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 Resumo 

Franchim CS. Detecção de microdeleções do cromossomo Y em pacientes inférteis, 
comparando os resultados obtidos pelas técnicas de PCR e MLPA [tese]. São Paulo: 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo: 2018. 

INTRODUÇÃO: O cromossomo Y contém genes primordiais para o desenvolvimento 

testicular e a espermatogênese. Sua conformação repetitiva predispõe à ocorrência de 

deleções e duplicações, que tem impacto clínico. As microdeleções nas regiões AZF 

afetam loci responsáveis pela espermatogênese e são uma das causas mais frequentes de 

azoospermia e oligozoospermia. Seu diagnóstico tem valor preditivo para o sucesso na 

recuperação cirúrgica de espermatozoides testiculares em homens azoospérmicos. A 

técnica utilizada para detectá-las é a reação de polimerização em cadeia (PCR), porém os 

protocolos divergem entre si, havendo muita variabilidade na incidência destas deleções. À 

vista disso, sugerimos utilizar a técnica de Amplificação de Múltiplas Sondas dependente 

de Ligação (MLPA). OBJETIVO: Comparar os resultados obtidos com as técnicas de PCR 

e MLPA na detecção de microdeleções do cromossomo Y em homens inférteis. 

RESULTADOS: Analisamos 43 pacientes inférteis (azoospérmicos e oligozoospérmicos) e 

40 homens férteis (controle) pelas técnicas de PCR e MLPA. Encontramos 7 deleções por 

PCR (16,2%) e 9 por MLPA (21%), além de 5 duplicações e um mosaico. DISCUSSÂO: 

Além das deleções, as duplicações também podem gerar instabilidades nos genes do 

cromossomo, podendo levar a infertilidade. CONCLUSÕES: Os resultados obtidos por 

ambas as técnicas revela que a MLPA é uma técnica mais sensível que a técnica de PCR 

para detectar microdeleções do cromossomo Y. 

Descritores: deleção cromossômica; infertilidade masculina; reação em cadeia da 

polimerase; variações do número de cópias de DNA; cromossomo Y; azoospermia.  
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Abstract 

Franchim CS.Detection of Y chromosome microdeletions in infertile patients, comparing the 
results obtained by PCR and MLPA techniques [thesis]. São Paulo: “Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo”: 2018.  

INTRODUCTION: The Y chromosome contains several genes responsible for testicular 

development and spermatogenesis. Its repetitive conformation predisposes this 

chromosome to deletions and duplications that have clinical impact. Microdeletions in the 

AZF regions affect loci responsible for spermatogenesis and are one of the most frequent 

causes of azoospermia and oligozoospermia. This diagnosis may have a predictive value 

for success in the surgical recovery of testicular spermatozoa in azoospermic men. The 

gold standard method for this detection is polymerase chain reaction (PCR), but protocols 

diverge among them, generating a great variability in the incidence of these deletions. 

PURPOSE: We evaluated another molecular diagnostic method, Multiplex Ligand Probe 

Dependent Amplification (MLPA), which generates more genomic data (such as 

duplications and rearrangements) in a single reaction, leading to a better understanding of 

these patients phenotype. OBJECTIVE: To compare the results obtained with PCR and 

MLPA techniques in the detection of Y chromosome microdeletions in infertile men. 

RESULTS: We analyzed 43 infertile patients (azoospermic and oligozoospermic) and 40 

fertile men (control) by PCR and MLPA techniques. We found 7 deletions by PCR (16.2%) 

and 9 by MLPA (21%), in addition to 5 duplications and one mosaic. DISCUSSION: 

Besides deletions, duplications can also generate instability in the chromosome genes, 

which may lead to infertility, and it is important being capable to diagnose these alterations 

with a faster and more effectively method. CONCLUSIONS: The results obtained by both 

techniques reveal that MLPA is more sensitive than PCR to detect microdeletions of the Y 

chromosome. 

Descriptors: chromosomic deletion; male infertility; polymerase chain reaction; DNA copy 

number variations; Y chromosome; azoospermia. 
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1 Introdução 

 

 A infertilidade conjugal é definida como a incapacidade de um casal 

engravidar espontaneamente no período de um ano, segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (WHO, 2010). Aproximadamente 

15% dos casais apresentam esta dificuldade, sendo que a causa masculina 

compreende aproximadamente 50% dos casos (Krausz & Casamonti, 

2017). 

 O estudo da infertilidade tem avançado bastante, e graças a 

fertilização in vitro (FIV), e principalmente a técnica de injeção intra-

citoplasmática de espermatozoides (ICSI), na qual um único 

espermatozoide é injetado no interior do oócito para atingir a fertilização, 

muitos homens com alto grau de infertilidade puderam alcançar a 

paternidade (Kim et al., 1998). Porém com os avanços nas Técnicas de 

Reprodução Assistida (TRA), com as quais algumas barreiras naturais de 

fertilização e implantação (seleção natural) são manualmente removidas, 

deve-se ter um cuidado ainda maior com a possível transmissibilidade de 

alterações genéticas subdiagnosticadas, que podem trazer implicações aos 

conceptos (Krausz et al., 2015). 

 

1.1 Infertilidade Masculina 

 A infertilidade masculina é uma condição patológica multifatorial com 

apresentações fenotípicas bastante heterogêneas (Krausz et al., 2015), 
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sendo a forma inicial e mais eficaz de iniciar sua investigação é através da 

análise seminal, que permite avaliar a produção e a qualidade espermática, 

assim como o funcionamento das glândulas acessórias do trato genital. A 

OMS preconiza que devem ser colhidas, ao menos, duas amostras com 

intervalo de 3 a 4 semanas, devido à possível variação amostral em um 

mesmo indivíduo (WHO, 2010; Centola, 2014). 

 Os parâmetros de normalidade atuais de referência seminal estão 

descritos na Tabela 1. Estes valores foram publicados pela OMS em 2010 

e baseiam-se em estudo realizado em 1953 homens férteis em sete países. 

Os valores obtidos foram utilizados para definir o percentil 5 com intervalo 

de confiança de 95%, como valor de referência limite para cada parâmetro, 

de acordo com a distribuição normal (Tabela 2) (Cooper et al., 2010; WHO, 

2010). 

 As alterações espermáticas mais comuns são a oligozoospermia 

(concentração menor de 15 milhões de espermatozoides/mL) e a 

azoospermia (ausência de espermatozoides), além de outras 

anormalidades como a astenozoospermia (motilidade progressiva menor de 

32%) e a teratozoospermia (morfologia menor de 4% de formas ovais 

normais) (WHO, 2010).   
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Tabela 1: Valores de referência limite para as características seminais  

Parâmetros Valores de Referência 

Volume 1,5 mL (1,4 – 1,7) 

Concentração espermática 
15 milhões de 

espermatozoides/mL 

Número total de espermatozoides 
39 milhões de 

espermatozoides/ejaculado 

Motilidade Total (progressiva e não progressiva) 40% 

Motilidade Progressiva 32% 

Morfologia 4% normais 

Vitalidade 58% vivos 
 

Adaptado de (WHO, 2010) 

Tabela 2: Distribuição de valores, limites inferiores de referência (com 95% de 
intervalo de confiança - IC) para parâmetros seminais obtidos de homens férteis cujas 
parceiras engravidaram no período de 12 meses ou menos 
 

 Centis 

 N 5  
(95% IC) 

25 50 75 95 

Volume Seminal (mL) 1941 1,5  
(1,4-1,7) 

2,7 3,7 4,8 6,8 

Concentração Espermática 
(10

6
/mL) 

1859 15  
(12-16) 

41 73 116 213 

Número total 
(10

6
/Ejaculado) 

1859 39 
(33-46) 

142 255 422 802 

Motilidade Total (%) 1781 40 
(38-42) 

53 61 69 78 

Motilidade Progressiva (%) 1780 32 
(31-34) 

47 55    62 72 

Formas Normais (%) 1851 4,0 
(3,0-4,0) 

9 15 24,5 44 

Vitalidade (%) 428 58 
(55-63) 

72 79 84 91 

Adaptado de (Cooper et al., 2010). 

 Os casos de azoospermia podem ser divididos em dois tipos: obstrutiva e 

não obstrutiva. As azoospermias não obstrutivas caracterizam-se pela ausência 

de produção de espermatozoides, ou uma produção mínima, incapaz de ser 

eliminada pelo ejaculado (Stahl & Schlegel, 2012). Já as azoospermias 

obstrutivas estão relacionadas à condução dos espermatozoides, possivelmente 

por obstrução no ducto deferente. As causas deste tipo de azoospermia são, no 
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geral, infecções genitais (a reação inflamatória obstrui os canais condutores de 

sêmen), fibrose cística (patologia de herança genética, que leva à ausência dos 

canais deferentes em seus portadores), e a vasectomia, reversível 

cirurgicamente (Stahl & Schlegel, 2012).   

 A nomenclatura oficial da OMS preconiza o critério oligozoospermia como 

concentração abaixo de 15 milhões de espermatozoides/mL (WHO, 2010), 

porém apenas para efeito de tratamento, alguns autores a subdividiram de 

acordo com sua gravidade. Não há uma conformidade nos valores de corte, 

contudo a literatura considera oligozoospermia grave quando a concentração 

espermática está abaixo de cinco milhões de espermatozoides/mL (Massart et 

al., 2012; McLachlan, 2013; Miyamoto et al., 2015; Song et al., 2016).  

 Ao longo dos anos, a média da concentração espermática da população 

em geral apresentou um declínio considerável (Carlsen et al., 1992; Centola et 

al., 2016), porém, a oligozoospermia por si só não é considerada como causa de 

infertilidade, uma vez que 5% dos homens férteis são oligozoospérmicos 

(McLachlan, 2013).  

 A espermatogênese é composta por uma intrincada cadeia de eventos e é 

dividida basicamente em três fases: mitótica, meiótica e espermiogênica (Figura 

1). Na primeira fase, as espermatogônias (células germinativas, diploides) 

sofrem divisões mitóticas, originando os espermatócitos primários, que na 

segunda fase (meiótica) serão divididos originando células haplóides 

(espermatócitos secundários). Então, na fase proliferativa, ocorre a maturação 

dos espermatócitos secundários em espermátides, células estas que perdem boa  
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quantidade de citoplasma (fagocitado pelas células de Sertoli), para que em 

seguida se diferenciem em espermatozoides, contemplando o aparecimento da 

cabeça (com a região acrossômica, derivada do complexo de Golgi), a peça 

intermediária e o flagelo (os microtúbulos se formam a partir do centríolo) (Allais-

Bonnet & Pailhoux, 2014).  

Figura 1: Espermatogênese Humana 

A espermatogênese ocorre nos túbulos seminíferos dos testículos. As espermatogônias 
(células germinativas primordiais, diplóides) próximas à lâmina basal dos túbulos seminíferos 
começam a se dividir mitoticamente para produzir mais espermatogônias e espermatócitos 
primários (diplóides). Os espermatócitos primários passam pela meiose I para formar 
espermatócitos secundários (haploides) que migram para o lúmen tubular, onde se dividem por 
meiose II, produzindo as espermátides (haplóides). Na fase final (espermiogênese), as 
espermátides amadurecem e geram espermatozoides.  
Ao longo da espermatogênese, as células germinativas são posicionadas próximas às células 
de Sertoli, que fornecem nutrientes e fatores de crescimento necessários para seu 
desenvolvimento. Depois de formada a estrutura final, os espermatozoides são liberados no 
lúmen testicular.  
Adaptado de (Allais-Bonnet & Pailhoux, 2014). 

 

 Esse mecanismo da espermatogênese é controlado geneticamente e 

qualquer alteração nestes controles pode levar à falha da produção e/ou 

maturação dos espermatozoides (Singh & Jaiswal, 2011). 
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 A infertilidade masculina por causas genéticas acomete, 

aproximadamente, 15% dos casos de infertilidade. Pode envolver alterações 

cromossômicas numéricas e estruturais, ou apenas em um único gene (Foresta 

et al., 2001a; Massart et al., 2012; Krausz et al., 2015).  

 Existem basicamente três fatores genéticos mais comumente 

associados à infertilidade masculina: mutações no gene da fibrose cística 

(levando a agenesia dos vasos deferentes, e azoospermia); alterações 

cariotípicas (como a Síndrome de Klinefelter, e a disgenesia gonadal), e as 

microdeleções do cromossomo Y (geram falhas espermatogênicas, levando a 

oligozoospermia e até azoospermia (Kim et al., 1998).  

 A Síndrome de Klinefelter é a mais frequente, seguida das 

microdeleções do cromossomo Y. No entanto, além destas causas, cerca de 

40% das falhas testiculares primárias ainda permanecem sem etiologia definida 

(Krausz et al., 2014; Krausz & Casamonti, 2017).   

 

1.2 O Cromossomo Y 

 O cromossomo Y pertence ao grupo G de bandamento, é classificado 

como acrocêntrico, sendo o menor cromossomo humano (60 Mb). É 

responsável pela determinação sexual masculina e pela formação e 

manutenção das células germinativas. A maioria dos genes localizados no 

braço curto (p) estão ligados ao desenvolvimento testicular, e os do braço 

longo (q), à espermatogênese (Kamp et al., 2000; Quintana-Murci et al., 2001; 

Krausz & Degl’Innocenti, 2006). 
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 Em comparação aos cromossomos autossômicos, o cromossomo Y tem 

o menor número de genes, mas o maior número de sequências repetitivas 

(Rozen et al., 2003; Krausz & Casamonti, 2017). 

