescended testes,

varicocele, infections) and laboratory causes of infertility were excluded.

Methods

Peripheral blood samples were collected in all individuals for karyotype and DNA
extraction. Cytogenetics analyses used standard protocols and 50 metaphases were
analyzed by G-banding. DNA extraction was performed using the MasterPure™
Complete DNA and RNA Purification Kit - Epicentre (US). Y-chromosome
microdeletion were investigated through multiplex polymerase chain reaction (PCR)
including the sequence-tagged site primers sY84, sY86 for AZFa, sY127, sY134 for
AZFb, and sY254, sY255 for AZFc, according to a protocol published by European
Academy of Andrology (EAA) and European Molecular Genetics Quality Network
(EMQN) (14).

Array-CGH

The SNP array analyses were performed using the Agilent 4x180 SurePrint G3
CGH+SNP platform (Agilent Technologies, CA, USA) following the manufacturer’s
protocol. This array comprised 110,712 oligonucleotides (CNV) and 59,647 single
nucleotide polymorphisms probes (SNP) with a median probe spacing of ~13kb. All
CNVs data were called with Nexus 8.0 software (BioDiscovery, El Segundo, California)
with the Fast Adaptive States Segmentation Technique (FASST2) with a significance
threshold of 5.0e-6 and a maximum spacing of adjacent probes of 10,000Kb. We used
three probes and >1kb as a minimum cutoff for CNVs detection. A log-ratio probe
threshold of 0.5 was set to define regions with one-copy gain; 1.14 for high gains (gains
of two or more copies); -0.5 for one-copy losses; and -1.1 for homozygous losses. The
results were interpreted with coordinates of genomic alterations based on the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Human Genome Build 37 (h19). We
referred to the Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation/) to
exclude benign CNVs, and the UCSC genome browser (https://www.genome.ucsc.edu/)

to determine genes affected by each CNV.



Pagina | 166

Statistical analysis

Clinical variables such as age and gonadotrophin dosage were compared between the
control and nonobstructive azoospermic patients by the Mann-Whitney test. The
comparisons between the variables total number of losses and gains, between the two
groups, used the Kruskal-Wallis test. All statistical analyzes were performed using

software R v3.4.2. Significant differences were observed when p <0.05.

Results

Clinical data

Comparison of clinical data on patients and controls groups showed that infertile
individuals had lower ages and reduced testosterone levels when compared to the control
group (p = 0.006 and p = 0.019, respectively), whereas gonadotrophin values (FSH and
LH) did not present a statistically significant difference when compared between the two

groups (p = 0.42 and p = 0.15, respectively) (Table 1).

CNVs analysis

In total, 158 CNVs were detected in both groups, of which 41 in the control group and
117 in the infertile group. There were 35 gains and 6 losses in control group and 88 gains
and 29 losses in cases group. CNV size ranged from 1.1kb to 2.7Mb. No significant
differences were observed between to either the number or the size of the genomic
changes and the mean number of individuals in both groups (Figure 1). Analysis of
Database of Genomic Variants indicated that 143 of these variants had previously been
reported to occur in healthy individuals, and as such these variants were excluded from
subsequente analysis. Among fifteen new and rare CNVs, only 4 gains (7936.3, 17921.33,
X@21.1 and Yp11.2) and 2 losses (2931.1 and 3p21.1-21.31) with their respective genes
(SHH, COL1A1L, COX7B, LINC00279, DLX1 and CACNA2D?2) were considered relevant

for the nonobstructive azoospermia phenotype (Figure 2; Table 2).
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Table 1 - Comparison of clinical parameters between study groups. The p value was
obtained through the Mann-Whitney test

Case Control p
Age (years) (mean; median) 33; 33 38; 38 0.006
Testosterone (unit) (mean; median) 392;383  500;520 0.019
FSH (unit) (mean; median) 12.9; 8.3 4.8;4.8 0.42
LH (unit) (mean; median) 4.4;4.2 3.0;3.1 0.15

Figure 1 — Distribution of number of CNVs by mean of individual in both groups
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No significant difference (p = 0.77) was observed in the distribution of the total
number of copy number variants in both groups
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Figure 2 - Flow chart of CNV analysis obtained through Agilent’s single nucleotide
polymorphism array and data analyses performed by Nexus 8.0 software
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Table 2- New and rare CNVs detected in patients with nonobstructive azoospermia
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Chromosome Genomic position Cytoband Lenght Event Genes
DLX1
2 172,948,765-172,952,539 q311 3’7kb Homozygous Copy Loss
CACNA2D2,
3 50,436,577-50,663,730 p21.1-21.31 227kb Homozygous Copy Loss | C3orfl8, HEMK1,
CISH, MAPKAPK3
7 155,596,329-155,600,169 036.3 3,8kb High Copy Gain SHH
q21.33 . : SGCA, HILS1,
17 48,241,425-48,273,531 32kb High Copy Gain COL1A1
X 77,158,835-77,160,060 g21.1 1,2kb High Copy Gain COX7B
Y 8,406,069-8,512,073 pll.2 106kb CN Gain LINC00279
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Discussion

We use high resolution SNP array to identify candidate CNV regions to a group of
16 idiopathic infertile men with primary spermatogenic failure resulting in nonobstructive
azoospermia. We identified 4 gains and 2 losses with their respective six candidate genes
(DLX1, CACNA2D2, SHH, COL1A1, COX7B and LINC00279) associated with male
infertility.

