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Resumo

Franchim CS. Deteccdo de microdele¢cbes do cromossomo Y em pacientes inférteis,
comparando os resultados obtidos pelas técnicas de PCR e MLPA [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo: 2018.

INTRODUCAO: O cromossomo Y contém genes primordiais para o desenvolvimento
testicular e a espermatogénese. Sua conformacgdo repetitiva predispde a ocorréncia de
delecbes e duplicagdes, que tem impacto clinico. As microdele¢cdes nas regibes AZF
afetam loci responsaveis pela espermatogénese e sdo uma das causas mais frequentes de
azoospermia e oligozoospermia. Seu diagndstico tem valor preditivo para 0 sucesso ha
recuperacao cirargica de espermatozoides testiculares em homens azoospérmicos. A
técnica utilizada para detecta-las € a reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), porém os
protocolos divergem entre si, havendo muita variabilidade na incidéncia destas dele¢ées. A
vista disso, sugerimos utilizar a técnica de Amplificagcdo de Mdltiplas Sondas dependente
de Ligacédo (MLPA). OBJETIVO: Comparar os resultados obtidos com as técnicas de PCR
e MLPA na deteccdo de microdelegcbes 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 delecdes por
PCR (16,2%) e 9 por MLPA (21%), além de 5 duplicacdes e um mosaico. DISCUSSAO:
Além das dele¢Bes, as duplicacbes também podem gerar instabilidades nos genes do
cromossomo, podendo levar a infertilidade. CONCLUSOES: Os resultados obtidos por
ambas as técnicas revela que a MLPA é uma técnica mais sensivel que a técnica de PCR

para detectar microdele¢cGes do cromossomo Y.

Descritores: delecdo cromossémica; infertilidade masculina; reacdo em cadeia da

polimerase; variagdes do nimero de copias 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]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o 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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Introducéo 1

1 Introducéo

A infertilidade conjugal € definida como a incapacidade de um casal
engravidar espontaneamente no periodo de um ano, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (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 infertiidade tem avancado bastante, e gracas a
fertilizacdo in vitro (FIV), e principalmente a técnica de injecao intra-
citoplasmatica de espermatozoides (ICSI), na qual um Unico
espermatozoide € injetado no interior do o6cito para atingir a fertilizacao,
muitos homens com alto grau de infertiidade puderam alcancar a
paternidade (Kim et al., 1998). Porém com o0s avancos nas Técnicas de
Reproducao Assistida (TRA), com as quais algumas barreiras naturais de
fertilizacdo e implantacdo (selecdo natural) sdo manualmente removidas,
deve-se ter um cuidado ainda maior com a possivel transmissibilidade de
alteracOes genéticas subdiagnosticadas, que podem trazer implicacfes aos

conceptos (Krausz et al., 2015).

1.1 Infertilidade Masculina

A infertilidade masculina € uma condi¢cdo patolégica multifatorial com

apresentacfes fenotipicas bastante heterogéneas (Krausz et al.,, 2015),
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sendo a forma inicial e mais eficaz de iniciar sua investigacdo é atravées da
andlise seminal, que permite avaliar a producéo e a qualidade espermatica,
assim como o funcionamento das glandulas acessorias do trato genital. A
OMS preconiza que devem ser colhidas, ao menos, duas amostras com
intervalo de 3 a 4 semanas, devido a possivel variacdo amostral em um

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

Os parametros de normalidade atuais de referéncia seminal estéo
descritos na Tabela 1. Estes valores foram publicados pela OMS em 2010
e baseiam-se em estudo realizado em 1953 homens férteis em sete paises.
Os valores obtidos foram utilizados para definir o percentil 5 com intervalo
de confianca de 95%, como valor de referéncia limite para cada parametro,
de acordo com a distribuicdo normal (Tabela 2) (Cooper et al., 2010; WHO,

2010).

As alteracbdes espermaticas mais comuns sdo a oligozoospermia
(concentragdo menor de 15 milhGes de espermatozoides/mL) e a
azoospermia (auséncia 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 referéncia limite para as caracteristicas seminais

Parametros Valores de Referéncia

Volume 15mL(1,4-1,7)

15 milh&es de
espermatozoides/mL
39 milhdes de
espermatozoides/ejaculado

Concentracdo espermatica

Numero total de espermatozoides

Motilidade Total (progressiva e ndo progressiva) 40%
Motilidade Progressiva 32%
Morfologia 4% normais
Vitalidade 58% vivos

Adaptado de (WHO, 2010)

Tabela 2: Distribuicdo de valores, limites inferiores de referéncia (com 95% de
intervalo de confianga - IC) para parametros seminais obtidos de homens férteis cujas
parceiras engravidaram no periodo de 12 meses ou menos

Centis
N 5 25 50 75 95
(95% IC) N\
Volume Seminal (mL) 1941 1,5 2,7 3,7
(1,4-1,7)
Concentracdo Espermatica | 1859 15 41 73
(10°/mL) (12-16)
NUmero total 1859 39 142 255
(10%Ejaculado) (33-46) _
Motilidade Total (%) 1781 40 53 61
(38-42)
Motilidade Progressiva (%) | 1780 32 55
(31-34)
Formas Normais (%) 1851 40 15
(3,0-4,0)
Vitalidade (%) 428 58 72 79
{  (55-63)

Adaptado de (Cooper et al., 2010).

Os casos de azoospermia podem ser divididos em dois tipos: obstrutiva e
nao obstrutiva. As azoospermias nao obstrutivas caracterizam-se pela auséncia
de producdo de espermatozoides, ou uma produ¢cdo minima, incapaz de ser
eliminada pelo ejaculado (Stahl & Schlegel, 2012). J4 as azoospermias
obstrutivas estdo relacionadas a conducdo dos espermatozoides, possivelmente

por obstrucao no ducto deferente. As causas deste tipo de azoospermia sao, no
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geral, infeccdes genitais (a reacéo inflamatoria obstrui os canais condutores de
sémen), fibrose cistica (patologia de heranca genética, que leva a auséncia dos
canais deferentes em seus portadores), e a vasectomia, reversivel

cirurgicamente (Stahl & Schlegel, 2012).

A nomenclatura oficial da OMS preconiza o critério oligozoospermia como
concentracdo abaixo de 15 milhdes de espermatozoides/mL (WHO, 2010),
porém apenas para efeito de tratamento, alguns autores a subdividiram de
acordo com sua gravidade. Nao ha uma conformidade nos valores de corte,
contudo a literatura considera oligozoospermia grave quando a concentracao
espermatica esta abaixo de cinco milhdes de espermatozoides/mL (Massart et

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

Ao longo dos anos, a média da concentracdo espermatica da populacao
em geral apresentou um declinio consideravel (Carlsen et al., 1992; Centola et
al., 2016), porém, a oligozoospermia por si sé ndo € considerada como causa de
infertilidade, uma vez que 5% dos homens férteis sao oligozoospérmicos

(McLachlan, 2013).

A espermatogénese € composta por uma intrincada cadeia de eventos e é
dividida basicamente em trés fases: mitGtica, meiotica e espermiogénica (Figura
1). Na primeira fase, as espermatogbnias (células germinativas, diploides)
sofrem divisbes mitéticas, originando 0s espermatocitos primarios, que na
segunda fase (meidtica) serdo divididos originando células haploides
(espermatocitos secundarios). Entdo, na fase proliferativa, ocorre a maturacéo

dos espermatdcitos secundarios em espermatides, 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
cabeca (com a regido acrossémica, derivada do complexo de Golgi), a peca
intermediaria e o flagelo (os microtubulos se formam a partir do centriolo) (Allais-

Bonnet & Pailhoux, 2014).

Epididimo
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Figura 1: Espermatogénese Humana

A espermatogénese ocorre nos tubulos seminiferos dos testiculos. As espermatogdnias
(células germinativas primordiais, diploides) proximas a lamina basal dos tubulos seminiferos
comecam a se dividir mitoticamente para produzir mais espermatogbnias e espermatécitos
primarios (diploides). Os espermatécitos primarios passam pela meiose | para formar
espermatoécitos secundarios (haploides) que migram para o limen tubular, onde se dividem por
meiose Il, produzindo as espermatides (hapléides). Na fase final (espermiogénese), as
espermatides amadurecem e geram espermatozoides.

Ao longo da espermatogénese, as células germinativas sdo posicionadas préximas as células
de Sertoli, que fornecem nutrientes e fatores de crescimento necessarios para seu
desenvolvimento. Depois de formada a estrutura final, os espermatozoides sdo liberados no
Iimen testicular.

Adaptado de (Allais-Bonnet & Pailhoux, 2014).

Esse mecanismo da espermatogénese € controlado geneticamente e
qualguer alteracdo nestes controles pode levar a falha da producdo e/ou

maturacdo dos espermatozoides (Singh & Jaiswal, 2011).
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A infertilidade masculina por causas (genéticas acomete,
aproximadamente, 15% dos casos de infertilidade. Pode envolver alteracdes
cromossOmicas numericas e estruturais, ou apenas em um unico gene (Foresta

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

Existem basicamente trés fatores genéticos mais comumente
associados a infertiidade masculina: mutacées no gene da fibrose cistica
(levando a agenesia dos vasos deferentes, e azoospermia); alteracfes
cariotipicas (como a Sindrome de Klinefelter, e a disgenesia gonadal), e as
microdelecBes do cromossomo Y (geram falhas espermatogénicas, levando a

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

A Sindrome de Klinefelter é a mais frequente, seguida das
microdelecbes do cromossomo Y. No entanto, além destas causas, cerca de
40% das falhas testiculares primarias ainda permanecem sem etiologia definida

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

1.2 OCromossomoY

O cromossomo Y pertence ao grupo G de bandamento, é classificado
como acrocéntrico, sendo 0 menor cromossomo humano (60 Mb). E
responsavel pela determinacdo sexual masculina e pela formacdo e
manutencdo das células germinativas. A maioria dos genes localizados no
braco curto (p) estéo ligados ao desenvolvimento testicular, e os do braco
longo (q), a espermatogénese (Kamp et al., 2000; Quintana-Murci et al., 2001;

Krausz & Degl'Innocenti, 2006).
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Em comparagédo aos cromossomos autossémicos, o cromossomo Y tem
0 menor numero de genes, mas 0 maior numero de sequéncias repetitivas

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

Este cromossomo € composto pelas regides pseudoautossémica (PAR),
eucromatica e heterocromatica (Figura 2). As regides pseudoautossémicas se
localizam nas duas extremidades do cromossomo, e sdao 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 0 cromossomo
X, por terem suas termina¢des homodlogas (Rozen et al., 2003; Vogt, 2004b;
Mangs & Morris, 2007; Galletto et al., 2008). Dele¢des na regido PAR podem

levar a falhas na divisdo meidtica (Kamp et al., 2000).