 Este cromossomo é composto pelas regiões pseudoautossômica (PAR), 

eucromática e heterocromática (Figura 2). As regiões pseudoautossômicas se 

localizam nas duas extremidades do cromossomo, e são denominadas PAR1 

(com tamanho de 2,6 Mb) e PAR2 (com 320 pb de tamanho). As PAR do 

cromossomo Y se recombinam durante a meiose pareando com o cromossomo 

X, por terem suas terminações homólogas (Rozen et al., 2003; Vogt, 2004b; 

Mangs & Morris, 2007; Galletto et al., 2008). Deleções na região PAR podem 

levar a falhas na divisão meiótica (Kamp et al., 2000). 

  A PAR1 está diretamente envolvida no pareamento dos cromossomos 

X e Y durante a meiose (Mangs & Morris, 2007; Kauppi et al., 2011), e a PAR2 

possui uma frequência muito menor de pareamento e recombinação do que a 

PAR1, não tendo tanta relevância na fertilidade (Mangs & Morris, 2007). 

 As regiões eucromáticas (Figura 2) totalizam aproximadamente 23 Mb; 

são as regiões de cromatina menos condensadas, onde se localizam os genes 

que serão transcritos (Li et al., 2008). Esta região é rica em sequências 

palindrômicas e duplicadas, o que protege a preservação da sua integridade 

estrutural (Kirsch et al., 2005).  

 A região heterocromática (Figura 2) é a região onde a cromatina acha-se 

mais condensada, classificada como geneticamente inerte, na qual 

normalmente os genes estão inativos, ou seja, não transcrevem proteína como 
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produto final ou podem estar metilados e também não haver transcrição (Kirsch 

et al., 2005; Li et al., 2008).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Diagrama do cromossomo Y 

Diagrama do cromossomo Y incluindo a representação das regiões 

Pseudoautossômicas (PAR) no braço curto (Yp) e longo (Yq) do cromossomo, a região SRY e 

as regiões AZF. Abaixo das sub-regiões AZF estão indicados os fenótipos histológicos 

testiculares.  

Adaptado de (Hernández-Vargas et al., 2016) 

 

 O cromossomo Y sempre foi estudado buscando respostas para a 

infertilidade, porém recentes estudos mostram sua influência na saúde do 

homem como um todo, evidenciando sua influência em respostas imunes e 

inflamatórias, ressaltando um aumento de risco na Hipertensão Arterial e 

Doenças Coronarianas (Maan et al., 2017).  
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1.2.1 Regiões AZF (Fator de Azoospermia) do Cromossomo Y 

 A nomenclatura AZF surgiu em meados de 1970, quando o 

cromossomo Y foi descrito por estudos citogenéticos realizados por Tiepolo e 

Zufardi (1976). Os pesquisadores identificaram em homens inférteis (com 

espermatogênese comprometida por análise do tecido testicular) deleções de 

novo (não herdadas, ausentes nos pais). Sugeriram haver um fator de 

azoospermia geneticamente funcional, que foi denominado de AZF, ou “fator de 

azoospermia” (AZF, do inglês Azoospermia Factor) (Li et al., 2008). 

 De acordo com as deleções encontradas nos pacientes inférteis, a 

região AZF foi subdivida em três regiões: AZFa, AZFb e AZFc, como ilustrado 

na Figura 2 (Esteves & Agarwal, 2011; Stahl & Schlegel, 2012). Estudos 

demonstraram haver também microdeleções em outra região, denominada 

AZFd (localizada entre AZFb e AZFc), que estaria ligada à oligozoospermia e 

anormalidades na morfologia dos espermatozoides de homens com concentração 

normal, porém sem genes candidatos. Esta região foi pouco estudada (Kent-

First et al., 1999; Poongothai et al., 2009; Esteves & Agarwal, 2011). 

 A conformação peculiar da região AZF é a presença de sequências 

homólogas repetitivas, e por esta razão estão predispostas a deleções e/ou 

duplicações devido a um mecanismo denominado Recombinação Homóloga 

Não-Alélica (NAHR, do inglês Nonallelic Homologous Recombination) (Krausz 

& Casamonti, 2017).   

 Deleções na região AZFa ocasionam depleção das células 

germinativas, sendo que nos túbulos seminíferos são apenas visualizadas 
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células de Sertoli. Estes casos são denominados de Síndrome de Células de 

Sertoli (SCO, do inglês Sertoli Cell Ony Syndrome), e não foram descritos 

episódios de sucesso de recuperação cirúrgica de espermatozoides (Foresta et 

al., 2001b; Ferrás et al., 2004).  

 Quando o locus AZFb está deletado, não são detectadas células pós-

meióticas nos túbulos seminíferos, embora a coorte de espermatogônias e 

espermatócitos esteja normal. Estas deleções resultam na interrupção da 

meiose I e o prognóstico clínico acreditava-se ser semelhante ao das deleções 

em AZFa (Bosch & Jobling, 2003; Ferrás et al., 2004; Krausz et al., 2014), 

porém recentemente foram descritos episódios de pacientes com deleções 

totais e parciais nesta região que eram oligozoospérmicos, além de 

recuperação cirúrgica de espermatozoides bem sucedida (Kleiman et al., 2011; 

Liu et al., 2017a; Stouffs et al., 2017; Zhang et al., 2017). Estes autores 

sugerem novos estudos nesta área, uma vez que era descrito a chance quase 

nula de se encontrar espermatozoides nestes pacientes.  

 A região AZFc é formada quase inteiramente por blocos de sequência 

repetitiva (denominados “amplicons”), que estão dispostos em estruturas 

palindrômicas, mostrando sequências quase idênticas (Kuroda-kawaguchi et 

al., 2001; Skaletsky et al., 2003). Esta conformação repetitiva leva a uma maior 

suscetibilidade a recombinações intracromossomais homólogas, que podem 

gerar deleções (Giachini et al., 2008). Sendo assim, AZFc é a região mais 

propensa a ocorrência de microdeleções, como comprovam estudos na 

população geral (Krausz et al., 2014; Bansal et al., 2016). Nesta região, as 

deleções podem levar à hipoespermatogênese em diferentes graus, gerando 
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um quadro evolutivo de azoospermia, porém existem chances de recuperação 

cirúrgica de espermatozoides em aproximadamente 70% dos casos (Esteves & 

Agarwal, 2011; Bunyan et al., 2012; Bansal et al., 2016). 

 Algumas deleções parciais dentro da região AZFc foram descritas 

recentemente. Rozen et al. (2012) evidenciou a presença de quatro delas 

(gr/gr, b2/b3, b1/b3, e b2/b4) em cinco populações, mostrando que estas são 

mais comuns nos homens com falha espermatogênica grave comparados aos 

controles, porém é importante ressaltar que quase todas elas estão presentes 

em homens férteis utilizados como controles nos estudos (Machev et al., 2004; 

Hucklenbroich et al., 2005), mostrando que estas deleções parciais por si só 

não são critérios de falha espermatogênica. 

 

1.2.2 Principais genes localizados no cromossomo Y 

 O cromossomo Y tem sido alvo de pesquisas devido ao seu pequeno 

tamanho, baixo número de genes e alta quantidade de sequências repetitivas 

(Jobling & Tyler-Smith, 2003; Krausz & Casamonti, 2017).  

 

1.2.2.1 Genes do braço curto do cromssomo Y (Yp) 

 No braço curto do cromossomo Y estão localizados genes de grande 

importância: SRY, ZFY e TSPY (Figura 3).  
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 SRY – O gene SRY (do inglês, Sex determining Region of Y) consiste 

de um único éxon e é específico do cromossomo Y. Codifica uma proteína que 

age na regulação da transcrição, acionando a diferenciação das células de 

Sertoli, sendo essencial para a formação dos testículos. Sua ausência faz com 

que as gônadas primordiais se diferenciem em ovários. Mutações neste gene 

podem levar a falhas no desenvolvimento testicular, propiciando afecções 

como a disgenesia gonadal completa ou parcial (Erdal & Barlas, 2000; Mello et 

al., 2005; Shojaei et al., 2017). 

 ZFY-  O gene ZFY (do inglês, Zinc Finger Protein,Y-Linked) foi o 

primeiro gene identificado no cromossomo Y humano (Page et al., 1987). É 

considerado um fator de transcrição porque codifica proteínas que possuem 

domínios dedo de zinco, que ativam a transcrição. Recentemente, estudos 

mostraram que este gene desempenha papel importante na espermatogênese, 

na divisão meiótica e na formação do espermatozoide (Nakasuji et al., 2017). 

Possui um homólogo no cromossomo X, o ZFX (Kido & Lau, 2015). 

 TSPY- O gene TSPY (do inglês, Testis-specific protein Y-linked) codifica 

proteínas que agem como supressoras de tumor, além de regularem o ciclo 

celular (Li et al., 2017). É um gene amplamente expresso nos estágios iniciais 

da tumorigênese no gonadoblastoma, e algumas variantes de TSPY estão 

associadas à espermatogênese (Delbridge et al., 2004; Krausz et al., 2010), 

embora um estudo recente refute esta hipótese (Yang et al., 2018).  
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1.2.2.2 Genes do braço longo (Yq) do cromossomo Y 

Os genes das regiões AZFa e AZFb, se deletados, levam à falha 

espermatogênica, sendo pois de extrema importância neste processo. Já se 

houver genes deletados em AZFc, as mutações não são tão graves. Acredita-

se, portanto, que as regiões AZFa e AZFb são responsáveis por iniciar o 

processo de espermatogênese, e a AZFc pela finalização e maturação (Krausz 

& Casamonti, 2017).  

 

1.2.2.2.1 Genes em AZFa 

Estruturalmente, a região AZFa é não-repetititva, e nela existem 

basicamente dois genes de maior importância: USP9Y e DDX3Y (Figura 3).  

 USP9Y- O gene USP9Y (do inglês, Ubiquitin specific peptidase 9, Y-

linked) codifica uma proteína regulatória que previne a degradação proteica 

removendo a marcação da ubiquitina em conjugados proteína-ubiquitina. A 

ubiquitina é uma proteína que regula outras proteínas, marcando-as quando 

estão mal-formadas para que sejam destruídas por um complexo chamado 

proteassoma. Em humanos, a deleção isolada deste gene, mesmo que total, 

está associada a diversos padrões fenotípicos (de azoospermia com 

hipoespermatogênese até normozoospermia), indicando seu papel 

predominante na sintonia mais fina, melhorando apenas a eficiência da 

espermatogênese (Sun et al., 1999; Krausz et al., 2006; Luddi et al., 2009; 

Krausz & Casamonti, 2017). 
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 DDX3Y- O gene DDX3Y (do inglês, Dead-box Y RNA helicase) 

anteriormente denominado DBY, é o maior gene da região, e codifica uma 

helicase (enzima que promove a abertura da hélice de DNA, separando-o em 

duas fitas simples) RNA dependente. Mutações neste gene resultam em 

redução do número de células germinativas e podem levar à SCO (Ditton et al., 

2004). Foresta e cols (2000), constataram que o gene DBY é o mais 

frequentemente deletado em homens com deleção na região AZFa, reforçando 

seu papel na espermatogênese.  

 Os genes USP9Y e DDX3Y possuem homólogos no cromossomo X 

(USP9X e DDX3X) (Ditton et al., 2004; Liu et al., 2017b). 

 

1.2.2.2.2 Genes em AZFb 

 Na região AZFb existem três genes de cópia única: EIF1AY, RPS4Y2 e 

KDM5D (Figura 3) (Krausz & Casamonti, 2017). 

 EIF1AY- O gene EIF1AY (do inglês, Eukaryotic Translation Initiation 

Factor 1A, Y-linked) pertence à família EIF-1A, e desempenha funções 

regulatórias para o início da transcrição. Esta família aumenta a dissociação 

ribossômica em sub-unidades e estabiliza a ligação do complexo 43S ao final 

do RNA durante a biossíntese proteica. Especificamente o gene EIF1AY 

codifica uma proteína essencial para iniciar a transcrição durante a 

espermatogênese (Kleiman et al., 2007). 
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 RPS4Y2 - O gene RPS4Y2 (do inglês, Ribossomal protein S4, Y-linked) 

codifica uma subunidade da proteína ribossomal que está envolvida no 

processo de ligação do RNAm ao ribossomo, tendo seu papel essencial na 

regulação pós-transcricional do processo espermatogênico. É expresso nos 

testículos e próstata, e é altamente expresso durante a espermatogênese. 

Possui uma cópia homóloga no cromssomo X (RPS4X) (Andrés et al., 2008; 

Lopes et al., 2010; Colaco & Modi, 2018). 

 KDM5D- O gene KDM5D (do inglês, Lysine (K) Specific Demethylase 

5D) possui vários nomes (JARID1D, HYA), e tem papel crucial na remodelação 

da cromatina nas células germinativas, e na condensação cromossômica 

durante a meiose. Ele forma um complexo proteico com o fator reparador de 

DNA “MSH5” durante a espermatogênese. No estágio de leptóteno/zigóteno da 

prófase meiótica, ocorre uma remodelação na cromatina das células 

germinativas masculinas, Este complexo estaria envolvido nesse processo 

(Akimoto et al., 2008; Krausz & Casamonti, 2017). Este gene também foi 

recentemente descrito como supressor de tumor em câncer de próstata (Li et 

al., 2016), e foi também relacionado à sensibilidade ao docetaxel, medicamento 

utilizado no tratamento do câncer de próstata (Redon et al., 2006; Komura et 

al., 2016).  