In 2931.1 we observed the homozygous copy loss with 3,7kb shared by two
individuals of infertile group. The loss of this region was also described by Grzesiuk and
colleagues in 2016 in three patients with severe oligozoospermia, but the gene content was
differed in both studies. In the present study, the loss included exons 1 and 2 of the DLX1
gene while in the previous work the deletion involved DLX2 gene. These genes encode
members of a homeobox transcription factor gene family similiar to the Drosophila distal-
less gene and controls the craniofacial morphogenesis, differentiation and survival of
inhibitory neurons of the forebrain and retinal bipolar neurons. Mice model observed that
DLX family genes regulate the migration and development of neurons secreting the
gonadotrophin regulating hormone (15). However, alteration in this pathway results in
hypogonadotrophic hypogonadism compromising fertility, but not primary spermatogenic
failure.

In 3p21.1-21.31 we detected a homozygous copy loss of 227kb including the genes
CACNA2D2, C3orf18, HEMK1, CISH and MAPKAPKS3. The CACNA2D?2 is most probably
gene related to the male infertility phenotype since it encodes a structural protein (0262
subunit of the calcium channel dependent on voltage) that is more sensitive to
haploinsufficiency than the other genes encoding enzymes. Deregulation of the CACNA2D2
pathway alters mechanisms such as, cell proliferation, apoptosis and angiogenesis, which
may influence sperm production (16).

The gain detected in 7936.3 involved the SHH gene. This gene encodes an essential
protein that is instrumental in patterning the early embryo. It has been implicated as the key
inductive signal in patterning of the ventral neural tube, the anterior-posterior limb axis, and
the ventral somites. The role of the hedgehog signaling pathway in the sexual differentiation
of mammals encompasses cell fate and an epithelial-mesenchyme interaction, which is a
critical process in remodeling and tissue differentiation, that occurs in the testicular tissue,

in addition to cellular homeostasis. In mice, it was observed that the deregulation of this
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pathway could compromise the formation and maintenance of the seminiferous tubules,
besides compromising spermatogenesis by altering the interaction of the interstitium (Leydig
cells) with the germ cells (17).

The gain detected in subband g21.33 of chromosome 17 was shared by two
individuals with nonobstructive azoospermia. Grzesiuk and colleagues in 2016 also detected
gains in this same subband in 2 patients with moderate oligozoospermia. In both studies, the
intersection region included only the COL1A1 gene. This gene encodes components of the
subunits of type 1 collagen and different types of mutations lead to different clinical
phenotypes such as osteogenesis imperfecta, Ehlers-Danlos syndrome and Caffey's disease.
In mice, it was observed that the expression of collal occurs exclusively in spermatogonia,
since to the extent that these cells follow their normal course of differentiation, they lose the
marking for this protein, in addition, the reduction of the expression of this protein stimulates
the differentiation of the spermatogonia. In this way, the overexpression of this protein could
change the differentiation of germ cells (18,19).

Grzesiuk and colleagues, in 2016, described two patients with severe
oligozoospermia who presented the same gain in Xg21.1 involving the COX7B gene. This
gene is responsible for encoding a member of cytochrome oxidase c, the terminal component
of the respiratory chain. In dairy sires it was observed that increased transcription of a COX
family member (COX7C) in the testicular tissue showed negative correlation with fertility.
It was hypothesized that this increase in expression was associated with dysfunction of
mitochondrial function during the spermatogenesis stages (20).

The last gain was detected in the p11.2 subband of Y chromosome. Tittelmann
and colleagues in 2011 described a gain involving this subband in a patient with
spermatogenic failure, but this CNV differed in size, genomic position and gene content. In
the present work this gain involved a long non-coding RNA (LINC00279) with exclusive
testicular expression and its function is still little known. Like miRNAs, which have spatial
and temporal expression, the mRNAs also have a differentially ordered expression,
depending on the cell type and the stage of cell division. This pattern of expression seems to
regulate several stages of meiotic division and spermiogenesis. Unlike protein regulation, in
which protein-coding genes are silenced during the pachytene phase by a process called
meiotic sex chromosome inactivation (MSCI), the expression of INCRNAs is greater at this

specific stage of cell division (21,22).
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Conclusion

In conclusion, we observed differences in the number as in the size of CNVs between the
sample and control groups, but these differences were not statistically significant. Six new
rare CNVs were detected in this study, reinforcing the understanding that male infertility
due to primary spermatogenic failure should be analyzed in the context of a complex
phenotype in which some genetic variants may alter molecular and cellular mechanisms that

have not yet been studied, which compromise a spermatogenesis.
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ANEXOS

“Qualquer curva de qualquer destino que desfaga o curso de qualquer certeza”

Arnaldo Antunes
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11. ANEXOS

ANEXO A — Termo de aceite do projeto de pesquisa
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Oficio n® 3537 /2013
CEPFC

Prezadas Senhoras,

O trabalhe intitulade “CARACTERIACAO GENOMICA DE
PACIENTES OLIGOZOOSPERMICOS” - versio 3, de 17/09/2013, foi analisado
pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 374° Reunido Ordinaria realizada em
23/09/2013 ¢ enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido - verséo 3, de 17/09/2013, de acordo
com o Processo HCRP n® 8715/2013.

De acordo com Carta Circular n* 00372011/ CONEP/CNS,
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caso, deverd mubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
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pesquisador responsavel deverd da mesma forma, rubricar todas as folhas do
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