A PAR1 esta diretamente envolvida no pareamento dos cromossomos
X e Y durante a meiose (Mangs & Morris, 2007; Kauppi et al., 2011), e a PAR2
possui uma frequéncia muito menor de pareamento e recombinagdo do que a

PAR1, ndo tendo tanta relevancia na fertilidade (Mangs & Morris, 2007).

As regides eucromaticas (Figura 2) totalizam aproximadamente 23 Mb;
séo as regides de cromatina menos condensadas, onde se localizam o0s genes
que serdo transcritos (Li et al., 2008). Esta regido € rica em sequéncias
palindrémicas e duplicadas, o que protege a preservacdo da sua integridade

estrutural (Kirsch et al., 2005).

A regido heterocromatica (Figura 2) é a regido onde a cromatina acha-se
mais condensada, classificada como geneticamente inerte, na qual

normalmente os genes estao inativos, ou seja, nao transcrevem proteina como
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produto final ou podem estar metilados e também nao haver transcricdo (Kirsch

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

Eucromatina Heterocromatina

PAR1 PAR2

AZF a AZF b AZF c
Sindrome de Células Parada da maturagdo Desde SCO até
de Sertoli (SCO) das células hipoespermatogénese
germinativas

Figura 2: Diagrama do cromossomo Y

Diagrama do cromossomo Y incluindo a representacdo das regides
Pseudoautossdmicas (PAR) no bracgo curto (Yp) e longo (Yq) do cromossomo, a regido SRY e
as regides AZF. Abaixo das sub-regibes AZF estdo indicados os fendtipos histoldgicos
testiculares.
Adaptado de (Hernandez-Vargas et al., 2016)

O cromossomo Y sempre foi estudado buscando respostas para a
infertilidade, porém recentes estudos mostram sua influéncia na saude do
homem como um todo, evidenciando sua influéncia em respostas imunes e
inflamatorias, ressaltando um aumento de risco na Hipertensdo Arterial e

Doencgas Coronarianas (Maan et al., 2017).
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1.2.1 Regides 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
espermatogénese comprometida por analise do tecido testicular) dele¢cdes de
novo (ndo herdadas, ausentes nos pais). Sugeriram haver um fator de
azoospermia geneticamente funcional, que foi denominado de AZF, ou “fator de

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

De acordo com as delecbes encontradas nos pacientes inférteis, a
regido AZF foi subdivida em trés regides: AZFa, AZFb e AZFc, como ilustrado
na Figura 2 (Esteves & Agarwal, 2011; Stahl & Schlegel, 2012). Estudos
demonstraram haver também microdeleces em outra regido, denominada
AZFd (localizada entre AZFb e AZFc), que estaria ligada a oligozoospermia e
anormalidades na morfologia dos espermatozoides de homens com concentracéo
normal, porém sem genes candidatos. Esta regido foi pouco estudada (Kent-

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

A conformacao peculiar da regido AZF € a presenca de sequéncias
homélogas repetitivas, e por esta razdo estdo predispostas a delecdes e/ou
duplicacdes devido a um mecanismo denominado Recombinacdo Homodloga
N&o-Alélica (NAHR, do inglés Nonallelic Homologous Recombination) (Krausz

& Casamonti, 2017).

Delecdes na regido AZFa ocasionam deplecdo das células

germinativas, sendo que nos tubulos seminiferos sdo apenas visualizadas
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células de Sertoli. Estes casos sdo denominados de Sindrome de Células de
Sertoli (SCO, do inglés Sertoli Cell Ony Syndrome), e nédo foram descritos
episodios de sucesso de recuperacao cirargica de espermatozoides (Foresta et

al., 2001b; Ferras et al., 2004).

Quando o locus AZFb esta deletado, ndo sdo detectadas células pos-
meidticas nos tubulos seminiferos, embora a coorte de espermatogbnias e
espermatoécitos esteja normal. Estas delecbes resultam na interrupcdo da
meiose | e 0 progndstico clinico acreditava-se ser semelhante ao das delecdes
em AZFa (Bosch & Jobling, 2003; Ferras et al.,, 2004; Krausz et al., 2014),
porém recentemente foram descritos episodios de pacientes com delecdes
totais e parciais nesta regido que eram oligozoospérmicos, além de
recuperacao cirurgica 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 area, uma vez que era descrito a chance quase

nula de se encontrar espermatozoides nestes pacientes.

A regido AZFc é formada quase inteiramente por blocos de sequéncia
repetitiva (denominados “amplicons”), que estdo dispostos em estruturas
palindrémicas, mostrando sequéncias quase idénticas (Kuroda-kawaguchi et
al., 2001; Skaletsky et al., 2003). Esta conformacao repetitiva leva a uma maior
suscetibilidade a recombinagbes intracromossomais homologas, que podem
gerar delecdes (Giachini et al., 2008). Sendo assim, AZFc é a regidao mais
propensa a ocorréncia de microdelecbes, como comprovam estudos na
populacao geral (Krausz et al., 2014; Bansal et al., 2016). Nesta regido, as

delecdes podem levar a hipoespermatogénese em diferentes graus, gerando
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um quadro evolutivo de azoospermia, porém existem chances de recuperacao
cirdrgica de espermatozoides em aproximadamente 70% dos casos (Esteves &

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

Algumas delecdes parciais dentro da regido AZFc foram descritas
recentemente. Rozen et al. (2012) evidenciou a presenca de quatro delas
(gr/gr, b2/b3, b1l/b3, e b2/b4) em cinco popula¢cdes, mostrando que estas sao
mais comuns nos homens com falha espermatogénica grave comparados aos
controles, porém € importante ressaltar que quase todas elas estdo presentes
em homens férteis utilizados como controles nos estudos (Machev et al., 2004;
Hucklenbroich et al., 2005), mostrando que estas delecfes parciais por si sO

nao sao critérios de falha espermatogénica.

1.2.2 Principais genes localizados no cromossomo Y

O cromossomo Y tem sido alvo de pesquisas devido ao seu pequeno
tamanho, baixo nimero de genes e alta quantidade de sequéncias repetitivas

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

1.2.2.1 Genes do braco curto do cromssomo Y (Yp)

No braco curto do cromossomo Y estédo localizados genes de grande

importancia: SRY, ZFY e TSPY (Figura 3).
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SRY — O gene SRY (do inglés, Sex determining Region of Y) consiste
de um unico éxon e € especifico do cromossomo Y. Codifica uma proteina que
age na regulacdo da transcricdo, acionando a diferenciacdo das células de
Sertoli, sendo essencial para a formacéo dos testiculos. Sua auséncia faz com
que as gbnadas primordiais se diferenciem em ovarios. Muta¢cbes neste gene
podem levar a falhas no desenvolvimento testicular, propiciando afeccdes
como a disgenesia gonadal completa ou parcial (Erdal & Barlas, 2000; Mello et

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

ZFY- O gene ZFY (do inglés, Zinc Finger Protein,Y-Linked) foi o
primeiro gene identificado no cromossomo Y humano (Page et al., 1987). E
considerado um fator de transcricdo porque codifica proteinas que possuem
dominios dedo de zinco, que ativam a transcricdo. Recentemente, estudos
mostraram que este gene desempenha papel importante na espermatogénese,
na divisdo meidtica e na formagéo do espermatozoide (Nakasuji et al., 2017).

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

TSPY- O gene TSPY (do inglés, Testis-specific protein Y-linked) codifica
proteinas que agem como supressoras de tumor, além de regularem o ciclo
celular (Li et al., 2017). E um gene amplamente expresso nos estagios iniciais
da tumorigénese no gonadoblastoma, e algumas variantes de TSPY estéo
associadas a espermatogénese (Delbridge et al., 2004; Krausz et al., 2010),

embora um estudo recente refute esta hipotese (Yang et al., 2018).
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1.2.2.2 Genes do braco longo (Yg) do cromossomo Y

Os genes das regides AZFa e AZFb, se deletados, levam a falha
espermatogénica, sendo pois de extrema importancia neste processo. Ja se
houver genes deletados em AZFc, as mutacdes ndo sao tdo graves. Acredita-
se, portanto, que as regibes AZFa e AZFb sao responsaveis por iniciar o
processo de espermatogénese, e a AZFc pela finalizacdo e maturacao (Krausz

& Casamonti, 2017).

1.2.2.2.1 Genes em AZFa

Estruturalmente, a regido AZFa € nao-repetititva, e nela existem

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

USP9Y- O gene USP9Y (do inglés, Ubiquitin specific peptidase 9, Y-
linked) codifica uma proteina regulatéria que previne a degradacdo proteica
removendo a marcacao da ubiquitina em conjugados proteina-ubiquitina. A
ubiquitina é uma proteina que regula outras proteinas, marcando-as quando
estdo mal-formadas para que sejam destruidas por um complexo chamado
proteassoma. Em humanos, a delecéo isolada deste gene, mesmo que total,
estd associada a diversos padroes fenotipicos (de azoospermia com
hipoespermatogénese até normozoospermia), indicando seu papel
predominante na sintonia mais fina, melhorando apenas a eficiéncia da
espermatogénese (Sun et al., 1999; Krausz et al., 2006; Luddi et al., 2009;

Krausz & Casamonti, 2017).
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DDX3Y- O gene DDX3Y (do inglés, Dead-box Y RNA helicase)
anteriormente denominado DBY, € o maior gene da regido, e codifica uma
helicase (enzima que promove a abertura da hélice de DNA, separando-o em
duas fitas simples) RNA dependente. Mutacdes neste gene resultam em
reducdo do namero de células germinativas e podem levar a SCO (Ditton et al.,
2004). Foresta e cols (2000), constataram que o gene DBY é o0 mais
frequentemente deletado em homens com delecéo na regido AZFa, reforcando

seu papel na espermatogénese.