 RBMY1- O gene RBMY1 (do inglês, RNA-Binding Motif, Y-linked) é 

expresso em espermatócitos e espermatogônias (Vogt, 2004b), e é um dos mais 

relevantes da região AZFb, com várias cópias nesta região. A maioria das cópias 

são pseudogenes, embora seis delas sejam consideradas funcionais. O gene 

RBMY é expresso em células germinativas testiculares e adultas, e participa na 
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co-regulação do splicing alternativo de espermatócitos (Dreumont et al., 2010). O 

splicing é um processo que remove os introns e junta os exons após a transcrição 

do RNA, formando um RNAm maduro. Quando ocorrem escolhas alternativas de 

éxons ou íntrons retidos, pode haver a formação de proteínas diferentes como 

produto final, ou seja; um “Splicing Alternativo” (Park et al., 2018).  

  HSFY - O gene HSFY (do inglês, Heat Shock transcription factor, Y-

linked) produz (por splicing alternativo) dois transcritos diferentes que codificam 

duas proteínas (HSFY1 e HSFY2). Ele é expresso nos testículos e rins e não 

tem homólogos no cromossomo X. Autores afirmam que se não houver outros 

fatores de risco, a ausência da expressão deste gene por si só não prejudica a 

fertilidade masculina, no entanto, a sua perda pode influenciar a expressão 

fenotípica de variantes alélicas de alguns genes envolvidos na formação 

flagelar (Kichine et al., 2012; Colaco & Modi, 2018).   

 CDY - O gene CDY (do inglês, Chromodomain Protein Y-linked) tem 

duas cópias idênticas na região AZFc (CDY1A e CDY1B), e duas em AZFb 

(CDY2A e CDY2B) (Colaco & Modi, 2018). O gene CDY1 codifica uma proteína 

contendo um domínio catalítico que age na regulação da expressão gênica e 

remodelamento da cromatina. Esta proteína está localizada no núcleo das 

espermátides tardias, e se houver uma redução significativa na concentração 

da proteína total de CDY, pode interferir na transição de histona para protamina 

durante a espermiogênese (formação de espermatozoides maduros), o que 

pode contribuir para a falha deste processo (Lahn et al., 2002; Heydarian et al., 

2016). 
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1.2.2.2.3 Genes em AZFc 

A região AZFc possui basicamente dois genes de extrema importância: 

BPY2 e DAZ (Figura 3). 

 BPY2- O gene BPY2 (do inglês, Basic Protein Y-linked 2) apresenta três 

cópias (BPY2A, BPY2B e BPY2C), e é expresso apenas no testículo, 

codificando uma proteína que está envolvida na regulação do citoesqueleto das 

células germinativas. Duas de suas cópias estão localizadas perto da região de 

deleção parcial gr/gr (Colaco & Modi, 2018).  

 DAZ – A família de genes DAZ (do inglês, Deleted in Azoospermia) tem 

um papel ativo na regulação da espermatogênese, através da mediação de 

transporte, armazenamento e iniciação da tradução das proteínas (Navarro-

Costa et al., 2010). A alta incidência de deleções DAZ em homens inférteis fez 

com que esta família de genes fosse candidata a ser a principal em AZFc.  

 É uma família de genes altamente conservada ao longo da evolução 

(Fu et al., 2015), que codificam proteínas específicas do testículo, e estão 

ausentes em 10 a 15% dos homens cromossomicamente normais com 

azoospermia não-obstrutiva e oligozoospermia (Pina-Neto et al., 2006). 

Posteriormente foi descrito que esta região contém duplicações palindrômicas, 

divididas em dois clusteres de quatro genes, DAZ1, DAZ2, DAZ3 e DAZ4 

(Saxena et al., 2000; Vogt et al., 2003; Kim et al., 2009). As quatro cópias de 

DAZ estão expressas nas espermatogônias, e são responsáveis por codificar 

proteínas de ligação importantes na espermatogênese (Colaco & Modi, 2018). 
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Figura 3: Representação esquemática do cromossomo Y humano, indicando a 

localização de seus principais genes 
Fonte: (Kido & Lau, 2015) 
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1.3 Microdeleções do cromossomo Y 

 As microdeleções do cromossomo Y são a segunda causa genética mais 

freqüente de falha espermatogênica em homens inférteis após a síndrome de 

Klinefelter (Foresta et al., 2001b), e sua identificação é de grande importância 

para definir a etiologia de falhas na espermatogênese em pacientes com 

cariótipo normal (Pandey et al., 2010). 

 A infertilidade ligada ao cromossomo Y é clinicamente caracterizada por 

azoospermia ou oligozoospermia, sendo geralmente assintomática (Esteves & 

Agarwal, 2011), e estas características dependerão do tamanho do fragmento 

deletado e da quantidade de material genético perdido (Kim et al., 2012).  

 No processo evolutivo, a recombinação homóloga entre sequências de 

DNA repetitivas do braço longo do cromossomo Y durante a meiose paterna é 

responsável pelo aparecimento aleatório de novo destas microdeleções 

(Foresta et al., 2001a; Repping et al., 2002; Esteves & Agarwal 2011). 

 É importante ressaltar que com o advento das TRA, os homens que 

possuem estas microdeleções, dependendo da região deletada, puderam 

constituir sua prole, porém devido à transmissão vertical do cromossomo Y, 

todos os descendentes do sexo masculino poderão herdar estas microdeleções 

(Kamischke et al., 1999; Kühnert et al., 2004; Vogt, 2004b; Mateu et al., 2010). 

 Existem algumas linhas de investigação sobre a origem das 

microdeleções. Mamoulakis e colaboradores (2013) investigaram o DNA de 

180 meninos com criptorquidia por PCR, e não encontraram relação entre as 

microdeleções do cromossomo Y e a falha na descida do testículo para a bolsa 



Introdução                                                                                                                      20 
 

escrotal. Outra linha de investigação que vem sendo estudada é da associação 

entre microdeleções do Y e alterações nos cromossomos sexuais. As 

microdeleções do Y podem ser deletérias (pois levam à perda desse 

cromossomo na divisão celular), gerando um quadro de mosaicismo. A 

instabilidade cromossômica causada por essa alteração pode levar ao 

surgimento de uma linhagem celular 45,X (Siffroi et al., 2000). Patsalis e 

colaboradores (2005) realizaram um estudo incluindo 17 pacientes com 

linhagem celular 45,X e outra com cromossomo Y estruturalmente anômalo, 

encontrando alta frequência de deleções na região AZF mesmo em 

cromossomos normais por cariótipo, o que mostra que a instabilidade destes 

cromossomos na mitose pode ser decorrente das deleções.   

 Quando se avalia a qualidade dos embriões formados a partir de pais 

portadores da microdeleleção do Y, os resultados têm sido controversos. 

Alguns pesquisadores consideram que não há efeitos prejudiciais (Hopps et al., 

2003; Kihaile et al., 2004; Liu et al., 2017a); outros acreditam ser a fertilização e 

a qualidade embrionárias significativamente mais baixa, porém estes utilizaram 

espermatozoides do ejaculado (Van Golde et al., 2001). Outros grupos de 

pesquisadores encontraram reduções nas taxas de fertilização e gestação nos 

portadores de microdeleção do cromossomo Y quando utilizaram 

espermatozoides testiculares versus ejaculados, especulando que esta 

diferença possa estar relacionada a origem do espermatozoide, e não à 

presença das microdeleções do Y (Oates et al., 2002; Stouffs et al., 2005).  
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 Atualmente, há um estudo grandioso em andamento que avalia a 

ocorrência de aneuploidias em embriões cujos pais são portadores destas 

microdeleções (Hernández et al., 2018). 

 A prevalência de microdeleções no cromossomo Y na população geral é 

de 1 a cada 4000 homens (Krausz et al., 2014), mas entre os homens inférteis 

é ainda maior, variando entre 5 a 10% (Krausz et al., 2014; Yu et al., 2015).  

 Na Figura 4 estão representadas as frequências de microdeleções nas 

regiões AZF do cromossomo Y mundialmente, ressaltando que Suécia, 

Alemanha e Áustria são os países com menor incidência, sendo que no Brasil 

se mostra ao redor de 7,7% (Krausz et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Mapa da distribuição das frequências de deleções nas regiões AZF ao redor 
do mundo 
FONTE: (Krausz et al., 2014). 

 

 Na população brasileira, a prevalência pode variar de 5 a 10% (São 

Pedro et al., 2003; Pina-Neto et al., 2006; Krausz et al., 2014). 
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1.4 Métodos utilizados para a detecção de Microdeleções do Y 

 Por serem submicroscópicas, as microdeleções do cromossomo Y não 

são podem ser detectadas com cariótipo convencional (tamanho aproximado 

de 0,8 a 7,7 Mb), mas podem ser identificadas pelas técnicas de biologia 

molecular (Stahl & Schlegel 2012).  

 Quando iniciaram as análises para diagnósticos de microdeleções do 

cromossomo Y, os protocolos eram muito discrepantes uns dos outros, o que 

gerou muitos resultados falso positivos. Por esta razão, foi descrito o primeiro 

guia (Simoni et al., 2004), posteriormente atualizado (Krausz et al., 2014), que 

é recomendado para uso nos diagnósticos de rotina (Stouffs et al., 2017).   

 

1.4.1 Reação de Polimerização em Cadeia (PCR) 

A PCR é um método que permite que um fragmento específico de DNA 

seja amplificado milhares de vezes em algumas horas. Foi idealizada em 1983, 

por Kary Mullis e revolucionou as pesquisas em biologia molecular. A reação 

depende de uma enzima denominada Taq polimerase, termoestável, que foi 

extraída da bactéria Thermus aquaticus, e tem como característica sobreviver a 

diversas temperaturas. Esta reação permite a amplificação de qualquer 

sequência do DNA coletada de materiais biológicos diversos desde que se 

conheça a sequência-alvo. A partir daí, são necessários dois primers 

(iniciadores) que se hibridizam no início e no final da sequência alvo, e ao 

reconhecer o primer, a polimerase sintetiza uma cópia complementar ao 

fragmento de interesse (Saiki et al., 1988).  
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 Com o advento da PCR, foi possível mapear a extensão das 

microdeleções usando-se de sítios de sequências rotuladas (STS, do inglês 

Sequence Tagged Sites). Os STSs são sequências de DNA de 200 a 500 

pares de bases (pb) que têm ocorrência única e específica no genoma e sua 

localização e sequência são conhecidas (Olson et al., 1989). 

 Atualmente, a técnica de detecção padrão laboratorial de microdeleções 

do cromossomo Y é a STS-PCR (Simoni et al., 2004; Yu et al., 2015). No 

entanto, a investigação médica realizada rotineiramente não abrange todo o 

cromossomo, uma vez que uma avaliação mais detalhada requereria mais de 

120 STSs (Siffroi et al., 2000; Pandey et al., 2010). A análise básica descrita no 

guia inclui o uso dos marcadores sY84 e sY86 em AZFa, sY127 e sY134 em 

AZFb, e sY254 e sY255 em AZFc, juntamente com um STS na região do gene 

SRY e um marcador localizado no gene ZFX/ZFY como controle (Stouffs et al., 

2017). 

  

1.4.2 Amplificação de múltiplas sondas dependente de ligação 

(MLPA)  

 A técnica de MLPA (do inglês, Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification), descrita em 2002, permite a identificação de deleções e 

duplicações de sequências específicas. É considerada uma alternativa 

economicamente mais viável e mais rápida em comparação com outras 

técnicas moleculares. Permite a triagem genômica quantitativa de sequências 

específicas, baseada na hibridação e amplificação por PCR de 
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aproximadamente 45 regiões em uma única reação (Schouten et al., 2002).  

 A técnica de MLPA tem uma característica típica que é a amplificação 

das sondas que se ligaram ao DNA, e não das sequências genômicas. Para 

cada alvo, é utilizado um par de sondas específico, sendo que cada uma delas 

é formada por uma sequência complementar à região de interesse e outra de 

primer universal (Schouten et al., 2002). 

 Basicamente a técnica de MLPA avalia a variação no número de cópias 

(CNV, do inglês Copy Number Variation) dos genes localizados nos 

cromossomos.As CNVs são definidas como segmentos de DNA de tamanhos 

distintos (50 pb a 1kb) presentes em número variado de cópias no genoma. 

São geralmente herdadas (Sebat, 2007), e recentemente têm sido bastante 

estudadas devido a sua influência na expressão dos genes por disrupção e 

alteração da dosagem gênica. Em algumas vezes, por efeito de posição, 

podem predispor à ocorrência de alterações deletérias. Por isso, estão sendo 

bastante estudadas na busca das causas de diversas patologias (Castellani et 

al., 2014).   

 O estudo das CNVs é bastante desafiador na correlação de sua 

presença com o fenótipo dos pacientes. Para auxiliar nesta interpretação, 

foram criados diversos bancos de dados disponíveis para consulta, como o 

DGV (Database of Genomic Variants - http://dgv.tcag.ca/), que reúne 

informações sobre as CNVs sabidamente benignas; o DECIPHER (DatabasE 

of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl 

Resources – http://decipher.sanger.ac.uk/), e o Genome Browser (UCSC 

Genome Browser - http://genome.ucsc.edu). A pesquisa nestes bancos de 
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dados permite a classificação das CNVs em benignas, patogênicas ou de efeito 

desconhecido (VOUS, do inglês Variants Of Uncertain Significance).  

 A MLPA pode ser utilizada para a detecção de microdeleções no 

cromossomo Y atualmente apenas em pesquisa. Ela detecta além das 

deleções, as duplicações e rearranjos complexos (Saito et al., 2015). Porém 

até o momento os resultados de duplicações ainda são controversos (Lin et al., 

2007; Giachini et al., 2008), o que mostra a necessidade de mais estudos.  

 

1.4.3 Hibridação in situ Fluorescente (FISH) 

A técnica de FISH pode ser utilizada para detectar e localizar a 

presença ou ausência de determinadas sequências de DNA. Foi desenvolvida 

nos anos 1980, e consiste no emparelhamento de sondas locus-específicas 

(marcadas por fluorescência) com suas sequências complementares no 

genoma, o que permite a detecção de inúmeras síndromes causadas por 

deleções e microdeleções (Kurtovic-kozaric et al., 2016).  

É possível desenvolver sondas de regiões específicas da microdeleção 

para que esta técnica possa detectá-la, contudo tem custo elevado por 

requerer fluorescência e não é um bom método para a detecção de 

microdeleções do cromossomo Y. Ademais, seriam necessárias inúmeras 

sondas para englobar as áreas mais comuns de microdeleções, e também 

poderia gerar resultados incompletos, por não englobar todas as regiões 

(Pinkel et al., 1986). 
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Desta forma, analisamos pacientes com critérios para serem portadores 

de alguma microdeleção do cromossomo Y para investigar a prevalência desta 

patologia em nossa população utilizando duas técnicas (PCR e MLPA) 

procurando obter mais informações acerca do genoma destes pacientes, 

aprofundando assim seu diagnóstico.   
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2 Objetivos 

 

 

2.1 Geral 

 Avaliar a presença de microdeleções do cromossomo Y em 

pacientes inférteis (oligozoospérmicos e azoospérmicos) utilizando as 

técnicas de PCR e MLPA. 

 

2.2 Específicos 

 Avaliar a prevalência de microdeleções do cromossomo Y nos 

indivíduos do sexo masculino atendidos no Centro de Reprodução 

Humana Governador Mário Covas da Divisão de Clínica Ginecológica do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo (HCFMUSP); 

 Analisar os resultados obtidos pelas técnicas de PCR e MLPA; 

 Estimar a especificidade e sensibilidade dessas técnicas na 

investigação de microdeleções do cromossomo Y. 
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3 Métodos 

 

 

3.1 Casuística  

 Foram selecionados, para este estudo, 43 pacientes do sexo masculino 

inférteis com diagnóstico de azoospermia ou oligozoospermia; 40 homens férteis 

e uma mulher como controle.  

 Após a seleção, os indivíduos que aceitaram participar do estudo 

preencheram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (Anexos A e B). Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissão 

de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(HCFMUSP), sob o número de parecer 535.321 (Anexo C). 

 

 Critérios de Inclusão  

    Grupo de estudo: pacientes do sexo masculino, com idade de 

18 a 50 anos, atendidos no Centro de Reprodução Humana Governador 

Mario Covas da Divisão de Clínica Ginecológica do HCFMUSP com 

diagnóstico de infertilidade, que apresentavam azoospermia ou 

oligozoospermia, selecionados por análise seminal anterior. A análise seminal 

foi realizada segundo as recomendações e critérios da OMS (WHO, 2010). Se 
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o líquido seminal não apresentasse espermatozoides, a amostra era 

centrifugada a 1600 rpm por 10 minutos, e o sedimento era reexaminado. 

 

    Grupo Controle: pacientes do sexo masculino, com idade de 25 

a 55 anos, que já tenham prole constituída, com desejo de esterilização 

voluntária, atendidos no Ambulatório de Vasectomia da Divisão de Urologia 

do HCFMUSP; 

    Controle Feminino: uma mulher com cariótipo normal, utilizada 

para controle negativo, para garantir o correto desempenho das técnicas 

aplicadas. 

 Este estudo tem caráter transversal, compreendendo pacientes que 

foram atendidos no período de dezembro de 2014 a dezembro de 2017, e os 

43 pacientes e 41 controles (40 homens e 1 mulher) foram avaliados pelas 

técnicas de PCR e MLPA na pesquisa de microdeleções do cromossomo Y.  

 

3.2 Cálculo do Tamanho Amostral 

 O cálculo do tamanho amostral foi realizado utilizando o software GPower 

3.1 (Faul et al., 2009). O nível de significância adotado foi de 0,05; o poder 

estatístico foi de 90% e o tamanho do efeito foi calculado com base em dados da 

literatura que identificaram a prevalência de microdeleções do Y em homens 

inférteis variando de 5,0 a 7,5%. De acordo com os parâmetros fornecidos, foi 
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possível obter o gráfico (Figura 5), que mostra o tamanho amostral em função do 

poder estatístico. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 5: Tamanho amostral em função do poder estatístico do teste 

 

 Para a circunstância da prevalência de microdeleções em homens 

inférteis (aproximadamente 5%) e na população em geral (estimado em 1%, 

apenas para permitir comparação) que corresponde a um tamanho de efeito (w) 

de 0,402015, foi possível observar que para um poder de 90%, seriam 

necessários no mínimo 76 indivíduos no total, sendo distribuídos igualmente 

entre os grupos (38 casos e 38 controles). 
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3.3 Coleta de sangue periférico 

 Foram coletados de cada indivíduo participante do estudo 5 mL de 

sangue periférico em tubo contendo o anticoagulante ácido etilenodiaminotetra-

acético (EDTA), para a extração de DNA genômico 

 

3.3.1 Extração de DNA 

 A extração do DNA genômico foi realizada por kit comercial (QIAamp DNA 

Blood Mini Kit – Qiagen®), seguindo a metodologia descrita pelo fabricante. Em 

um tubo cônico foram adicionados a Protease e o sangue periférico total. Após 

homogeneização, foi adicionado o Buffer AL e o tubo incubado a 70°C. A seguir 

foi adicionado o Etanol Absoluto (Merck®), e a solução foi transferida para a 

coluna de extração e centrifugada. Ao término, a coluna foi removida, o filtrado 

descartado e a coluna recolocada no tubo. O Buffer AW1 foi adicionado e o tubo 

centrifugado. A seguir, o Buffer AW2 foi adicionado, e o tubo novamente 

centrifugado. A coluna foi retirada do tubo, colocadada em novo tubo estéril, e o 

Buffer AE pipetado na membrana da coluna. A amostra foi incubada em 

termperatura ambiente, para posterior centrifugação. Ao final, a solução foi 

transferida para microtubo e a análise da qualidade e pureza determinada pela 

absorbância lida por espectrofotômetro Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher®). A 

concentração final do DNA foi ajustada para 100 ng/µL e a pureza do DNA foi 

confirmada pelas razões A260nm/A280nm e A260nm/A230nm, considerando-se 

aceitáveis valores de 1.8 e 2.0-2.2; respectivamente. 
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3.4 STS-PCR  

 A pesquisa das microdeleções nas regiões AZFa, AZFb e AZFc foi 

realizada por PCR utilizando os STSs mais comumente deletados (Tabela 3), 

descritos como padrão (Simoni et al., 2004). Os marcadores SRY e ZFY de Yp 

foram utilizados como controles positivos internos da reação. Para cada reação 

de PCR foi utilizado, como controle positivo, um homem fértil e como controle 

negativo uma mulher. 

 

3.4.1 Protocolo de STS-PCR 

 As amplificações foram obtidas em condições padrões para PCR Master 

Mix (Promega Corp ®), seguindo as instruções do fabricante. Para cada região 

alvo de cada paciente foi confeccionado um microtubo contendo Master Mix, 

água ultrapura (Nuclease Free Water, Promega®), o primer específico e o DNA.  

 As condições de PCR foram: desnaturação inicial a 94°C (5 minutos), 

seguidos de 28 ciclos de desnaturação a 94°C (1 minuto), anelamento dos 

primers à temperatura específica para cada um (Tabela 3) (1 minuto), e extensão 

a 72°C (1 minuto). A extensão final foi a 72°C (5 minutos) (Simoni et al., 2004).  
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Tabela 3: STSs utilizados para a análise molecular do cromossomo Y 

STSs/ 
Locus 

Posição 

Cromossômica 
Região Primers 

Amplicon 
(pb) 

Temp. 
Anelamento 
dos primers 

sY84  
DYS273 

Yq11.21 

AZFa 

AGA AGG GTC TGA AAG CAG GT 
GCC TAC TAC CTG GAG GCT TC 

326 
 

58°C 

sY86 
DYS148 

Yq11.21 
GTG ACA CAC AGA CTA TGC TTC 
ACA CAC AGA GGG ACA ACC CT 

320 
 

58°C 

sY127 
DYS218 

Yq11.223 

AZFb 

GGC TCA CAA ACG AAA AGA AA 
CTG CAG GCA GTA ATA AGG GA 

274 
 

57°C 

sY134 
DYS224 

Yq11.223 
GTC TGC CTC ACC ATA AAA CG 
ACC ACT GCC AAA ACT TTC AA 

301 
 

57°C 

sY254 
DAZ 

Yq11.223 

AZFc 

GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA 
GAA CCG TAT CTA CCA AAG CAG C 

380 
 

56°C 

sY255 
DAZ 

Yq11.223 
GTT ACA GGA TTC GGC GTG AT 
CTC GTC ATG TGC AGC CAC 

126 
 

56°C 

ZFY Yp11.31 Yp 
ACC ACT GTA CTG ACT GTG ATT ACA C 
GCA CTT CTT TGG TAT CTG AGA AAG T 

495 
 

55°C 

sY14 
SRY 

Yp11.31 Yp 
GAA TAT TCC CGC TCT CCG GA  
GCT GGT GCT CCA TTC TTG AG 

472 
 

55°C 

STS: sequence tagged site (marcadores monomórficos moleculares específicos); pb: pares de bases.  
Adaptado de (Simoni et al., 2004; Krausz et al., 2014).  
 

 

 Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

a 2,0% corado com corante intercalante de DNA, o Gel Red® (Biotium, CA, 

EUA), a aproximadamente 100V. Para análise dos resultados foi utilizado o 

sistema de fotodocumentação com captura ultra-violeta (UV) MiniBis 20 Pro 

(DNS Bio-Imaging Systems Ltd., Israel). 

 A presença das bandas correspondentes às sub-regiões analisadas indica 

que os pacientes não apresentam deleção (Figura 6). A ausência destas bandas 

indica a ocorrência de microdeleções nestas áreas (Figura 7 e Figura 8).  
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose a 2% das regiões do cromossomo Y 
analisadas de um paciente sem microdeleção 
Legendas: A- Padrão de peso molecular de 100 pb; B- Região SY84 (326pb) presente; C- 
Região SY86 (320 pb) presente; D-Região SY127 (274 pb) presente; E- Região SY134 (301 pb) 
presente; F- Região SY254 (380 pb) presente; G- Região SY255 (126 pb) presente; H- Região 
SRY (472 pb) presente; I-Região ZFY (495 pb) presente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 2% de um paciente com 
microdeleção nas regiões SY84 e SY86  
Legendas: A- Padrão de peso molecular de 100 pb; B- Região SY84 (326pb) ausente; C- 
Região SY86 (320 pb) ausente; D-Região SY127 (274 pb) presente; E- Região SY134 (301 pb) 
presente; F- Região SY254 (380 pb) presente; G- Região SY255 (126 pb) presente; H- Região 
SRY (472 pb) presente; I-Região ZFY (495 pb) presente. 
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose a 2% de um paciente com 
microdeleção nas regiões SY127, SY 134, SY 254 e SY255  
Legendas: A- Padrão de peso molecular de 100 pb; B- Região SY84 (326pb) presente; C- 
Região SY86 (320 pb) presente; D-Região SY127 (274 pb) ausente; E- Região SY134 (301 pb) 
ausente; F- Região SY254 (380 pb) ausente; G- Região SY255 (126 pb) ausente; H- Região 
SRY (472 pb) presente; I-Região ZFY (495 pb) presente. 
 

 

 

3.5 Reações de MLPA  

 A técnica de MLPA analisa o número de cópias de até 45 sequências 

genômicas em um único experimento, detectando deleções e duplicações em 

vários genes (Schouten et al., 2002). Ela é realizada basicamente em quatro 

etapas: 1) Denaturação do DNA e das sondas de MLPA e hibridação de ambos; 2) 

Reação de Ligação entre as duas partes da sonda; 3) Reação de PCR; 4) 

Separação dos produtos amplificados por eletroforese capilar. Em seguida é 

realizada a análise dos dados por software específico (Figura 9).  

A MLPA tem uma característica diferencial que é a amplificação das sondas 

que se ligaram ao DNA, e não das sequências genômicas. Estas sondas são 

compostas por duas partes, sendo a primeira “curta” (composta por nucleotídeos 

sintéticos) e a segunda “longa” (derivada de um bacteriófago M13). Cada sonda 
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curta tem uma sequência alvo específica de 21 a 30 nucleotídeos (nt) na 

extremidade 3´ e uma sequência comum de 19 nt idêntica ao primer na 

extremidade 5´(Figura 10). 

 As sondas longas tem um tamanho de 80 a 420 nt no total, e são 

compostas por uma sequência alvo específica (25 a 43 nt) no final 5´, uma 

sequência complementar ao primer não marcado comum para todas as sondas 

longas (36 nt), e entre estas duas, uma sequência Stuffer de tamanho variado (19-

370 nt), que por esta diferença de tamanho, permite-nos diferenciar uma sonda de 

outra (Figura 10) (Schouten et al., 2002; Sørensen et al., 2008). 