Os genes USP9Y e DDX3Y possuem homoélogos no cromossomo X

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

1.2.2.2.2 Genes em AZFb

Na regido AZFb existem trés genes de copia Unica: EIF1AY, RPS4Y2 e

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

EIFLAY- O gene EIF1AY (do inglés, Eukaryotic Translation Initiation
Factor 1A, Y-linked) pertence a familia EIF-1A, e desempenha funcdes
regulatérias para o inicio da transcricdo. Esta familia aumenta a dissociacéo
ribossdmica em sub-unidades e estabiliza a ligacdo do complexo 43S ao final
do RNA durante a biossintese proteica. Especificamente o gene EIF1AY
codifica uma proteina essencial para iniciar a transcricdo durante a

espermatogénese (Kleiman et al., 2007).
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RPS4Y2 - O gene RPS4Y2 (do inglés, Ribossomal protein S4, Y-linked)
codifica uma subunidade da proteina ribossomal que estda envolvida no
processo de ligacdo do RNAmM ao ribossomo, tendo seu papel essencial na
regulacdo poés-transcricional do processo espermatogénico. E expresso nos
testiculos e prostata, e € altamente expresso durante a espermatogénese.
Possui uma copia homéloga no cromssomo X (RPS4X) (Andrés et al., 2008;

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

KDM5D- O gene KDM5D (do inglés, Lysine (K) Specific Demethylase
5D) possui varios nomes (JARID1D, HYA), e tem papel crucial na remodelacao
da cromatina nas células germinativas, e na condensacdo cromossémica
durante a meiose. Ele forma um complexo proteico com o fator reparador de
DNA “MSH5” durante a espermatogénese. No estagio de leptoteno/zigéteno da
préfase meidtica, ocorre uma remodelacdo 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 cancer de prostata (Li et
al., 2016), e foi também relacionado a sensibilidade ao docetaxel, medicamento
utilizado no tratamento do céncer de prostata (Redon et al., 2006; Komura et

al., 2016).

RBMY1- O gene RBMY1l (do inglés, RNA-Binding Moatif, Y-linked) é
expresso em espermatocitos e espermatogonias (Vogt, 2004b), e € um dos mais
relevantes da regido AZFb, com varias copias nesta regido. A maioria das copias
séo 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-regulacdo do splicing alternativo de espermatdcitos (Dreumont et al., 2010). O
splicing € um processo que remove 0s introns e junta os exons apds a transcricdo
do RNA, formando um RNAmM maduro. Quando ocorrem escolhas alternativas de
éxons ou introns retidos, pode haver a formacdo de proteinas diferentes como

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

HSFY - O gene HSFY (do inglés, Heat Shock transcription factor, Y-
linked) produz (por splicing alternativo) dois transcritos diferentes que codificam
duas proteinas (HSFY1 e HSFY2). Ele é expresso nos testiculos e rins e ndo
tem homoélogos no cromossomo X. Autores afirmam que se ndo houver outros
fatores de risco, a auséncia da expressao deste gene por si s6 ndo prejudica a
fertilidade masculina, no entanto, a sua perda pode influenciar a expressao
fenotipica de variantes alélicas de alguns genes envolvidos na formacéo

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

CDY - O gene CDY (do inglés, Chromodomain Protein Y-linked) tem
duas copias idénticas na regido AZFc (CDY1A e CDY1B), e duas em AZFb
(CDY2A e CDY2B) (Colaco & Modi, 2018). O gene CDY1 codifica uma proteina
contendo um dominio catalitico que age na regulacdo da expressado génica e
remodelamento da cromatina. Esta proteina esta localizada no nucleo das
espermatides tardias, e se houver uma reducao significativa na concentracdo
da proteina total de CDY, pode interferir na transi¢cado de histona para protamina
durante a espermiogénese (formacdo de espermatozoides maduros), 0 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 regido AZFc possui basicamente dois genes de extrema importancia:

BPY2 e DAZ (Figura 3).

BPY2- O gene BPY2 (do inglés, Basic Protein Y-linked 2) apresenta trés
copias (BPY2A, BPY2B e BPY2C), e € expresso apenas no testiculo,
codificando uma proteina que esta envolvida na regulacao do citoesqueleto das
células germinativas. Duas de suas copias estéo localizadas perto da regido de

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

DAZ - A familia de genes DAZ (do inglés, Deleted in Azoospermia) tem
um papel ativo na regulacdo da espermatogénese, através da mediacdo de
transporte, armazenamento e iniciacdo da traducdo das proteinas (Navarro-
Costa et al., 2010). A alta incidéncia de delecdes DAZ em homens inférteis fez

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

E uma familia de genes altamente conservada ao longo da evolugéo
(Fu et al.,, 2015), que codificam proteinas especificas do testiculo, e estédo
ausentes em 10 a 15% dos homens cromossomicamente normais com
azoospermia nao-obstrutiva e oligozoospermia (Pina-Neto et al., 2006).
Posteriormente foi descrito que esta regido contém duplicacfes palindrémicas,
divididas em dois clusteres de quatro genes, DAZ1l, DAZ2, DAZ3 e DAZ4
(Saxena et al., 2000; Vogt et al., 2003; Kim et al., 2009). As quatro copias de
DAZ estdo expressas nas espermatogbnias, e sao responsaveis por codificar

proteinas de ligacdo importantes na espermatogénese (Colaco & Modi, 2018).
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Figura 3: Representagdo esquematica do cromossomo Y humano, indicando a

localizag&o de seus principais genes
Fonte: (Kido & Lau, 2015)
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1.3 Microdele¢cdes do cromossomo Y

As microdelec¢des do cromossomo Y sdo a segunda causa genética mais
frequente de falha espermatogénica em homens inférteis apos a sindrome de
Klinefelter (Foresta et al., 2001b), e sua identificacdo é de grande importancia
para definir a etiologia de falhas na espermatogénese em pacientes com

cariétipo normal (Pandey et al., 2010).

A infertilidade ligada ao cromossomo Y € clinicamente caracterizada por
azoospermia ou oligozoospermia, sendo geralmente assintomatica (Esteves &
Agarwal, 2011), e estas caracteristicas dependerdo do tamanho do fragmento

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

No processo evolutivo, a recombinacdo homéloga entre sequéncias de
DNA repetitivas do brago longo do cromossomo Y durante a meiose paterna €
responsavel pelo aparecimento aleatério de novo destas microdelecdes

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

E importante ressaltar que com o advento das TRA, os homens que
possuem estas microdelecbes, dependendo da regido deletada, puderam
constituir sua prole, porém devido a transmissédo vertical do cromossomo Y,
todos os descendentes do sexo masculino poderéo herdar estas microdelegdes

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

Existem algumas linhas de investigacdo sobre a origem das
microdelecbes. Mamoulakis e colaboradores (2013) investigaram o DNA de
180 meninos com criptorquidia por PCR, e n&o encontraram relagdo entre as

microdele¢des do cromossomo Y e a falha na descida do testiculo para a bolsa
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escrotal. Outra linha de investigacdo que vem sendo estudada € da associacao
entre microdelecbes do Y e alteracbes nos cromossomos sexuais. As
microdelecbes do Y podem ser deletérias (pois levam a perda desse
cromossomo na divisdo celular), gerando um quadro de mosaicismo. A
instabilidade cromossémica causada por essa alteracdo 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 andémalo,
encontrando alta frequéncia de delecbes na regido AZF mesmo em
Cromossomos normais por cariétipo, o que mostra que a instabilidade destes

cromossomos na mitose pode ser decorrente das delegdes.

Quando se avalia a qualidade dos embrides formados a partir de pais
portadores da microdelelecdo do Y, os resultados tém sido controversos.
Alguns pesquisadores consideram que ndo ha efeitos prejudiciais (Hopps et al.,
2003; Kihaile et al., 2004; Liu et al., 2017a); outros acreditam ser a fertilizacéo e
a qualidade embrionérias significativamente mais baixa, porém estes utilizaram
espermatozoides do ejaculado (Van Golde et al., 2001). Outros grupos de
pesquisadores encontraram reducgdes nas taxas de fertilizacdo e gestacdo nos
portadores de microdelecdo do cromossomo Y quando utilizaram
espermatozoides testiculares versus ejaculados, especulando que esta
diferenca possa estar relacionada a origem do espermatozoide, e ndo a

presenca das microdelecdes do Y (Oates et al., 2002; Stouffs et al., 2005).
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Atualmente, ha um estudo grandioso em andamento que avalia a
ocorréncia de aneuploidias em embrides cujos pais sado portadores destas

microdelecbes (Hernandez et al., 2018).

A prevaléncia de microdele¢des no cromossomo Y na populacéo geral é
de 1 a cada 4000 homens (Krausz et al., 2014), mas entre os homens inférteis

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

Na Figura 4 estdo representadas as frequéncias de microdelecdes nas
regidbes AZF do cromossomo Y mundialmente, ressaltando que Suécia,
Alemanha e Austria sdo os paises com menor incidéncia, sendo que no Brasil

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

<25%

26-50%
Bsi-75%
W 76-100%

#
v 17
B> wo0%

Figura 4: Mapa da distribuicdo das frequéncias de delec¢des nas regiées AZF ao redor
do mundo
FONTE: (Krausz et al., 2014).

Na populacdo brasileira, a prevaléncia pode variar de 5 a 10% (Séo

Pedro et al., 2003; Pina-Neto et al., 2006; Krausz et al., 2014).
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1.4 Meétodos utilizados para a deteccao de Microdelecbes do Y

Por serem submicroscopicas, as microdele¢cbes do cromossomo Y nao
sdo podem ser detectadas com cariotipo 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 analises para diagnésticos de microdelecdes do
cromossomo Y, os protocolos eram muito discrepantes uns dos outros, o que
gerou muitos resultados falso positivos. Por esta razéo, foi descrito o primeiro
guia (Simoni et al., 2004), posteriormente atualizado (Krausz et al., 2014), que

€ recomendado para uso nos diagndésticos de rotina (Stouffs et al., 2017).

1.4.1 Reacdao de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)

A PCR é um método que permite que um fragmento especifico 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 reacao
depende de uma enzima denominada Tag polimerase, termoestavel, que foi
extraida da bactéria Thermus aquaticus, e tem como caracteristica sobreviver a
diversas temperaturas. Esta reacdo permite a amplificacdo de qualquer
sequéncia do DNA coletada de materiais biologicos diversos desde que se
conhega a sequéncia-alvo. A partir dai, sdo necessarios dois primers
(iniciadores) que se hibridizam no inicio e no final da sequéncia alvo, e ao
reconhecer o primer, a polimerase sintetiza uma cépia complementar ao

fragmento de interesse (Saiki et al., 1988).
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Com o advento da PCR, foi possivel mapear a extensdo das
microdelecfes usando-se de sitios de sequéncias rotuladas (STS, do inglés
Sequence Tagged Sites). Os STSs sao sequéncias de DNA de 200 a 500
pares de bases (pb) que tém ocorréncia Unica e especifica no genoma e sua

localizac&o e sequéncia sao conhecidas (Olson et al., 1989).

Atualmente, a técnica de deteccéo padréo laboratorial de microdelecdes
do cromossomo Y é a STS-PCR (Simoni et al., 2004; Yu et al., 2015). No
entanto, a investigacdo meédica realizada rotineiramente ndo abrange todo o
cromossomo, uma vez que uma avaliagdo mais detalhada requereria mais de
120 STSs (Siffroi et al., 2000; Pandey et al., 2010). A anélise basica 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 regido do gene
SRY e um marcador localizado no gene ZFX/ZFY como controle (Stouffs et al.,

2017).

1.4.2 Amplificacdo de multiplas sondas dependente de ligacéo

(MLPA)

A técnica de MLPA (do inglés, Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), descrita em 2002, permite a identificagdo de delecdes e
duplicacbes de sequéncias especificas. E considerada uma alternativa
economicamente mais viavel e mais rapida em comparagdo com outras
técnicas moleculares. Permite a triagem gendmica quantitativa de sequéncias

especificas, baseada na hibridacdo e amplificacdo por PCR de
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aproximadamente 45 regi6es em uma Unica reacao (Schouten et al., 2002).

A técnica de MLPA tem uma caracteristica tipica que é a amplificacédo
das sondas que se ligaram ao DNA, e ndo das sequéncias genbmicas. Para
cada alvo, é utilizado um par de sondas especifico, sendo que cada uma delas
é formada por uma sequéncia complementar a regido de interesse e outra de

primer universal (Schouten et al., 2002).

Basicamente a técnica de MLPA avalia a variacdo no numero de copias
(CNV, do inglés Copy Number Variation) dos genes localizados nos
cromossomos.As CNVs sao definidas como segmentos de DNA de tamanhos
distintos (50 pb a 1kb) presentes em numero variado de cOpias no genoma.
Sao geralmente herdadas (Sebat, 2007), e recentemente tém sido bastante
estudadas devido a sua influéncia na expressao dos genes por disrupcdo e
alteracdo da dosagem génica. Em algumas vezes, por efeito de posicéao,
podem predispor a ocorréncia de alteracdes deletérias. Por isso, estdo sendo
bastante estudadas na busca das causas de diversas patologias (Castellani et

al., 2014).

O estudo das CNVs é bastante desafiador na correlacdo de sua
presenca com o fendtipo dos pacientes. Para auxiliar nesta interpretacéo,
foram criados diversos bancos de dados disponiveis para consulta, como o
DGV (Database of Genomic Variants - http://dgv.tcag.ca/), que reune
informagdes sobre as CNVs sabidamente benignas; o DECIPHER (Databask
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 classificacdo das CNVs em benignas, patogénicas ou de efeito

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

A MLPA pode ser utilizada para a deteccdo de microdelecbes no
cromossomo Y atualmente apenas em pesquisa. Ela detecta além das
delecdes, as duplicacdes e rearranjos complexos (Saito et al., 2015). Porém
até o momento os resultados de duplicac6es ainda sdo controversos (Lin et al.,

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

1.4.3 Hibridacdao in situ Fluorescente (FISH)

A técnica de FISH pode ser utilizada para detectar e localizar a
presenca ou auséncia de determinadas sequéncias de DNA. Foi desenvolvida
nos anos 1980, e consiste no emparelhamento de sondas locus-especificas
(marcadas por fluorescéncia) com suas sequéncias complementares no
genoma, 0 que permite a deteccdo de inUmeras sindromes causadas por

delecdes e microdelecdes (Kurtovic-kozaric et al., 2016).

E possivel desenvolver sondas de regides especificas da microdelecéo
para que esta técnica possa detectd-la, contudo tem custo elevado por
requerer fluorescéncia e ndo é um bom método para a deteccdo de
microdele¢cbes do cromossomo Y. Ademais, seriam necessarias inameras
sondas para englobar as areas mais comuns de microdelecbes, e também
poderia gerar resultados incompletos, por ndo englobar todas as regifes

(Pinkel et al., 1986).
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Desta forma, analisamos pacientes com critérios para serem portadores
de alguma microdelecdo do cromossomo Y para investigar a prevaléncia desta
patologia em nossa populacdo utilizando duas técnicas (PCR e MLPA)
procurando obter mais informacfes acerca do genoma destes pacientes,

aprofundando assim seu diagnaostico.
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2 Objetivos

2.1 Geral

= Avaliar a presengca de microdelegdes do cromossomo Y em
pacientes inférteis (oligozoospérmicos e azoospérmicos) utilizando as

técnicas de PCR e MLPA.

2.2 Especificos

= Avaliar a prevaléncia de microdelecbes do cromossomo Y nos
individuos do sexo masculino atendidos no Centro de Reproducao
Humana Governador Méario Covas da Divisdo de Clinica Ginecolégica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o

Paulo (HCFMUSP);

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

» Estimar a especificidade e sensibilidade dessas técnicas na

investigacdo de microdele¢gbes do cromossomo Y.
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3 Métodos

3.1 Casuistica

Foram selecionados, para este estudo, 43 pacientes do sexo masculino
inférteis com diagndstico de azoospermia ou oligozoospermia; 40 homens férteis

e uma mulher como controle.

Apos a selecdo, os individuos 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 Comisséo
de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

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

Critérios de Incluséo

Grupo de estudo: pacientes do sexo masculino, com idade de
18 a 50 anos, atendidos no Centro de Reproducdo Humana Governador
Mario Covas da Divisdo de Clinica Ginecolégica do HCFMUSP com
diagnéstico de infertilidade, que apresentavam azoospermia ou
oligozoospermia, selecionados por analise seminal anterior. A analise seminal

foi realizada segundo as recomendacgdes e critérios da OMS (WHO, 2010). Se
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o liquido seminal ndo 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 ja tenham prole constituida, com desejo de esterilizacdo
voluntaria, atendidos no Ambulatério de Vasectomia da Divisdo de Urologia

do HCFMUSP;

Controle Feminino: uma mulher com cariétipo normal, utilizada
para controle negativo, para garantir o correto desempenho das técnicas

aplicadas.

Este estudo tem carater transversal, compreendendo pacientes que
foram atendidos no periodo 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 microdele¢cdes do cromossomo Y.

3.2 Céalculo do Tamanho Amostral

O calculo do tamanho amostral foi realizado utilizando o software GPower
3.1 (Faul et al., 2009). O nivel de significancia adotado foi de 0,05; o poder
estatistico foi de 90% e o tamanho do efeito foi calculado com base em dados da
literatura que identificaram a prevaléncia de microdelecbes do Y em homens

inférteis variando de 5,0 a 7,5%. De acordo com os parametros fornecidos, foi
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possivel obter o grafico (Figura 5), que mostra o tamanho amostral em funcéo do

poder estatistico.

X2 tests - Goodness-of-fit tests: Contingency tables
Df = 2, aerr prob = 0.05, Effect size w = 0.402015

90

704

Total sample size

0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Power (1-p err prob)

Figura 5: Tamanho amostral em funcédo do poder estatistico do teste

Para a circunstancia da prevaléncia de microdelecdes em homens
inférteis (aproximadamente 5%) e na populacdo em geral (estimado em 1%,
apenas para permitir comparacao) que corresponde a um tamanho de efeito (w)
de 0,402015, foi possivel observar que para um poder de 90%, seriam
necessarios no minimo 76 individuos no total, sendo distribuidos igualmente

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

Foram coletados de cada individuo participante do estudo 5 mL de
sangue periférico em tubo contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetra-

acético (EDTA), para a extracdo de DNA gendémico

3.3.1 Extracdo de DNA

A extragdo do DNA gendmico foi realizada por kit comercial (QIAamp DNA
Blood Mini Kit — Qiagen®), seguindo a metodologia descrita pelo fabricante. Em
um tubo cénico foram adicionados a Protease e o sangue periférico total. Apés
homogeneizacgéao, foi adicionado o Buffer AL e o tubo incubado a 70°C. A seguir
foi adicionado o Etanol Absoluto (Merck®), e a solucéo foi transferida para a
coluna de extracao 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 0
Buffer AE pipetado na membrana da coluna. A amostra foi incubada em
termperatura ambiente, para posterior centrifugacdo. Ao final, a solucéo foi
transferida para microtubo e a andlise da qualidade e pureza determinada pela
absorbancia lida por espectrofotdmetro Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher®). A
concentracéo final do DNA foi ajustada para 100 ng/puL e a pureza do DNA foi
confirmada pelas razbes Azeonm/A2sonm € Azsonm/Azzonm, CONsiderando-se

aceitaveis valores de 1.8 e 2.0-2.2; respectivamente.



Métodos 32

3.4 STS-PCR

A pesquisa das microdelecbes nas regibes AZFa, AZFb e AZFc foi
realizada por PCR utilizando os STSs mais comumente deletados (Tabela 3),
descritos como padrao (Simoni et al., 2004). Os marcadores SRY e ZFY de Yp
foram utilizados como controles positivos internos da reacédo. Para cada reacéo
de PCR foi utilizado, como controle positivo, um homem fértil e como controle

negativo uma mulher.

3.4.1 Protocolo de STS-PCR

As amplificacdes foram obtidas em condi¢des padrbes para PCR Master
Mix (Promega Corp ®), seguindo as instru¢des do fabricante. Para cada regido
alvo de cada paciente foi confeccionado um microtubo contendo Master Mix,

agua ultrapura (Nuclease Free Water, Promega®), o primer especifico e o DNA.