 Estas sondas hibridam em locais adjacentes no DNA e são unidas entre si 

por uma enzima denominada ligase, formando uma molécula única (que será 

amplificada por PCR). Uma vez que esta molécula única possui 2 sequências de 

primer universal em suas extremidades, a reação de amplificação das sondas 

ocorre simultaneamente e a quantidade relativa destas moléculas corresponde ao 

número de cópias das sequências de interesse dentro da amostra (Schouten et al., 

2002; Vorstman et al., 2006; Sørensen et al., 2008). 
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Figura 9: Representação esquemática da técnica de MLPA 
Etapa 1-Denaturação e Hibridização; Etapa 2- Ligação; Etapa 3- PCR com primer X e Y 
universais; Etapa 4- Análise dos fragmentos gerados.  
Adaptado de (Schouten et al., 2002). 

 

Figura 10: Representação esquemática da constituição das sondas de MLPA 
Sequências específicas para hibridação (azul), Primers universais (preto), Sequência 
Stuffer (verde).  
Nota: a sequência Stuffer e os primers não se ligam ao DNA. 
Modificado de www.mlpa.com  
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 Para que seja possível diferenciar uma sonda de outra em um mesmo 

experimento, cada uma delas possui uma sequência (Stuffer) de tamanho único, 

e sendo assim, cada produto amplificado (amplicon) terá um tamanho diferente, 

variando entre 130 a 480 pb. Ao término da reação, estes produtos de 

amplificação serão separados por eletroforese capilar (Schouten et al., 2002).  

  Foi utilizado o kit comercial P360 versão B1 (SALSA MLPA probemix 

P360- Y Chromosome Microdeletions, MRC Holland MLPA®) nas reações, que 

possibilitou a detecção de microdeleções no cromossomo Y (Tabela 4). Este kit 

avalia 16 sondas para a região AZFa, 15 sondas para AZFb e 12 sondas para 

AZFc (com produtos de amplificação variando de 130 a 507 nt), sendo que com 

a técnica de STS-PCR avaliamos duas regiões para AZFa, duas regiões para 

AZFb e duas regiões para AZFc. 

 As reações também continham nove fragmentos de controle, gerando 

produtos menores de 120 nt, sendo que quatro fragmentos controlam quantidade 

de DNA (Q-fragments, que somente são visíveis quando a amostra tiver menos 

que 100 ng de DNA; de tamanhos 64, 70, 76 e 82 nt); três fragmentos que 

avaliam a denaturação do DNA (D-fragments, sinais abaixo de 88 ou 96 nt 

indicam denaturação incompleta); além de um fragmento específico de X (de 

100 nt) e um de Y (105 nt). Além destes fragmentos de controle de reação, havia 

ainda mais 12 sondas controle, localizadas em cromossomos autossômicos 

distintos (Tabela 5). 
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Tabela 4: Sondas de MLPA (kit P360-B1, MRC-Holland) e STSs utilizados na 
PCR, em relação à sua posição cromossômica, no HG18 
 

Região  
Sonda 
MLPA 

Genes / STS  
Código da 

Sonda MLPA 
Posição 

Cromossômica 
Início* Final* 

Tamanho 
Fragmento 
MLPA (nt) 

(NCBI36.1/hg18) 

Yp 

 SRY (PCR)  Yp11.31 2 715 096 2 715 586 _ 

1 SRY 01023-L28750 Yp11.31 2 715 484 2 715 561 279 

 ZFY (PCR)  Yp11.31 2 907 453 2 907 948 _ 

AZFa 

2 RPS24P1 20393-L28553 Yq11.21 12 836 971 12 837 051 315 

3 RPS24P1 15239-L18627 Yq11.21 12 865 189 12 865 256 227 

4 ARSEP 11818-L28545 Yq11.21 12 992 866 12 992 931 250 

 SY86 (PCR) _ Yq11.21 13 117 483 13 117 972 _ 

5 USP9Y 15244-L28758 Yq11.21 13 138 483 13 138 546 372 

6 USP9Y 11826-L28756 Yq11.21 13 276 711 13 276 793 336 

 SY84 (PCR) _ Yq11.21 13 299 419 13 299 764 _ 

7 USP9Y 11821-L12616 Yq11.21 13 407 569 13 407 644 256 

8 DDX3Y 11816-L12611 Yq11.21 13 536 308 13 536 387 234 

9 DDX3Y 13061-L28753 Yq11.21 13 538 364 13 538 442 308 

10 UTY 11828-L19232 Yq11.221 13 869 448 13 869 523 350 

11 UTY 20392-L28932 Yq11.221 13 924 163 13 924 248 328 

12 UTY 11812-L13342 Yq11.221 14 225 643 14 225 712 215 

13 BPY1 15243-L28903 Yq11.221 14 384 639 14 384 715 342 

14 VCY1B 15238-L17485 Yq11.221 14 546 054 14 546 132 184 

15 VCY1B 11852-L18631 Yq11.221 14 699 793 14 699 865 405 

16 VCY1B 20394-L18629 Yq11.221 14 858 748 14 858 817 356 

17 NLGN4Y 11853-L12650 Yq11.221 15 068 284 15 068 356 463 

AZFb 

18 CDY2B 15236-L17486 Yq11.221 18 076 016 18 076 088 160 

19 CDY2A 20673-L18625 Yq11.222 18 573 809 18 573 884 220 

20 CDY2A 15245-L28543 Yq11.222 18 573 938 18 574 020 240 

21 CDY2B 11759-L28751 Yq11.221 19 067 387 19 067 457 291 

22 HSFY1 15247-L18630 Yq11.222 19 164 461 19 164 536 400 

23 HSFY1 12740-L18632 Yq11.222 19 248 882 19 248 954 436 

24 HSFY1 11772-L12555 Yq11.222 19 269 977 19 270 049 411 

25 KDM5D 11754-L28544 Yq11.222 19 953 712 19 953 798 245 

26 KDM5D 11776-L12559 Yq11.222 20 541 592 20 541 670 445 

27 KDM5D 11747-L12530 Yq11.223 20 619 533 20 619 614 208 

28 KDM5D 20390-L28749 Yq11.223 20 639 107 20 639 189 274 

 SY127 (PCR) _ Yq11.223 20 979 747 20 980 130 _ 

29 EIF1AY 15249-L28507 Yq11.223 21 054 536 21 054 616 499 

30 EIF1AY 11734-L12517 Yq11.223 21 078 671 21 078 740 136 
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 SY134 (PCR) _ Yq11.223 21 965 335 21 965 794 _ 

31 RBMY1J 11774-L28902 Yq11.223 22 834 819 22 834 897 427 

32 RBMY1J 11757-L28748 Yq11.223 22 841 239 22 841 324 263 

AZFc 

33 BPY2 11773-L12556 Yq11.223 23 282 390 23 282 468 418 

34 BPY2 11739-L13811 Yq11.223 23 282 929 23 283 010 166 

35 BPY2 11740-L14251 Yq11.223 23 284 612 23 284 693 178 

36 BPY2 15248-L17487 Yq11.223 23 327 257 23 327 332 486 

37 BPY2 11768-L28759 Yq11.223 23 376 453 23 376 527 378 

 SY254 (PCR) _ Yq11.223 23 725 581 23 725 960 _ 

38 DAZ2 12738-L14632 Yq11.223 23 931 535 23 931 595 284 

39 DAZ2 11761-L28752 Yq11.223 24 029 522 24 029 604 301 

40 DAZ2 11758-L28912 Yq11.223 24 271 548 24 271 629 267 

41 CDY1B 15246-L28757 Yq11.223 24 467 621 24 467 702 364 

 SY255 (PCR) _ Yq11.223 25 408 831 25 408 954 _ 

42 PPP1R12BP 12733-L14796 Yq11.23 26 891 166 26 891 229 142 

43 RBMY2DP 15241-L12617 Yq11.23 26 979 534 26 979 606 391 

*: distância (em nucleotídeos) do telômero do braço curto do cromossomo Y até o início da sonda ou 

região SY. 

 Nota: As regiões analisadas por PCR são justapostas às analisadas por MLPA. 
 
 
 
 

Tabela 5: Sondas Controle localizadas em outros cromossomos para 
confirmação da reação do kit P360-B1 (MRC-Holland) 
 

Sondas  
Controle 

Posição 
Cromossômica 

Gene Início* Final* Tamanho 
Fragmento NCBI36.1/hg18 

44 1p34.3 GJB3 35 019 690 35 019 746 154 

45 4p13 ATP8A1 42 278439 42 278 509 130 

46 5q22.1 WDR36 110 491 072 110 491 144 196 

47 6p25.1 NRN1 5 947 638 5 947 698 190 

48 8q24.13 HAS2 122 696 279 122 696 342 454 

49 9q34.13 SETX 134 143 375 134 143 438 172 

50 10p14 UPF2 12 018 627 12 018 695 471 

51 11p13 LMO2 33 870 246 33 870 309 382 

52 13q12.11 ZMYM2 19 499 384 19 499 449 148 

53 14q11.2 RPGRIP1 20 872 602 20 872 681 507 

54 16q13 SLC12A3 55 459 531 55 459 592 202 

55 21q22.13 KCNJ6 38 210 496 38 210 560 295 

*: distância (em nucleotídeos) do telômero do braço curto do cromossomo até o início da sonda. 
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3.5.1 Protocolo de MLPA 

 As reações de MLPA foram realizadas de acordo com as 

recomendações do fabricante (MRC-Holland®), com a colaboração do 

Laboratório de Citogenômica do HCFMUSP. 

 Para a fase de denaturação e hibridação, os DNAs genômicos foram 

adicionados a microtubos, que foram posicionados no termociclador 

Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf®) para denaturar o DNA a 98°C. A 

seguir houve um resfriamento (a 25°C), e durante este período, foi 

confeccionada uma combinação contendo, para cada amostra, o tampão 

(SALSA MLPA Buffer), a probemix (específica do kit P360) e a água ultrapura 

(Nuclease-Free Water, Qiagen®). Com o termociclador ajustado para 25°C, foi 

adicionado 1 µL da mistura por tubo e incubado (1 minuto a 95°C e 3 horas a 

60°C) para a hibridação.  

 Após a hibridação das sondas de MLPA ao DNA, foi realizada a ligação 

entre as duas metades das sondas. Para esta fase, foi preparada uma misutra 

contendo, por tubo, o Ligase Buffer A, o Ligase Buffer B, a água ultrapura 

(Nuclease-Free Water, Qiagen®), e a SALSA Ligase-65. Em cada amostra no 

termociclador (à temperatura de 54°C) foram adicionados 8 µL da mistura 

descrita. As amostras foram incubadas a 54°C por 15 minutos, 98°C por 5 

minutos e mantidas a 20°C.  

 Na terceira etapa, os reagentes para a reação de PCR foram 

adicionados para que a amplificação dos fragmentos unidos pela ligase 

ocorresse. Para isto, foi preparada uma mistura contendo o SALSA PCR Primer 
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Mix, a água ultrapura (Nuclease-Free Water, Qiagen®) e a enzima SALSA 

Polymerase e para cada tubo foram distribuídos 5 µL. Os tubos foram 

acondicionados em termociclador sob as seguintes condições: 35 ciclos de 98°C 

por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos de 

extensão final a 72°C por 20 minutos. Os produtos amplificados foram 

armazenados em freezer -20°C até a preparação das placas para eletroforose 

capilar.  

 Para o preparo das placas, foi feita a diluição de 1µL de produto 

amplificado para 9µL de água ultrapura. Desta diluição, foi adicionado em cada 

poço da placa MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied 

Biosystems®) 1 µL, juntamente com 9 µL de formamida (HiDi® Formamide, 

Applied Biosystems®) e 0,075 µL de GeneScan® 600 LIZ® dye Size Standard 

v2.0 (Applied Biosystems®). 

 Antes da leitura dos fragmentos no sequenciador, os produtos 

amplificados foram denaturados a 98°C por 5 minutos e em seguida colocados 

em gelo para manter as fitas separadas.  

 A leitura das amostras foi feita por sequenciador automático ABI 3500 

Genetic Analyzer contendo 8 capilares (Applied Byosistems®) da Rede de 

Equipamentos Multiusuários do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da USP (nos laboratórios do InCor e Genômica Pediátrica LIM 36/FMUSP), de 

acordo com os parâmetros específicos para MLPA (Tabela 6), e os dados 

gerados (arquivos com extensão “.fsa”) foram analisados por software 

específico.  
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Tabela 6: Parâmetros de corrida necessários para analisar fragmentos no 
equipamento de eletroforese capilar ABI 3500 
 

Parâmetros – ABI 3500 

Temperatura do Equipamento 60°C 

Tempo de corrida 2700 segundos 

Voltagem da corrida 15 kV 

Tempo de pré-corrida 180 segundos 

Voltagem da pré-corrida 15 kV 

Tempo de injeção 15 segundos 

Voltagem de injeção 1,6 kV 

 

 

3.5.2 Análise dos resultados de MLPA 

 Por ser uma técnica semi-quantitativa que permite detectar alterações no 

número de cópias de uma dada região genômica em relação aos controles, 

todas as reações de MLPA tiveram como controle amostras de homens férteis 

(saudáveis), além de uma amostra “branca” (tubo contendo água ultra-pura ao 

invés de amostra de DNA), para verificar a possível presença de contaminantes 

na reação. Na amostra “branca”, apenas devem aparecer os fragmentos Q, pois 

os quatro fragmentos Q não precisam da reação de ligação para ser amplificado, 

e já apresentam ambas as sequências dos primers em sua molécula.  