As condi¢cdes de PCR foram: desnaturacéo inicial a 94°C (5 minutos),
seguidos de 28 ciclos de desnaturacdo a 94°C (1 minuto), anelamento dos
primers a temperatura especifica para cada um (Tabela 3) (1 minuto), e extensao

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

STSs/ Posicéo 15 f Amplicon Temp.
Locus  Cromossémica Regido Primers (pb) Anelamento
dos primers
sY84 vai1 o1 AGAAGG GTC TGA AAG CAG GT 06 ]
DYS273 q:t GCC TAC TACCTG GAG GCTTC S8°C
AZFa
sY86 GTGACA CAC AGACTATGC TTC ]
DYS148 Yai121 ACA CAC AGA GGG ACAACC CT 320 58°C
sY127 GGC TCA CAAACG AMAAGAAA )
DYS218 Yq11.223 CTG CAG GCAGTAATAAGG GA 274 57°C
AZFb
sY134 GTCTGC CTCACCATAAAACG ]
DYS224 Yqll.223 ACC ACT GCC AAAACT TTCAA 301 5r°C
sY254 GGG TGTTAC CAG AAG GCAAA .
DAZ Yqll1.223 GAA CCG TAT CTACCAAAG CAG C 380 56°C
AZFc
SY255 GTT ACAGGA TTC GGC GTG AT .
DAZ Yqll1.223 CTC GTCATG TGC AGC CAC 126 56°C

ACCACT GTACTGACT GTG ATTACAC
ZFY vp1l3l YP GCACTTCTTTGGTATCTGAGAAAGT 4% 55°C

sY14 GAATATTCCCGCTCT CCGGA

SRY Yp1l.3l YP GCTGGTGCTCCATICTTGAG 472 55°C

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

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2,0% corado com corante intercalante de DNA, o Gel Red® (Biotium, CA,
EUA), a aproximadamente 100V. Para analise dos resultados foi utilizado o
sistema de fotodocumentacdo com captura ultra-violeta (UV) MiniBis 20 Pro

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

A presenca das bandas correspondentes as sub-regides analisadas indica
que os pacientes ndo apresentam delecdo (Figura 6). A auséncia destas bandas

indica a ocorréncia de microdelecdes nestas areas (Figura 7 e Figura 8).
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose a 2% das regides do cromossomo Y

analisadas de um paciente sem microdelecao

Legendas: A- Padrdo de peso molecular de 100 pb; B- Regido SY84 (326pb) presente; C-
Regido SY86 (320 pb) presente; D-Regido SY127 (274 pb) presente; E- Regido SY134 (301 pb)
presente; F- Regido SY254 (380 pb) presente; G- Regido SY255 (126 pb) presente; H- Regido
SRY (472 pb) presente; I-Regido ZFY (495 pb) presente.

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 2% de um paciente com

microdeleg&o nas regides SY84 e SY86

Legendas: A- Padrdo de peso molecular de 100 pb; B- Regido SY84 (326pb) ausente; C-
Regido SY86 (320 pb) ausente; D-Regido SY127 (274 pb) presente; E- Regido SY134 (301 pb)
presente; F- Regido SY254 (380 pb) presente; G- Regido SY255 (126 pb) presente; H- Regido
SRY (472 pb) presente; I-Regido ZFY (495 pb) presente.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose a 2% de um paciente com

microdelecéo nas regibes SY127, SY 134, SY 254 e SY255

Legendas: A- Padrdo de peso molecular de 100 pb; B- Regido SY84 (326pb) presente; C-
Regido SY86 (320 pb) presente; D-Regido SY127 (274 pb) ausente; E- Regido SY134 (301 pb)
ausente; F- Regido SY254 (380 pb) ausente; G- Regido SY255 (126 pb) ausente; H- Regido
SRY (472 pb) presente; I-Regido ZFY (495 pb) presente.

3.5 Reacbes de MLPA

A técnica de MLPA analisa 0 numero de copias de até 45 sequéncias
genbmicas em um Uunico experimento, detectando delecdes e duplicacbes em
varios genes (Schouten et al., 2002). Ela é realizada basicamente em quatro
etapas: 1) Denaturacdo do DNA e das sondas de MLPA e hibridacdo de ambos; 2)
Reacdo de Ligacdo entre as duas partes da sonda; 3) Reacdo de PCR; 4)
Separacdo dos produtos amplificados por eletroforese capilar. Em seguida é

realizada a analise dos dados por software especifico (Figura 9).

A MLPA tem uma caracteristica diferencial que € a amplificacdo das sondas
gue se ligaram ao DNA, e ndo das sequéncias gendmicas. Estas sondas sao
compostas por duas partes, sendo a primeira “curta” (composta por nucleotideos

sintéticos) e a segunda “longa” (derivada de um bacteriéfago M13). Cada sonda
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curta tem uma sequéncia alvo especifica de 21 a 30 nucleotideos (nt) na
extremidade 3" e uma sequéncia comum de 19 nt idéntica ao primer na

extremidade 5 (Figura 10).

As sondas longas tem um tamanho de 80 a 420 nt no total, e sdo
compostas por uma sequéncia alvo especifica (25 a 43 nt) no final 5°, uma
sequéncia complementar ao primer ndo marcado comum para todas as sondas
longas (36 nt), e entre estas duas, uma sequéncia Stuffer de tamanho variado (19-
370 nt), que por esta diferenca de tamanho, permite-nos diferenciar uma sonda de

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

Estas sondas hibridam em locais adjacentes no DNA e sdo unidas entre si
por uma enzima denominada ligase, formando uma molécula Unica (que sera
amplificada por PCR). Uma vez que esta molécula Unica possui 2 sequéncias de
primer universal em suas extremidades, a reacdo de amplificacdo das sondas
ocorre simultaneamente e a quantidade relativa destas moléculas corresponde ao
ndmero de copias das sequéncias de interesse dentro da amostra (Schouten et al.,

2002; Vorstman et al., 2006; Sgrensen et al., 2008).
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1. Denaturacao e Hibridacao

| Primer de PCR sequencia X | | Primer de PCR sequencia Y |

» Sequencia Stuffer I
[ Sequencia de Hibridagéo (Esquerda) I | Sequencia de Hibridagao (Direita) |
2. Ligacao

L -

3. PCR com primers universais X e Y
Amplificacao exponencial somente das sondas ligadas pela ligase

x
<

4. Analise de Fragmentos

1 e

Figura 9: Representacao esquematica da técnica de MLPA

Etapa 1-Denaturacdo e Hibridizacdo; Etapa 2- Ligacdo; Etapa 3- PCR com primer X e Y
universais; Etapa 4- Analise dos fragmentos gerados.

Adaptado de (Schouten et al., 2002).

Primer

Stuffer

Primer 21-30 nt

25-43 nt

Sequéncia de hibridagdo- 5 Sequéncia de hibridagdo- 3"

Oligonucleotideos sintéticos Oligonucleotideos derivados do Bacteriofago M13

Figura 10: Representagcdo esquematica da constituicdo das sondas de MLPA
Sequéncias especificas para hibridagéo (azul), Primers universais (preto), Sequéncia
Stuffer (verde).

Nota: a sequéncia Stuffer e os primers nao se ligam ao DNA.

Modificado de www.mlpa.com
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Para que seja possivel diferenciar uma sonda de outra em um mesmo
experimento, cada uma delas possui uma sequéncia (Stuffer) de tamanho Unico,
e sendo assim, cada produto amplificado (amplicon) ter& um tamanho diferente,
variando entre 130 a 480 pb. Ao término da reacdo, estes produtos de

amplificacéo serdo separados por eletroforese capilar (Schouten et al., 2002).

Foi utilizado o kit comercial P360 versao B1 (SALSA MLPA probemix
P360- Y Chromosome Microdeletions, MRC Holland MLPA®) nas reacées, que
possibilitou a deteccdo de microdelecdes no cromossomo Y (Tabela 4). Este kit
avalia 16 sondas para a regido AZFa, 15 sondas para AZFb e 12 sondas para
AZFc (com produtos de amplificacdo variando de 130 a 507 nt), sendo que com
a técnica de STS-PCR avaliamos duas regifes para AZFa, duas regides para

AZFb e duas regides para AZFc.

As reacles também continham nove fragmentos de controle, gerando
produtos menores de 120 nt, sendo que quatro fragmentos controlam quantidade
de DNA (Q-fragments, que somente sao visiveis quando a amostra tiver menos
que 100 ng de DNA; de tamanhos 64, 70, 76 e 82 nt); trés fragmentos que
avaliam a denaturacdo do DNA (D-fragments, sinais abaixo de 88 ou 96 nt
indicam denaturacdo incompleta); além de um fragmento especifico de X (de
100 nt) e um de Y (105 nt). Além destes fragmentos de controle de reacao, havia
ainda mais 12 sondas controle, localizadas em cromossomos autossOmicos

distintos (Tabela 5).
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Tabela 4: Sondas de MLPA (kit P360-B1, MRC-Holland) e STSs utilizados na

PCR, em relacdo a sua posicdo cromossomica, no HG18

Reqi’ Sonda G /STS Cédigo da Posicao ‘ Inicio* Einal* FTamanh?
gtao MLPA enes Sonda MLPA  Cromoss6mica ,\;Iﬁ%nAﬁe(?]t;)
(NCBI36.1/hg18)
SRY (PCR) Yp11.31 2715096 2715586 _
Yp 1 SRY 01023-L28750 Ypl1.31 2715484 2715561 279
ZFY (PCR) Yp11.31 2907 453 2907 948 _
2 RPS24P1 20393-L.28553 Yqll.21 12836 971 12837 051 315
3 RPS24P1 15239-.18627 Yql1.21 12 865 189 12 865 256 227
4 ARSEP 11818-L.28545 Yql1.21 12992 866 12992 931 250
SY86 (PCR) _ Yq11.21 13117 483 13117 972 _
5 USP9Y 15244-1.28758 Yqll.21 13138 483 13 138 546 372
6 USP9Y 11826-L28756 Yqll.21 13276 711 13276 793 336
SY84 (PCR) _ Yqll.21 13299419 13299 764 _
7 USP9Y 11821-L.12616 Yql1.21 13 407 569 13 407 644 256
DDX3Y 11816-L12611 Yqll.21 13 536 308 13536 387 234
Aera DDX3Y 13061-L28753 Yql1.21 13538 364 13538 442 308
10 uTyY 11828-L19232 Yqll.221 13869 448 13869 523 350
11 uTyY 20392-L.28932 Yqll.221 13924 163 13 924 248 328
12 uTyY 11812-1L13342 Yqll.221 14 225 643 14 225712 215
13 BPY1 15243-1.28903 Yql1l.221 14 384 639 14384 715 342
14 VCY1B 15238-L.17485 Yql1l.221 14 546 054 14 546 132 184
15 VCY1B 11852-118631 Yql1.221 14 699 793 14 699 865 405
16 VCY1B 20394-L.18629 Yqll.221 14 858 748 14 858 817 356
17 NLGN4Y 11853-L12650 Yqll.221 15 068 284 15 068 356 463
18 CDY2B 15236-L17486 Yqll.221 18 076 016 18 076 088 160
19 CDY2A 20673-L18625 Yql1.222 18573809 18573 884 220
20 CDY2A 15245-1.28543 Yql1.222 18 573938 18574 020 240
21 CDY2B 11759-L28751 Yql1.221 19 067 387 19 067 457 291
22 HSFY1 15247-L18630 Yqll.222 19164 461 19 164 536 400
23 HSFY1 12740-L18632 Yqll.222 19248 882 19 248 954 436
24 HSFY1 11772-L12555 Yqll.222 19269 977 19 270 049 411
AZED 25 KDM5D 11754-1.28544 Yqll.222 19953712 19 953 798 245
26 KDM5D 11776-L12559 Yqll.222 20541592 20541670 445
27 KDM5D 11747-L12530 Yql1l.223 20619 533 20619614 208
28 KDM5D 20390-L28749 Yql11.223 20 639 107 20639 189 274
SY127 (PCR) _ Yq11.223 20979 747 20980 130 _
29 EIF1AY 15249-1.28507 Yqll.223 21 054 536 21 054 616 499
30 EIF1AY 11734-L12517 Yqll.223 21078 671 21078 740 136
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*: distancia (em nucleotideos) do teldmero do braco curto do cromossomo Y até o inicio da sonda ou

regido SY.

Nota: As regides analisadas por PCR séo justapostas as analisadas por MLPA.

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

Sondas Posicéo Gene Inicio* Final* Tamanho
Controle Cromossémica NCBI136.1/hg18 Fragmento
44 1p34.3 GJB3 35019 690 35019 746 154
45 4p13 ATP8Al 42 278439 42 278 509 130
46 5¢g22.1 WDR36 110491072 110491144 196
47 6p25.1 NRN1 5947 638 5947 698 190
48 8024.13 HAS2 122 696 279 122 696 342 454
49 9034.13 SETX 134 143 375 134143 438 172
50 10p14 UPF2 12 018 627 12 018 695 471
51 11p13 LMO2 33870 246 33870 309 382
52 13g12.11 ZMYM2 19 499 384 19 499 449 148
53 14911.2 RPGRIP1 20 872 602 20872 681 507
54 16913 SLC12A3 55 459 531 55 459 592 202
55 21922.13 KCNJ6 38210496 38210560 295

*: distancia (em nucleotideos) do teldmero do brago curto do cromossomo até o inicio da sonda.
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3.5.1 Protocolo de MLPA

As reacoes de MLPA foram realizadas de acordo com as
recomendacbes do fabricante (MRC-Holland®), com a colaboracdo do

Laboratério de Citogenémica do HCFMUSP.

Para a fase de denaturacdo e hibridacdo, os DNAs gendmicos 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 periodo, foi
confeccionada uma combinacdo contendo, para cada amostra, o tampao
(SALSA MLPA Buffer), a probemix (especifica do kit P360) e a agua ultrapura
(Nuclease-Free Water, Qiagen®). Com o termociclador ajustado para 25°C, foi
adicionado 1 pL da mistura por tubo e incubado (1 minuto a 95°C e 3 horas a

60°C) para a hibridacao.

ApGs a hibridagdo das sondas de MLPA ao DNA, foi realizada a ligacao
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 agua ultrapura
(Nuclease-Free Water, Qiagen®), e a SALSA Ligase-65. Em cada amostra no
termociclador (& temperatura de 54°C) foram adicionados 8 pL 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, 0s reagentes para a reacdo de PCR foram
adicionados para que a amplificacdo dos fragmentos unidos pela ligase

ocorresse. Para isto, foi preparada uma mistura contendo o SALSA PCR Primer
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Mix, a agua ultrapura (Nuclease-Free Water, Qiagen®) e a enzima SALSA
Polymerase e para cada tubo foram distribuidos 5 pL. Os tubos foram
acondicionados em termociclador sob as seguintes condicfes: 35 ciclos de 98°C
por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos de
extensdo final a 72°C por 20 minutos. Os produtos amplificados foram
armazenados em freezer -20°C até a preparacdo das placas para eletroforose

capilar.

Para o preparo das placas, foi feita a diluicho de 1uL de produto
amplificado para 9uL de agua ultrapura. Desta diluicdo, foi adicionado em cada
poco da placa MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied
Biosystems®) 1 pL, juntamente com 9 pL de formamida (HiDi® Formamide,
Applied Biosystems®) e 0,075 pL de GeneScan® 600 LIZ® dye Size Standard

v2.0 (Applied Biosystems®).

Antes da leitura dos fragmentos no sequenciador, 0s 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 automatico ABI 3500
Genetic Analyzer contendo 8 capilares (Applied Byosistems®) da Rede de
Equipamentos Multiusuarios do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP (nos laboratorios do InCor e Gendmica Pediatrica LIM 36/FMUSP), de
acordo com os parametros especificos para MLPA (Tabela 6), e os dados
gerados (arquivos com extensdo “fsa”) foram analisados por software

especifico.
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Tabela 6: Parametros de corrida necessarios para analisar fragmentos no
equipamento de eletroforese capilar ABI 3500

Parametros — 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 injecao 15 segundos
Voltagem de injecdo 1,6 kV

3.5.2 Analise dos resultados de MLPA

Por ser uma técnica semi-quantitativa que permite detectar alteracdes no
namero de coépias de uma dada regido genbmica em relacdo aos controles,
todas as reacbes de MLPA tiveram como controle amostras de homens férteis
(saudaveis), além de uma amostra “branca” (tubo contendo agua ultra-pura ao
invés de amostra de DNA), para verificar a possivel presenca de contaminantes
na reagao. Na amostra “branca”, apenas devem aparecer os fragmentos Q, pois
0s quatro fragmentos Q nado precisam da reacao de ligacao para ser amplificado,

e ja apresentam ambas as sequéncias dos primers em sua molécula.

A analise 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 posicoes esperadas de cada fragmento do kit P360,
disponibilizado pela empresa MRC-Holland (www.mlpa.com). Posteriormente, a
analise foi confirmada utilizando o software gratuito especifico para reagfes de

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

Para que a analise fosse possivel, foram feitas normalizacdes

comparativas nas amostras avaliadas em uma mesma corrida: intra-amostra
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(normalizacdo por sondas controle internas), na qual foi feita a comparacao dos
picos das sondas de interesse com 0s picos das sondas de referéncia (que
detectam sequéncias que tenham o namero normal de copias esperado em
todas as amostras); e inter-amostra (normalizacdo de populagdo), no qual o
padrao de pico da amostra de interesse é comparado a média do padrdo de pico
das amostras controle normal incluidas na corrida. Sendo assim, detectamos
sinais alterados que possam indicar delecdo ou duplicacdo nas sequéncias de

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

A analise foi realizada comparando a altura do pico de cada produto
amplificado, refletindo o nimero de coépias relativo a cada sequéncia. Foram
considerados resultados anormais se 0 pico relativo foi menor de 0,75 (delecéo)
ou maior de 1,25 (duplicacdo), e normais quando o pico foi igual a 1 (niumero de
copias dissémico). O resultado final da analise gerou um grafico e uma tabela de

namero de cépias gendmicas para o grupo de sondas utilizado no kit (Figura 11).
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Figura 11: Exemplo de resultado de MLPA
Kit P360 versdo B1 analisado pelo software GeneMarker mostrando delecdo de

sondas do cromossomo Y.

Os resultados alterados foram avaliados em reacdes independentes e
comparados aos bancos de dados DGV, DECIPHER e Genome Browser para a

identificacdo de quais CNVs eram benignas e quais eram patogénicas.

3.6 Cultura de Linfocitos de Sangue Periférico

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

acordo com a técnica descrita por Moorhead et al. (1960), para a confirmacao do
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cariétipo e analise de FISH, com a colaboracédo do Laboratério de Citogendémica

do HCFMUSP.

3.6.1 Protocolo de cultura de Linfocitos

O sangue total foi semeado em tubo conico estéril contendo o meio de
cultivo PB-MAX® Karyotyping Medium (Gibco®). O cultivo foi realizado em
incubadora de CO, a 5% e temperatura de 37°C por 72 horas. Em seguida, foi
adicionada a colchicina (KaryoMAX COLCEMID®) a cultura e incubada por 1

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

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido com
solucéo hipoténica (KCI 0,075 M), e o frasco de cultura foi incubado novamente
a 37°C por 15 minutos. Passado este periodo, foi adicionada a solucéo fixadora
gelada (-20°C) constituida de metanol (Merck®) e acido acético glacial (Merck®)
na proporcdo 3:1 para interromper a hipotonizacdo. A cultura com a solucdo
fixadora foi homogeneizada e centrifugada e, em seguida, o sobrenadante foi

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

Este processo de fixacdo foi repetido 3 vezes, e com o material obtido
(células em solucéo fixadora) foram preparadas as laminas para a realizacdo

das técnicas de FISH e cari6tipo.