 A análise dos resultados de MLPA foi realizada utilizando o software 

GeneMarker® v.2.2.0 (Softgenetics, PA - www.softgenetics.com), com o painel 

contendo os perfis das posições esperadas de cada fragmento do kit P360, 

disponibilizado pela empresa MRC-Holland (www.mlpa.com). Posteriormente, a 

análise foi confirmada utilizando o software gratuito específico para reações de 

MLPA, Coffalyser.Net (www.mlpa.com), disponível pela mesma empresa.  

 Para que a análise fosse possível, foram feitas normalizações 

comparativas nas amostras avaliadas em uma mesma corrida: intra-amostra 
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(normalização por sondas controle internas), na qual foi feita a comparação dos 

picos das sondas de interesse com os picos das sondas de referência (que 

detectam sequências que tenham o número normal de cópias esperado em 

todas as amostras); e inter-amostra (normalização de população), no qual o 

padrão de pico da amostra de interesse é comparado à média do padrão de pico 

das amostras controle normal incluídas na corrida. Sendo assim, detectamos 

sinais alterados que possam indicar deleção ou duplicação nas sequências de 

interesse (http://www.mlpa.com).  

 A análise foi realizada comparando a altura do pico de cada produto 

amplificado, refletindo o número de cópias relativo a cada sequência. Foram 

considerados resultados anormais se o pico relativo foi menor de 0,75 (deleção) 

ou maior de 1,25 (duplicação), e normais quando o pico foi igual a 1 (número de 

cópias dissômico). O resultado final da análise gerou um gráfico e uma tabela de 

número de cópias genômicas para o grupo de sondas utilizado no kit (Figura 11). 
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Figura 11: Exemplo de resultado de MLPA 

Kit P360 versão B1 analisado pelo software GeneMarker mostrando deleção de 

sondas do cromossomo Y. 

 

 Os resultados alterados foram avaliados em reações independentes e 

comparados aos bancos de dados DGV, DECIPHER e Genome Browser para a 

identificação de quais CNVs eram benignas e quais eram patogênicas.  

 

3.6 Cultura de Linfócitos de Sangue Periférico 

 A cultura de linfócitos foi realizada em apenas um paciente (M43), de 

acordo com a técnica descrita por Moorhead et al. (1960), para a confirmação do 
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cariótipo e análise de FISH, com a colaboração do Laboratório de Citogenômica 

do HCFMUSP.  

3.6.1 Protocolo de cultura de Linfócitos 

 O sangue total foi semeado em tubo cônico estéril contendo o meio de 

cultivo PB-MAX® Karyotyping Medium (Gibco®). O cultivo foi realizado em 

incubadora de CO2 a 5% e temperatura de 37°C por 72 horas. Em seguida, foi 

adicionada a colchicina (KaryoMAX COLCEMID®) à cultura e incubada por 1 

hora a 37°C. Posteriormente, o material cultivado foi centrifugado.  

 O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido com 

solução hipotônica (KCl 0,075 M), e o frasco de cultura foi incubado novamente 

a 37°C por 15 minutos. Passado este período, foi adicionada a solução fixadora 

gelada (-20°C) constituída de metanol (Merck®) e ácido acético glacial (Merck®) 

na proporção 3:1 para interromper a hipotonização. A cultura com a solução 

fixadora foi homogeneizada e centrifugada e, em seguida, o sobrenadante foi 

desprezado. Ao pellet, foi adicionada a solução fixadora gelada.  

 Este processo de fixação foi repetido 3 vezes, e com o material obtido 

(células em solução fixadora) foram preparadas as lâminas para a realização 

das técnicas de FISH e cariótipo. 

 As lâminas foram previamente higienizadas com sabão Extran® da 

Merck®, que é um detergente não residual, e dispostas inclinadas em um 

suporte no banho Maria a 90°C. O material de cultivo, já fixado, foi 

ressuspendido e gotejado na lâmina a uma distância de aproximadamente 90 
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cm. Após a secagem, as lâminas foram visualizadas sob microscopia com 

contraste de fase para assegurar a qualidade das culturas e crescimento celular. 

 

3.7 FISH 

 A técnica de FISH permite avaliar sequências específicas de DNA em 

cromossomos metafásicos ou em núcleos interfásicos após o cultivo de linfócitos 

em sangue periférico. Para isto, as sondas DNA são marcadas com 

fluorescência e hibridadas para detectar presença, número e localização de 

pequenas regiões dos cromossomos (Kurtovic-kozaric et al., 2016).  

 Basicamente, o DNA e a sonda são denaturados por temperatura 

elevada, e com uma temperatura adequada (ao redor de 37°C), se as 

sequências forem complementares, ocorrerá a hibridação entre a sonda e o DNA 

alvo. Sob microscopia de fluorescência com os filtros adequados, podemos 

observar a sequência marcada (Pinkel et al., 1986). 

 Neste estudo foram utilizadas as sondas comerciais “LPE XYc-

Chromosome X α-satellite (DXZ1) e Chromosome Y α-satellite (DYZ3) dual 

labelled” (Cytocell®), que marca a região de centrômero do cromossomo X em 

verde, e do Y (centrômero e heterocromatina) em vermelho.   

3.7.1 Protocolo de FISH 

 A lâmina previamente preparada com o material do paciente M43 foi 

tratada com 2x SSC, pH=7,0 por 2 minutos a temperatura ambiente, e então 
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desidratada em lavagens seriadas com etanol (Merck®) a 70%, 85% e 100% por 

2 minutos a cada graduação, e seca em temperatura ambiente. 

 Ao término, a sonda específica foi depositada sobre a lâmina, e esta 

recoberta com lamínula. Após, a lâmina foi colocada sobre placa aquecida a 

75°C e o material denaturado por 3 minutos. 

 Com o DNA do paciente e a sonda denaturados, a lâmina foi vedada com 

plástico filme de parafina (Parafilm M.®) e armazenada em câmara úmida ao 

abrigo de luz por 18 horas a 37°C para permitir a hibridação. No dia posterior, o 

filme plástico e a lamínula foram removidos e a lâmina lavada em solução de 

0,4x SSC, pH=7,0 por 2 minutos a 72°C, e em seguida 2x SSC/0,05% Tween-20 

(Sigma-Aldrich®) por 30 segundos a temperatura ambiente. 

 A lâmina foi inclinada para secagem e em seguida foi aplicado o 

contracorante DAPI antifade (4,6-diamidino-2-fenilindol) e então a lâmina pôde 

ser recoberta com lamínula e observada sob microscópio de epifluorescência 

Axio Imager.A2 (Carl Zeiss AG®). Foram analisadas 50 células em metáfase e 

100 em interfase, e a fotodocumentação foi realizada pelo sistema de captura de 

imagens Isis v5.4.7 (MetaSystems GmbH). 
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4 Resultados 

 

 

 Grupo de Estudo: Foram selecionados 43 indivíduos do sexo 

masculino com azoospermia ou oligozoospermia confirmadas por análise 

seminal anterior. A idade dos homens variou de 18 a 50 anos, com média de 

34,7 (desvio padrão, DP=6,3 e mediana=34). Quanto à etnia, 28 homens eram 

brancos (65,2%), 10 mulatos (23,2%), 3 negros (7%) e 2 amarelos (4,6%) 

(Tabela 7). 

 Dos 43 pacientes do grupo de homens inférteis, 29 eram 

oligozoospérmicos (67,5%) e 14 azoospérmicos (32,5%) (Figura 12). 

 

 Grupo Controle: Foram selecionados 40 homens férteis, com prole 

constituída.. A idade dos homens variou de 25 a 55 anos, com média de 39 

(DP=7,5 e mediana=37). Em sua etnia, o grupo continha 25 homens brancos 

(62,5%), 12 mulatos (30%) e 3 negros (7,5%) (Tabela 8).  

 Além disso, foi selecionada uma mulher fértil, com 40 anos, que foi 

caracterizada como controle negativo das reações, pela ausência de 

cromossomo Y.   
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Comparação entre os grupos:  

  Os homens do grupo de estudo eram significantemente mais jovens do 

que os do grupo controle (p=0,0055). Não houve diferença significante quando 

comparadas a etnias entre os grupos (p=0,5) (Teste t de Student). 

 As técnicas de STS-PCR e MLPA foram aplicadas nos 43 pacientes e 

nos 41 controles, e os resultados finais das reações estão apresentados nos 

Anexos D e E.  

 É importante ressaltar que, como mostrado na Tabela 4, as regiões 

analisadas por PCR e MLPA não são exatamente iguais, e sim justapostas. 

Considerando a distância entre o telômero do braço curto do cromossomo Y e 

as sondas ou regiões sY, nota-se que elas estão lado a lado, e não 

sobrepostas.  

 

4.1 Resultados de STS-PCR 

 Foram detectadas microdeleções em sete pacientes do grupo de 

estudo (16,3%), subclassificados entre um em AZFa (14,2%); três em AZFc 

(42,9%) e três em AZFb e AZFc simultaneamente (42,9%) (Tabela 7). Em 

relação aos controles, não foi encontrada nenhuma microdeleção (Tabela 8). 

 Quando subdividimos os pacientes em azoospermia e oligozoospermia, 

encontramos microdeleções em cinco dos 14 pacientes azoospérmicos (35,7%) 

e em dois dos 29 pacientes oligozoospérmicos (6,9%) (Figura 12). 
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Figura 12: Representação esquemática dos resultados encontrados de 

Microdeleções do Cromossomo Y pela técnica de STS-PCR 

 

 Os indivíduos M3, M18 e M20 apresentaram microdeleções nas regiões 

SY254 e SY255 de AZFc; os pacientes M5, M23 e M29 possuem microdeleções 

nas regiões SY127, SY134, SY254 e SY255, indicando microdeleções 

simultaneamente nas regiões AZFb e AZFc; e o indivíduo M22 possui deletadas 

as regiões SY84 e SY86, indicando microdeleções na região AZFa.  

43 pacientes 
inférteis 

14 Azoospérmicos  5 Deleções 

1 AZFa 

3 AZFbc 

1 AZFc 

29 
Oligozoospérmicos  

2 Deleções  2 AZFc 
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Tabela 7: Resultados das STS-PCRs e características dos pacientes inférteis 

Código 
Análise 
Seminal 

Idade Etnia SY84 SY86 SY127 SY134 SY254 SY255 SRY ZFY 

M1 O 40 B + + + + + + + + 

M2 A 37 B + + + + + + + + 

M3 O 38 M + + + + - - + + 

M4 O 27 M + + + + + + + + 

M5 A 38 B + + - - - - + + 

M6 O 33 B + + + + + + + + 

M7 O 30 B + + + + + + + + 

M8 O 26 B + + + + + + + + 

M9 O 40 B + + + + + + + + 

M10 O 27 B + + + + + + + + 

M11 O 29 M + + + + + + + + 

M12 O 45 Am + + + + + + + + 

M13 O 30 B + + + + + + + + 

M14 A 18 B + + + + + + + + 

M15 A 34 M + + + + + + + + 

M16 O 40 B + + + + + + + + 

M17 O 47 M + + + + + + + + 

M18 O 32 M + + + + - - + + 

M19 O 31 N + + + + + + + + 

M20 A 50 N + + + + - - + + 

M21 O 32 N + + + + + + + + 

M22 A 40 Am - - + + + + + + 

M23 A 25 B + + - - - - + + 

M24 O 41 M + + + + + + + + 

M25 A 32 B + + + + + + + + 

M26 O 33 B + + + + + + + + 

M27 O 39 B + + + + + + + + 

M28 O 37 B + + + + + + + + 

M29 A 37 B + + - - - - + + 

M30 O 28 M + + + + + + + + 

M31 O 35 B + + + + + + + + 

M32 O 40 B + + + + + + + + 

M33 O 35 M + + + + + + + + 

M34 O 32 B + + + + + + + + 

M35 A 35 B + + + + + + + + 

M36 A 34 B + + + + + + + + 

M37 A 33 B + + + + + + + + 

M38 O 37 B + + + + + + + + 

M39 O 34 B + + + + + + + + 

M40 A 40 B + + + + + + + + 

M41 O 29 B + + + + + + + + 

M42 A 29 B + + + + + + + + 

M43 O 44 M + + + + + + + + 

Legendas:  

O: Oligozoospérmicos; A: Azoospérmicos; B: brancos; M: mulatos, Am: amarelo. 