As laminas foram previamente higienizadas com sabdo Extran® da
Merck®, que € um detergente ndo residual, e dispostas inclinadas em um
suporte no banho Maria a 90°C. O material de cultivo, ja fixado, foi

ressuspendido e gotejado na lamina a uma distancia de aproximadamente 90
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cm. Apl6s a secagem, as laminas 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 sequéncias especificas de DNA em
cromossomos metafasicos ou em nucleos interfasicos apos o cultivo de linfécitos
em sangue periférico. Para isto, as sondas DNA sdo marcadas com
fluorescéncia e hibridadas para detectar presenca, numero e localizacdo de

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

Basicamente, o DNA e a sonda sdo denaturados por temperatura
elevada, e com uma temperatura adequada (ao redor de 37°C), se as
sequéncias forem complementares, ocorrera a hibridacao entre a sonda e o DNA
alvo. Sob microscopia de fluorescéncia com os filtros adequados, podemos

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

Neste estudo foram utilizadas as sondas comerciais “LPE XYc-
Chromosome X a-satellite (DXZ1) e Chromosome Y a-satellite (DYZ3) dual
labelled” (Cytocell®), que marca a regido de centrbmero do cromossomo X em

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

3.7.1 Protocolo de FISH

A lamina previamente preparada com o material do paciente M43 foi

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

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

Ao término, a sonda especifica foi depositada sobre a lamina, e esta
recoberta com laminula. Apés, a lamina foi colocada sobre placa aquecida a

75°C e o0 material denaturado por 3 minutos.

Com o DNA do paciente e a sonda denaturados, a lamina foi vedada com
plastico filme de parafina (Parafim M.®) e armazenada em camara Umida ao
abrigo de luz por 18 horas a 37°C para permitir a hibridacdo. No dia posterior, 0
filme plastico e a laminula foram removidos e a lamina lavada em solucdo 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 lamina foi inclinada para secagem e em seguida foi aplicado o
contracorante DAPI antifade (4,6-diamidino-2-fenilindol) e entdo a lamina pode
ser recoberta com laminula e observada sob microscopio de epifluorescéncia
Axio Imager.A2 (Carl Zeiss AG®). Foram analisadas 50 células em metéfase e
100 em interfase, e a fotodocumentacéo 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 individuos do sexo
masculino com azoospermia ou oligozoospermia confirmadas por analise
seminal anterior. A idade dos homens variou de 18 a 50 anos, com média de
34,7 (desvio padrédo, DP=6,3 e mediana=34). Quanto a 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
constituida.. A idade dos homens variou de 25 a 55 anos, com meédia 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 reacdes, pela auséncia de

cromossomo Y.
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Comparagao entre 0S grupos:

Os homens do grupo de estudo eram significantemente mais jovens do
que os do grupo controle (p=0,0055). N&o houve diferenca 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 reagdes estdo apresentados nos

Anexos D e E.

E importante ressaltar que, como mostrado na Tabela 4, as regibes
analisadas por PCR e MLPA néo sdo exatamente iguais, e sim justapostas.
Considerando a distancia entre o telomero do brago curto do cromossomo Y e
as sondas ou regides sY, nota-se que elas estdo lado a lado, e né&o

sobrepostas.

41 Resultados de STS-PCR

Foram detectadas microdelecbes em sete pacientes do grupo de
estudo (16,3%), subclassificados entre um em AZFa (14,2%); trés em AZFc
(42,9%) e trés em AZFb e AZFc simultaneamente (42,9%) (Tabela 7). Em

relacdo aos controles, n&o foi encontrada nenhuma microdelegéo (Tabela 8).

Quando subdividimos 0s pacientes em azoospermia e oligozoospermia,
encontramos microdele¢des em cinco dos 14 pacientes azoospérmicos (35,7%)

e em dois dos 29 pacientes oligozoospérmicos (6,9%) (Figura 12).
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1 AZFa

14 Azoospérmicos J7 5 DelegGes 3 AZFbc

43 pacientes

inférteis LAZEC

. 2 P J7 2 Delegoes J7 2 AZFc
Oligozoospérmicos

Figura 12: Representacdo esquematica dos resultados encontrados de
Microdelec¢des do Cromossomo Y pela técnica de STS-PCR

Os individuos M3, M18 e M20 apresentaram microdelecdes nas regides
SY254 e SY255 de AZFc; os pacientes M5, M23 e M29 possuem microdelecdes
nas regidbes SY127, SY134, SY254 e SY255, indicando microdelegtes
simultaneamente nas regides AZFb e AZFc; e o individuo M22 possui deletadas

as regides SY84 e SY86, indicando microdele¢bes na regido AZFa.
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Tabela 7: Resultados das STS-PCRs e caracteristicas dos pacientes inférteis
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M31
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Tabela 8: Resultados das STS-PCRs e caracteristicas dos controles
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4.2 Resultados de MLPA

Os pacientes e controles foram analisados por MLPA para investigar o

namero de copias dos genes de interesse (Tabela 9 e Tabela 10).

Todos os pacientes que possuiam microdele¢des diagnosticadas por
STS-PCR também apresentaram microdele¢cdes por MLPA. Além destes,
encontramos delecbes em mais dois pacientes, contabilizando nove delecdes
(21%). Além das dele¢des, encontramos cinco duplicacbes nos pacientes

(11,6%) (Figura 13).

1 AZFa
5
o 3 AZFbc
Delecdes ‘
1 AZFc
+sonda 21 de AZFb
14 Azoospérmicos
| 1 AZFbc
3
. 1AZFa
| Duplicagdes
. 1 "
43 pacientes M
inférteis
1 AZFc

4 2 AZFc
DelegGes + sonda 21 de AZFb

1 AZFabc
29 Oligozoospérmicos | (mosaico)
1 AZFc
2 | +sonda 21 de AZFb
Duplicacdes
1 AZFc

Figura 13: Representacdo esquematica dos resultados encontrados de microdelecdes
do cromossomo Y pela técnica de MLPA
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Tabela 9 : Resultados da MLPA do grupo de estudo, evidenciando dele¢Bes (em
vermelho e laranja) e duplicagbes (em azul e verde)

55

Resultados (CNV) - Sondas

Paciente Delegéo Genes envolvidos
(x1)
M1
M2 X
M3 20, 21, BPY2, DAZ2, CD1YB, CDY2A,
38, 39 DAZ2
M4 X
165 HSFY1, KDMSD, EIF1AY.
M5 ey RBMY1J, BPY2, CDY2A,
CDY2B, CDY1B, DAZ2
M6 X
M7 I -2 DAZ2, CDY1B
M8 X
M9 X
M10 X
M11 X
M12 X
M13 X
M14 I co2A BPY2, DAZ2, CDY1B
M15 X
M16 X
M17 21, 36, 37, BPY2, CDY2A, BPY2, DAZ2,
40, 41 CDY1B
BPY2, DAZ2, CDY1B, CDY2A,
M18 21, 38, 39 DAz
M19 X
BPY2, DAZ2, CDY1B, CDY2A,
M20 21, 38, 39 DAZ2
M21 X
M22 ARSEP, USP9Y, DDX3Y
o HSFY1, KDM5D, EIF1AY,
M23 e RBMY1J, BPY2, CDY2A,
CDY2B, DAZ2, CDY1B
M24 X
M25 X
M26 X
M27 X
M28 CDY2A, BPY2, DAZ2, CDY1B
SRY, RPS24P1, ARSEP, USP9Y,
DDX3Y, UTY, BPY1, VCY1B,
NGLN4Y, CDY2B, HSFY1,
M29 21,43 KDMS5D, EIF1AY, RBMY1J, BPY2,
DAZ2, CDY1B, PPP1R12BP,
CDY2A, RBMY2DP
M30 X
M31 X
M32 X
M33 X
M34 X
M35 X
M36 X
M37 - 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 delegdes (em
vermelho e laranja) e duplicacbes (em azul e verde)
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Paciente

Normal
*x2)

C1

Resultados (CNV) - Sondas

Genes envolvidos

C2

C3

C4

C5

C6

Cc7

C8

C10

Cl1

Ci12

C13

C14

C15

C16

C17

C18

C19

C20

Cc21

Cc22

C23

C24

C25

C26

DX XXX XX XX XX X X X XX XX XX XX XXX XXX XXX [ X

c27

C28

X

BPY2, DAZ2

C29

-r

C30

ARSEP, USP9Y

C31

C32

C33

C34

C35

C36

C37

C38

C39

C40

CF

XXX XX XX XX X | X | X

Mulher (46, XX):
ausénciade Y
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Foram encontradas delecdes nos pacientes M3, M5, M17, M18, M20,
M22, M23, M29 e M43; e duplica¢cdes 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 delecdo nas regides
AZFbc; 0 M22 em AZFa e M17, M18 e M20 em AZFc (com mais uma sonda de

AZFb deletada) (Figura 14).

Em relacdo as cinco duplicacbes, encontramos trés pacientes (M7,
M14 e M28) com a mesma duplicacdo em AZFc (envolvendo as sondas 36 a
41), um paciente (M37, Figura 15) com a sonda controle do cromossomo X
duplicada (evidenciando a presenca da Sindrome de Klinefelter, que se
confirmou por cariétipo), e um paciente (M29) com a duplicacdo de uma sonda

do braco curto, além de 17 sondas da regido AZFa.

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

No paciente M43, foi encontrada apenas uma copia de todas as 43
sondas correspondentes a fragmentos de genes ao longo do cromossomo Y
(Figura 17). Com este resultado, conjecturamos a presenca de um possivel

mosaicismo.