+: região presente (não há microdeleção) 

-: região ausente (microdeleção presente). 
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Tabela 8: Resultados das STS-PCRs e características dos controles 

 

Código 
Análise 
Seminal 

Idade Etnia SY84 SY86 SY127 SY134 SY254 SY255 SRY ZFY 

C1 N 33 B + + + + + + + + 

C2 N 45 N + + + + + + + + 

C3 N 37 M + + + + + + + + 

C4 N 25 B + + + + + + + + 

C5 N 37 B + + + + + + + + 

C6 N 36 B + + + + + + + + 

C7 N 42 M + + + + + + + + 

C8 N 35 M + + + + + + + + 

C9 N 50 B + + + + + + + + 

C10 N 48 B + + + + + + + + 

C11 N 52 M + + + + + + + + 

C12 N 32 B + + + + + + + + 

C13 N 47 M + + + + + + + + 

C14 N 35 B + + + + + + + + 

C15 N 41 B + + + + + + + + 

C16 N 42 B + + + + + + + + 

C17 N 49 B + + + + + + + + 

C18 N 37 N + + + + + + + + 

C19 N 33 M + + + + + + + + 

C20 N 49 B + + + + + + + + 

C21 N 43 M + + + + + + + + 

C22 N 36 B + + + + + + + + 

C23 N 34 M + + + + + + + + 

C24 N 49 M + + + + + + + + 

C25 N 45 B + + + + + + + + 

C26 N 46 B + + + + + + + + 

C27 N 27 B + + + + + + + + 

C28 N 31 N + + + + + + + + 

C29 N 39 B + + + + + + + + 

C30 N 35 M + + + + + + + + 

C31 N 55 B + + + + + + + + 

C32 N 29 B + + + + + + + + 

C33 N 34 B + + + + + + + + 

C34 N 41 M + + + + + + + + 

C35 N 34 B + + + + + + + + 

C36 N 40 M + + + + + + + + 

C37 N 30 B + + + + + + + + 

C38 N 47 M + + + + + + + + 

C39 N 30 B + + + + + + + + 

C40 N 33 B + + + + + + + + 

CF - 40 B - - - - - - - + 

Legendas:  

N: Normozoospérmicos; CF: Controle Feminino; B: branco; M: mulato.  

+: região presente (não há microdeleção) 

- : região ausente (microdeleção presente). 
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4.2 Resultados de MLPA  

 Os pacientes e controles foram analisados por MLPA para investigar o 

número de cópias dos genes de interesse (Tabela 9 e Tabela 10). 

 Todos os pacientes que possuíam microdeleções diagnosticadas por 

STS-PCR também apresentaram microdeleções por MLPA. Além destes, 

encontramos deleções em mais dois pacientes, contabilizando nove deleções 

(21%). Além das deleções, encontramos cinco duplicações nos pacientes 

(11,6%) (Figura 13).  

 
 
 
Figura 13: Representação esquemática dos resultados encontrados de microdeleções 
do cromossomo Y pela técnica de MLPA 

 

  

43 pacientes 
inférteis 

14 Azoospérmicos  

5  

Deleções 

1 AZFa 

3 AZFbc 

1 AZFc  

+ sonda 21 de AZFb 

3 

 Duplicações 

1 AZFbc 

1 AZFa 

1 cromossomo X 

29 Oligozoospérmicos  

4 

 Deleções 

1 AZFc  

2 AZFc  

+ sonda 21 de AZFb 

1 AZFabc  

(mosaico) 

2  

Duplicações 

1 AZFc  

 + sonda 21 de AZFb 

1 AZFc 
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Tabela 9 : Resultados da MLPA do grupo de estudo, evidenciando deleções (em 
vermelho e laranja) e duplicações (em azul e verde) 
 

Paciente 

Resultados (CNV) - Sondas 

Genes envolvidos Normal 
(x2) 

Deleção 
(x0) 

Deleção 
(x1) 

Dupli-
cação 
(x4) 

Duplica-
ção(x3) 

M1 X      

M2 X      

M3  
33-37,  
40, 41 

20, 21,  
38, 39 

  
BPY2, DAZ2, CD1YB, CDY2A, 
DAZ2 

M4 X      

M5  22-37 
19-21,  
38-41 

  
HSFY1, KDM5D, EIF1AY. 
RBMY1J, BPY2, CDY2A, 
CDY2B, CDY1B, DAZ2 

M6 X      

M7     36-41 BPY2, DAZ2, CDY1B 

M8 X      

M9 X      

M10 X      

M11 X      

M12 X      

M13 X      

M14     21, 37-41 CDY2A, BPY2, DAZ2, CDY1B 

M15 X      

M16 X      

M17  33-35 
21, 36, 37, 

40, 41 
  

BPY2, CDY2A, BPY2, DAZ2, 
CDY1B 

M18  
33-37,  
40-41 

21, 38, 39   
BPY2, DAZ2, CDY1B, CDY2A, 
DAZ2 

M19 X      

M20  
33-37,  
40, 41 

21, 38, 39   
BPY2, DAZ2, CDY1B, CDY2A, 
DAZ2 

M21 X      

M22  4-9    ARSEP, USP9Y, DDX3Y 

M23  22-37 
19-21, 
 38-41 

  
HSFY1, KDM5D, EIF1AY, 
RBMY1J, BPY2, CDY2A, 
CDY2B, DAZ2, CDY1B 

M24 X      

M25 X      

M26 X      

M27 X      

M28     21,36-41 CDY2A, BPY2, DAZ2, CDY1B 

M29  22-42 21, 43  1-18 

SRY, RPS24P1, ARSEP, USP9Y, 
DDX3Y, UTY, BPY1, VCY1B, 
NGLN4Y, CDY2B,  HSFY1, 
KDM5D, EIF1AY, RBMY1J, BPY2, 
DAZ2, CDY1B, PPP1R12BP, 
CDY2A, RBMY2DP 

M30 X      

M31 X      

M32 X      

M33 X      

M34 X      

M35 X      

M36 X      

M37     
X (Sonda 
Controle) 

47, XXY: Sindrome de 
Klinefelter 

M38 X      

M39 X      

M40 X      

M41 X      

M42 X      

M43   01-43   Sugestivo de Mosaico  
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Tabela 10: Resultados da MLPA do grupo controle, evidenciando deleções (em 
vermelho e laranja) e duplicações (em azul e verde) 

 

Paciente 

Resultados (CNV) - Sondas 

Genes envolvidos Normal 
(x2) 

Deleção 
(x0) 

Deleção 
(x1) 

Dupli-
cação 
(x4) 

Duplica-
çãol (x3) 

C1 X      

C2 X      

C3 X      

C4 X      

C5 X      

C6 X      

C7 X      

C8 X      

C10 X      

C11 X      

C12 X      

C13 X      

C14 X      

C15 X      

C16 X      

C17 X      

C18 X      

C19 X      

C20 X      

C21 X      

C22 X      

C23 X      

C24 X      

C25 X      

C26 X      

C27     36-40 BPY2, DAZ2 

C28 X      

C29    4, 5  ARSEP, USP9Y 

C30 X      

C31 X      

C32 X      

C33 X      

C34 X      

C35 X      

C36 X      

C37 X      

C38 X      

C39 X      

C40 X      

CF X 1-43    
Mulher (46, XX): 
 ausência de Y 

 
 

  



Resultados                                                                                                                                  57 

 Foram encontradas deleções nos pacientes M3, M5, M17, M18, M20, 

M22, M23, M29 e M43; e duplicações nos pacientes M7, M14, M28, M29, M37 

(Tabela 9) e também em dois dos controles (C27 e C29) (Tabela 10).  

 Os pacientes M5, M23 e M29 apresentaram deleção nas regiões 

AZFbc; o M22 em AZFa e M17, M18 e M20 em AZFc (com mais uma sonda de 

AZFb deletada) (Figura 14). 

 Em relação às cinco duplicações, encontramos três pacientes (M7, 

M14 e M28) com a mesma duplicação em AZFc (envolvendo as sondas 36 a 

41), um paciente (M37, Figura 15) com a sonda controle do cromossomo X 

duplicada (evidenciando a presença da Síndrome de Klinefelter, que se 

confirmou por cariótipo), e um paciente (M29) com a duplicação de uma sonda 

do braço curto, além de 17 sondas da região AZFa. 

 Nos controles, as regiões duplicadas eram AZFc (C27) e AZFa (C29). 

  No paciente M43, foi encontrada apenas uma cópia de todas as 43 

sondas correspondentes a fragmentos de genes ao longo do cromossomo Y 

(Figura 17). Com este resultado, conjecturamos a presença de um possível 

mosaicismo.  

 Para confirmar nossa hipótese, recorremos às técnicas de cariotipagem 

por bandamento G e FISH para este paciente.   
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Figura 14: Representação esquemática do cromossomo Y* contemplando as sondas 

de MLPA  
Nota-se em itálico, as sondas correspondentes aos genes e sua localização cromossômica, em 
vermelho a região AZFa, em azul a AZFb, em verde a AZFc e em preto o SRY. Como controle, 
representação esquemática de homens que tenham o cromossomo Y íntegro; e abaixo, os 
pacientes portadores de deleção e duplicação  
*Baseado no Genome Browser (https://genome.ucsc.edu) 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Análise dos dados de MLPA do paciente M37, indicando a presença 
de uma cópia a mais do cromossomo controle X, evidenciando Síndrome de 
Klinefelter 
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4.2.1 Resultado de Cariótipo  

 Por bandamento G, foram analisadas 100 metáfases, que mostrou o 

resultado: 46,X,r(Y)[61]/45,X[39] evidenciando um mosaicismo.  

 

Figura 16: Resultado do cariótipo por bandamento G do paciente M43 
À esquerda, a linhagem 45,X e à direita a linhagem 46,Xr(Y) 

 

4.2.2 Resultado de FISH 

 Para a técnica de FISH, utilizamos sondas para os centrômeros de X e 

Y, LPE 0XYc alpha satéllite (Cytocell®). Foram analisadas metáfases e 

intérfases, confirmando o mosaicismo e revelando quatro linhagens diferentes: 

ishX(DXZ1x1,DYZ3x0)[283]/X(DXZ1x1),Y(DYZ3x1)[212]/X(DXZ1x2),Y(DYZ3x0)[2]/X(DXZ1x2),Y(DYZ3x1)[2] 

 

 



Resultados                                                                                                                                  60 

 

Figura 17: Imagem dos dados obtidos por MLPA do paciente M43, após 
normatização, sugerindo a presença de mosaicismo para o cromossomo Y 
  
 

 

Figura 18: Resultado de FISH do paciente M43, evidenciando o mosaicismo  

 Sinais em vermelho indicam o cromossomo Y, e em verde o cromossomo X.  

ishX(DXZ1x1,DYZ3x0)[283]/X(DXZ1x1),Y(DYZ3x1)[212]/X(DXZ1x2),Y(DYZ3x0)[2]/X(DXZ1x2),Y(DYZ3x1)[2]  
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4.3  Análise Estatística:  

 

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software padrão 

SPSS (SPSS for the Social Science, v. 14 para Windows). O nível de 

significância adotado foi de 5% (p< 0,05).  

  O risco relativo (RR) e intervalo de confiança (IC) foram calculados.

  Dos pacientes azoospérmicos, um apresentou deleção em AZFa 

(7,1%), três em AZFbc (21,4%) e um em AZFc (7,1%). Dos oligozoospérmicos, 

dois apresentaram deleção em AZFc (6,9%), e nenhum em AZFa ou b. Sendo 

assim, o risco relativo de um paciente azoospérmico apresentar deleção em 

AZFc comparado a um oligozoospérmico pela técnica de PCR é de RR=4,14 

(IC95%: 0,86–19,9), porém não significante, por conter o número 1 no intervalo 

de confiança. Já pela técnica de MLPA, o risco da presença de deleções em 

AZFc de um paciente azoospérmico é RR=2,76 (IC95%: 0,7 – 10,7) vezes o 

mesmo risco em pacientes oligozoospérmicos, porém não significante.  

 Quando comparamos os resultados obtidos por PCR entre as raças 

dos pacientes, não obtivemos significância (3,11, p=0,37). O mesmo ocorreu 

com a MLPA (5,2; p=0,15) (Teste exato de Fischer). 

 Considerando que todos estes pacientes são candidatos a 

microdissecção testicular para busca de espermatozoides com a finalidade de 

utilizá-los em Reprodução Assistida, com o resultado da análise de 

microdeleção do cromossomo Y, tanto por PCR como por MLPA (ambas as 

técnicas geraram o mesmo número), apenas quatro pacientes (9,3%) não 
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teriam um bom prognóstico na recuperação de espermatozoides 

cirurgicamente, por conta de terem diagnosticadas deleções em AZFa ou 

AZFb. 
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5 Discussão 

 

 

A integridade do cromossomo Y é fundamental para que a 

espermatogênese, a diferenciação e a determinação sexuais dos homens 

ocorram de forma adequada. Com o advento de novas técnicas moleculares e 

citogenômicas, as anormalidades do cromossomo Y vem sendo identificadas 

com mais acurácia, diminuindo assim as alterações patogênicas 

subdiagnosticadas e melhorando a relação genótipo-fenótipo clínico desses 

pacientes (Patsalis et al., 2005; Krausz & Casamonti, 2017). 

Considera-se que o estudo das microdeleções do cromossomo Y seja 

extremamente relevante para a compreensão dos mecanismos envolvidos na 

espermatogênese, uma vez que os indivíduos portadores dessas alterações 

apresentam alta variabilidade do seu fenótipo clínico, desde 

hipoespermatogênese até azoospermia (Pandey et al., 2010). 

 Sabe-se que em gestações após ICSI, originadas de homens inférteis 

por microdeleção do Y, os descendentes do sexo masculino terão a mesma 

deleção de seu pai, devido à transmissão patrilinear do cromossomo Y (Saut et 

al., 2000; Esteves & Agarwal, 2011). Por este motivo, é indispensável a 

realização do aconselhamento genético para essas famílias. 

  Até recentemente era consenso na literatura, o fato de que homens 

com deleções completas de AZFa, AZFb e AZFbc eram azoospérmicos, e sem 

chance de se obter espermatozoides cirurgicamente (Hopps et al., 2003; Choi 
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et al., 2004). Porém, desde 2010, foram descritos casos em que portadores de 

deleções parciais e até totais em AZFb e AZFbc possuíam espermatozoides no 

ejaculado e exemplos onde foi possível recuperá-los cirurgicamente (Kleiman 

et al., 2011; Liu et al., 2017a; Stouffs et al., 2017; Zhang et al., 2017), 

evidenciando claramente a complexidade da associação dessas regiões à 

infertilidade masculina. 

 Kleiman e colaboradores (2011) demonstraram que foram encontrados 

espermatozoides em 7% dos pacientes com deleção total em AZFb e AZFbc e 

57% dos pacientes com deleção parcial nas mesmas regiões. Propuseram 

então uma reavaliação na predição da presença de espermatozoides em 

homens com estas deleções.  

 Os estudos publicados até o momento apontam haver variação muito 

grande na incidência de microdeleções do cromossomo Y dependendo da 

população estudada de 1 a 55% (van der Ven et al., 1997; Foresta et al., 1998; 

Quintana-Murci et al., 2001; Krausz et al., 2003). Esta variação pode ser devida 

à escolha dos marcadores STS, pois quanto maior a disponibilidade de 

marcadores para análise, maior a chance de se encontrar microdeleções 

(Martinez et al., 2000). No entanto, outros autores sugerem que fatores 

ambientais e epigenéticos podem estar intimamente ligados a estas variações 

(Krausz et al., 2003). 

  Em nosso estudo, encontramos sete deleções por STS-PCR (16,2%) e 

nove deleções por MLPA (21%), mostrando que a técnica de MLPA, por gerar 

mais dados, pode ser mais acurada para este diagnóstico.  
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 Nossos achados corroboram os dados da literatura, associados aos 

resultados de maior número de regiões deletadas em AZF por MLPA, quando 

comparados aos achados pela técnica de  PCR (Jiang et al., 2012), mesmo em 

uma população distinta.  

 Na população brasileira, foram realizados estudos que detectaram 6,7% 

de microdeleções na cidade de São Paulo (São Pedro et al., 2003) e 7,5% na 

região sudeste (Pina-Neto et al., 2006).  

 Nossos dados revelaram uma incidência maior do que as da literatura, 

de microdeleções nas regiões AZF, possivelmente porque o local em que estes 

pacientes foram recrutados concentra maior numero de pacientes inférteis, 

uma vez que estão buscando assistência médica para descobrirem as causas 

de infertilidade e assim conseguirem realizar o sonho de estabelecer gestação. 

 Quando subdividimos os pacientes pelo fenótipo clínico, encontramos 

microdeleção de Y em 35,7% de pacientes azoospérmicos e 13,8% de 

oligozoospérmicos, estando de acordo com a enorme variação de porcentagem 

descrita na literatura (10% a 33,4% nos azoospérmicos e 0 a 66% nos 

oligozoospérmicos) (Raicu et al., 2003; Galletto et al., 2008; Yu et al., 2015). 

 A alta incidência de microdeleções em AZF pode ser explicada por ser 

esta uma região rodeada por heterocromatina, que é caracteristicamente uma 

região com muito DNA repetitivo, o que favorece a recombinação com 

mutações durante a meiose paterna (Ferrás et al., 2004; Bunyan et al., 2012). 

 No geral, as microdeleções no cromossomo Y ocorrem de novo, ou 

seja, não são herdadas (Esteves & Agarwal, 2011). Raramente em uma família 
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a mesma deleção pode causar infertilidade em um só homem. Assim, é 

possível que homens férteis com deleção em alguma porção das regiões AZF 

possam ter gerado filhos inférteis (Saut et al., 2000).  

  Atualmente, a técnica padrão de detecção laboratorial de 

microdeleções do cromossomo Y é a STS-PCR (Yu et al., 2015), porém, este 

método em sua investigação clínica inicial está restrita às regiões mais 

comuns, sendo que as regiões que mais raramente deletadas no geral não são 

analisadas, e dessa forma alguns pacientes permanecem subdiagnosticados. 

 Nesse trabalho, utilizando a técnica de MLPA, conseguimos 

diagnosticar deleções em mais dois pacientes (4,7% a mais) além daqueles 

detectados por PCR. Também foi possível encontrar outros tipos de alterações 

genéticas, como duplicações, Síndrome de Klinefelter (47,XXY) e a presença 

de um mosaicismo importante de deleção do cromossomo Y. Esses resultados 

não seriam possíveis de se obter utilizando somente a técnica de STS-PCR, 

pois ela avalia apenas a presença ou ausência do DNA, e não apresenta a 

mesma acurácia diagnóstica que a MLPA. 

 Além desses resultados relevantes, também foi possível detectar 

duplicações: três pacientes apresentaram a mesma duplicação em AZFc 

(envolvendo as sondas 36 a 41, referentes aos genes BPY2, DAZ e CDY1B), 

um paciente apresentou a sonda controle do cromossomo X duplicada 

(Síndrome de Klinefelter), e outro paciente apresentou duplicação de uma 

sonda do braço curto, além das 17 sondas da região AZFa). 

 Os rearranjos complexos (incluindo deleções, duplicações e suas 
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combinações) na região AZFc que interferem na espermatogênese são 

controversos e podem variar entre as populações (Navarro-Costa et al., 2010).  

 Foram publicados estudos que mostram que as duplicações também 

aumentam o risco de infertilidade (Lin et al., 2007), e estão de acordo com 

nossos dados, com as mesmas regiões duplicadas: CDY1, que age no 

processo de maturação do espermatozoide (na transição de histona para 

protamina), BPY2, que modela o citoesqueleto de células germinativas, e DAZ, 

que codifica proteínas de ligação que regulam a espermatogênese. 

Provavelmente estes genes citados são sensíveis à dosagem, ou seja, se suas 

expressões forem aumentadas, podem interferir no processo de 

espermatogênese.  

 Lu et al. (2014) avaliaram o grau de comprometimento espermatogênico 

dos genes de múltiplas cópias de AZFc pela dosagem gênica de oito famílias 

desta região. Encontraram que apenas as CNV de DAZ e BPY2 foram 

associadas à falha espermatogênica, as mesmas CNVs que achamos 

duplicadas em três pacientes.  

 Nem sempre as duplicações têm efeitos prejudiciais. Recentemente foi 

relatado que duplicações secundárias a deleções em AZFc parciais podiam 

restaurar a concentração de espermatozoides móveis ao valor normal 

(Noordam et al., 2011). Sendo assim, podemos dizer que as duplicações 

encontradas nos dois homens do grupo controle podem ter sido balanceadas 

por outras alterações subdiagnosticadas, sem causar efeito deletério e 

prejudicial.  
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 É importante ressaltar que a técnica de MLPA também possui 

limitações. Se houver alguma mutação ou polimorfismo na sequência 

detectada por uma sonda, pode ocasionar redução na altura relativa do pico, 

mesmo se esta mutação não estiver localizada exatamente no sítio de ligação.  

A intensidade do sinal da sonda pode ser alterada também devido às 

características do DNA utilizado, incluindo o método de extração, a solução de 

eluição, o grau de degradação da amostra e a presença de possíveis 

contaminantes (resíduos de reagentes, proteínas, RNAs, sais, etc.) (Schouten 

et al., 2002; Kozlowski et al., 2008).  

 Wu e colaboradores (2011) descreveram um polimorfismo de 

nucleotídeo único (SNP) dentro da região sY84 em AZFa do cromossomo Y 

(rs72609647). Este SNP era responsável pela troca de um nucleotídeo T por G 

na quinta base da região 5´ do final do primer reverso de SY84, fazendo com 

que a PCR não hibridizasse nesta região e gerasse um resultado falso positivo, 

mostrando que a técnica tem suas limitações de uso. Isto ocorreu em 9,8% dos 

pacientes estudados, e, provavelmente, se esta análise tivesse sido realizada 

por MLPA, por ter mais regiões próximas a esta englobadas pelo kit, as 

limitações seriam menores e perceptíveis por profissionais capacitados. 

 A técnica de MLPA não detecta o mosaicismo propriamente, mas um 

profissional capacitado consegue inferir sua presença na maioria das vezes.  

  O mosaicismo é definido pela presença de duas ou mais linhagens 

celulares em um mesmo indivíduo, e é causado essencialmente por falhas nas 

primeiras divisões mitóticas do embrião. Estas alterações não são herdadas e 
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na maioria das vezes sua causa é desconhecida (Johansen et al., 2012; 

Martinerie et al., 2012). 

 O cariótipo mosaico 45,X/46,XY apresenta ampla variedade de 

fenótipos, desde mulheres com Síndrome de Turner até homens 

fenotipicamente normais, além de diversos graus de genitália ambígua (Cools 

et al., 2011), dependendo da porcentagem de células das duas linhagens. Em 

nosso estudo, o paciente é um homem fenotipicamente normal, e o 

aparecimento dessas duas linhagens cromossômicas provavelmente ocorreu 

devido à não-disjunção do cromossomo Y durante a anáfase mitótica. Neste 

paciente do estudo (M43), o mosaicismo não foi detectado por PCR, pela 

característica da técnica, e por MLPA pudemos constatar uma anormalidade no 

resultado, sugerindo que se tratava de mosaicismo, para posterior confirmação 

por cariótipo.  

 Com o cariótipo em bandamento G, pudemos perceber que além da 

linhagem 45,X, este paciente tem o cromossomo Y em anel (45,X/46,X(r)Y).  

 De acordo com o ISCN (International System for Human Cytogenetic 

Nomenclature) (Shaffer et al., 2013), um cromossomo em anel (ring) é 

designado pela letra r, como no paciente descrito, 46, X(r)Y. 

 O cromossomo em anel, em geral, é resultante da quebra das 

extremidades do cromossomo e a subsequente fusão das pontas quebradas. 

Estas estruturas são perdidas muito facilmente nas divisões celulares devido a 

trocas entre as cromátides irmãs que originam um único anel dicêntrico ou a 

dois anéis interligados durante a divisão. As características fenotípicas deste 
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indivíduo dependerão da extensão dos fragmentos perdidos (Hsu, 1994; 

Martinerie et al., 2012).  

 No caso do paciente englobado em nosso estudo, com cariótipo 

45,X/46,X(r)Y, é imprescindível que seja feito o aconselhamento genético pré-

gestacional, pois a chance de gerar prole com alterações devido à formação de 

gametas alterados é grande.   

 Outro paciente que não teve alteração detectada por PCR foi o M37, 

portador da Sindrome de Klinefelter (47,XXY), padrão este que também foi 

confirmado por cariótipo uma vez que a MLPA detectou a presença de um 

cromossomo X adicional, mostrando novamente a eficácia da técnica.  

 No caso do paciente com deleção de AZFbc e também duplicação do 

braço curto e AZFa simultâneos (M29), por PCR pudemos apenas detectar a 

deleção AZFbc. Esta conformação mostra similaridade com o caso descrito por 

Roovere et al. (Roovere et al., 2007), que apresenta um paciente azoospérmico 

com duplicação da região Yp11 (que inclui o gene SRY), e com deleção parcial 

em Yq11 (incluindo as regiões AZFbc). Para esta detecção, os pesquisadores 

utilizaram as técnicas de bandamento G, FISH e PCR. Em nosso paciente, a 

deleção de AZFbc é praticamente total, o que possivelmente gerou maior 

gravidade no fenótipo clínico azoospérmico.    

 Mesmo com todos estes dados genômicos gerados pelas mais atuais e 

diferentes técnicas citogenômicas, ainda é difícil estabelecer correlações entre 

as microdeleções em AZF e os diferentes fenótipos espermatogênicos. Sabe-
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se que esta região sofre plasticidade genômica e também devemos considerar 

a presença de várias deleções polimórficas em homens férteis (Vogt, 2004a). 

 No momento, caminhamos para a aplicação do diagnóstico genômico 

personalizado, com decisões médicas, práticas, intervenções e produtos 

adaptados ao paciente com base em sua resposta individual prevista ou seu 

risco para uma doença, que pode ser determinado pela sua constituição 

genética, possibilidade recente que apareceu devido ao avanço das técnicas 

moleculares e citogenômicas (Saunders et al., 2012; Farnaes et al., 2018; Lee 

et al., 2018).  

 Sendo assim, é de extrema relevância que sejam realizados mais 

estudos para melhor compreender os rearranjos complexos do cromossomo Y, 

com suas deleções, duplicações e translocações, para que os pacientes 

possam ser cada vez mais individualizados e tenham terapêutica mais efetiva.  
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6 Conclusões 

 

1. Foram encontradas, pela técnica de PCR, microdeleções no 

cromossomo Y de sete pacientes e, por MLPA, nove deleções 

(duas além das mesmas encontradas por PCR);  

2. Pela técnica de MLPA foram detectadas cinco duplicações e outras 

alterações cromossômicas não diagnosticadas por PCR; 

3. Esses resultados mostram que a MLPA é uma técnica mais 

sensível que a técnica de PCR para detectar microdeleções do 

cromossomo Y.   
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7 Anexos 

Anexo A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para PACIENTES 
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para CONTROLES 
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Anexo C: Parecer do Comitê de Ética Institucional 
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Anexo D: Resultados finais das reações de PCR (em azul) e MLPA (numeradas) dos pacientes do grupo de estudo 
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Anexo E: Resultados finais das reações de PCR (em azul) e MLPA (numeradas) dos pacientes do grupo controle 
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