Para confirmar nossa hipétese, recorremos as técnicas de cariotipagem

por bandamento G e FISH para este paciente.
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Figura 14: Representacdo esquematica do cromossomo Y* contemplando as sondas
de MLPA

Nota-se em italico, as sondas correspondentes aos genes e sua localizagdo cromossémica, em
vermelho a regido AZFa, em azul a AZFb, em verde a AZFc e em preto o SRY. Como controle,
representacéo esquematica de homens que tenham o cromossomo Y integro; e abaixo, 0s
pacientes portadores de delecdo e duplicacdo

*Baseado no Genome Browser (https://genome.ucsc.edu)
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Figura 15: Anélise dos dados de MLPA do paciente M37, indicando a presenca
de uma copia a mais do cromossomo controle X, evidenciando Sindrome de
Klinefelter
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4.2.1 Resultado de Cariétipo

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

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

Y4 § q ot " ug i 8w -~
P e
R iow KR o
1 2 3 4 1 2 3 4 5
R » 1] VV « » ® »
WO 8 B w8 wl H MoNo8 oo#
6 7 8 10 11 12 6 7 8 9 10 1 12
L ] 1] [} i i T L 1T
13 14 15 16 17 8 13 14 15 16 17 18
it i n T ; (1] L} ] A Y] # @
19 20 2 p)) X Y 19 2 2 p?) X Y

Figura 16: Resultado do cari6tipo por bandamento G do paciente M43
A esquerda, a linhagem 45,X e a direita a linhagem 46,Xr(Y)

4.2.2 Resultado de FISH

Para a técnica de FISH, utilizamos sondas para os centrémeros de X e
Y, LPE OXYc alpha satéllite (Cytocell®). Foram analisadas metafases 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]
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Figura 17: Imagem dos dados obtidos por MLPA do paciente M43, apés
normatizacao, sugerindo a presenca 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]



Resultados 61

4.3 Andlise Estatistica:

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software padrao
SPSS (SPSS for the Social Science, v. 14 para Windows). O nivel de

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

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

Dos pacientes azoospérmicos, um apresentou delecdo em AZFa
(7,1%), trés em AZFbc (21,4%) e um em AZFc (7,1%). Dos oligozoospérmicos,
dois apresentaram delecdo em AZFc (6,9%), e nenhum em AZFa ou b. Sendo
assim, o risco relativo de um paciente azoospérmico apresentar delecdo em
AZFc comparado a um oligozoospérmico pela técnica de PCR é de RR=4,14
(1C95%: 0,86-19,9), porém néo significante, por conter o nimero 1 no intervalo
de confianca. J& pela técnica de MLPA, o risco da presenca de delecdes em
AZFc de um paciente azoospérmico € RR=2,76 (IC95%: 0,7 — 10,7) vezes o

mesmo risco em pacientes oligozoospérmicos, porém nao significante.

Quando comparamos os resultados obtidos por PCR entre as racas
dos pacientes, ndo obtivemos significancia (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 sdo candidatos a
microdisseccao testicular para busca de espermatozoides com a finalidade de
utiliza-los em Reprodugcdo Assistida, com o resultado da andlise de
microdelecdo do cromossomo Y, tanto por PCR como por MLPA (ambas as

técnicas geraram 0 mesmo numero), apenas quatro pacientes (9,3%) nao
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teriam um bom prognéstico na recuperacdo de espermatozoides
cirurgicamente, por conta de terem diagnosticadas delecbes em AZFa ou

AZFb.
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5 Discussao

A integridade do cromossomo Y € fundamental para que a
espermatogénese, a diferenciacdo e a determinacdo sexuais dos homens
ocorram de forma adequada. Com o advento de novas técnicas moleculares e
citogendémicas, as anormalidades do cromossomo Y vem sendo identificadas
com mais acurdcia, diminuindo assim as alteracbes patogénicas
subdiagnosticadas e melhorando a relacdo gendétipo-fendtipo clinico desses

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

Considera-se que o estudo das microdele¢cées do cromossomo Y seja
extremamente relevante para a compreensao dos mecanismos envolvidos na
espermatogénese, uma vez que os individuos portadores dessas alteracdes
apresentam alta variabilidade do seu fendtipo clinico, desde

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

Sabe-se que em gestacdes apos ICSI, originadas de homens inférteis
por microdelecdo do Y, os descendentes do sexo masculino terdo a mesma
delecdo de seu pai, devido a transmissao patrilinear do cromossomo Y (Saut et
al., 2000; Esteves & Agarwal, 2011). Por este motivo, € indispensavel a

realizagdo do aconselhamento genético para essas familias.

Até recentemente era consenso na literatura, o fato de que homens
com delecdes 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
delecdes parciais e até totais em AZFb e AZFbc possuiam espermatozoides no
ejaculado e exemplos onde foi possivel recupera-los cirurgicamente (Kleiman
et al., 2011; Liu et al.,, 2017a; Stouffs et al., 2017; Zhang et al., 2017),
evidenciando claramente a complexidade da associacdo dessas regides a

infertilidade masculina.

Kleiman e colaboradores (2011) demonstraram que foram encontrados
espermatozoides em 7% dos pacientes com delecéo total em AZFb e AZFbc e
57% dos pacientes com delecdo parcial nas mesmas regibes. Propuseram
entdo uma reavaliagdo na predicdo da presenca de espermatozoides em

homens com estas delecoes.

Os estudos publicados até o momento apontam haver variacdo muito
grande na incidéncia de microdele¢cdes do cromossomo Y dependendo da
populacao 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 variacdo pode ser devida
a escolha dos marcadores STS, pois quanto maior a disponibilidade de
marcadores para analise, maior a chance de se encontrar microdele¢cbes
(Martinez et al., 2000). No entanto, outros autores sugerem que fatores
ambientais e epigenéticos podem estar intimamente ligados a estas variacfes

(Krausz et al., 2003).

Em nosso estudo, encontramos sete delecdes por STS-PCR (16,2%) e
nove dele¢des por MLPA (21%), mostrando que a técnica de MLPA, por gerar

mais dados, pode ser mais acurada para este diagndstico.
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Nossos achados corroboram os dados da literatura, associados aos
resultados de maior nimero de regides deletadas em AZF por MLPA, quando
comparados aos achados pela técnica de PCR (Jiang et al., 2012), mesmo em

uma populacéo distinta.

Na populacao brasileira, foram realizados estudos que detectaram 6,7%
de microdele¢cdes na cidade de Sdo Paulo (Sao Pedro et al., 2003) e 7,5% na

regido sudeste (Pina-Neto et al., 2006).

Nossos dados revelaram uma incidéncia maior do que as da literatura,
de microdelecdes nas regibes AZF, possivelmente porgque o local em que estes
pacientes foram recrutados concentra maior numero de pacientes inférteis,
uma vez que estdo buscando assisténcia médica para descobrirem as causas

de infertilidade e assim conseguirem realizar o sonho de estabelecer gestacao.

Quando subdividimos os pacientes pelo fenétipo clinico, encontramos
microdelecdo de Y em 35,7% de pacientes azoospérmicos e 13,8% de
oligozoospérmicos, estando de acordo com a enorme variacao 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 incidéncia de microdelecdes em AZF pode ser explicada por ser
esta uma regido rodeada por heterocromatina, que € caracteristicamente uma
regido com muito DNA repetitivo, o0 que favorece a recombinagcdo com

mutacdes durante a meiose paterna (Ferras et al., 2004; Bunyan et al., 2012).

No geral, as microdele¢gbes no cromossomo Y ocorrem de novo, ou

seja, nao sao herdadas (Esteves & Agarwal, 2011). Raramente em uma familia
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a mesma delecdo pode causar infertilidade em um s6 homem. Assim, é
possivel que homens férteis com delecdo em alguma porcéo das regides AZF

possam ter gerado filhos inférteis (Saut et al., 2000).

Atualmente, a técnica padrdao de deteccdo Ilaboratorial de
microdelecbes do cromossomo Y € a STS-PCR (Yu et al., 2015), porém, este
método em sua investigacdo clinica inicial esta restrita as regides mais
comuns, sendo que as regides que mais raramente deletadas no geral ndo sao

analisadas, e dessa forma alguns pacientes permanecem subdiagnosticados.

Nesse trabalho, utilizando a técnica de MLPA, conseguimos
diagnosticar delecdes em mais dois pacientes (4,7% a mais) além daqueles
detectados por PCR. Também foi possivel encontrar outros tipos de alteracdes
genéticas, como duplicacdes, Sindrome de Klinefelter (47,XXY) e a presenca
de um mosaicismo importante de delecdo do cromossomo Y. Esses resultados
ndo seriam possiveis de se obter utilizando somente a técnica de STS-PCR,
pois ela avalia apenas a presenca ou auséncia do DNA, e ndo apresenta a

mesma acurécia diagndstica que a MLPA.

Além desses resultados relevantes, também foi possivel detectar
duplicacdes: trés pacientes apresentaram a mesma duplicagdo 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
(Sindrome de Klinefelter), e outro paciente apresentou duplicacdo de uma

sonda do bracgo curto, além das 17 sondas da regido AZFa).

Os rearranjos complexos (incluindo dele¢cbes, duplicacbes e suas
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combinagcBes) na regido AZFc que interferem na espermatogénese sao

controversos e podem variar entre as populacdes (Navarro-Costa et al., 2010).

Foram publicados estudos que mostram que as duplicacbes também
aumentam o risco de infertilidade (Lin et al., 2007), e estdo de acordo com
nossos dados, com as mesmas regides duplicadas: CDY1, que age no
processo de maturacdo do espermatozoide (na transicdo de histona para
protamina), BPY2, que modela o citoesqueleto de células germinativas, e DAZ,
que codifica proteinas de ligacdo que regulam a espermatogénese.
Provavelmente estes genes citados sdo sensiveis a dosagem, ou seja, se suas
expressdes forem aumentadas, podem interferir no processo de

espermatogénese.

Lu et al. (2014) avaliaram o grau de comprometimento espermatogénico
dos genes de multiplas copias de AZFc pela dosagem génica de oito familias
desta regido. Encontraram que apenas as CNV de DAZ e BPY2 foram
associadas a falha espermatogénica, as mesmas CNVs que achamos

duplicadas em trés pacientes.

Nem sempre as duplicacdes tém efeitos prejudiciais. Recentemente foi
relatado que duplicacdes secundarias a delecbes em AZFc parciais podiam
restaurar a concentracdo de espermatozoides moveis ao valor normal
(Noordam et al.,, 2011). Sendo assim, podemos dizer que as duplicacdes
encontradas nos dois homens do grupo controle podem ter sido balanceadas
por outras alteragcdes subdiagnosticadas, sem causar efeito deletério e

prejudicial.
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E importante ressaltar que a técnica de MLPA também possui
limitacbes. Se houver alguma mutacdo ou polimorfismo na sequéncia
detectada por uma sonda, pode ocasionar reducdo na altura relativa do pico,
mesmo se esta mutacao ndo estiver localizada exatamente no sitio de ligacao.
A intensidade do sinal da sonda pode ser alterada também devido as
caracteristicas do DNA utilizado, incluindo o método de extracéo, a solucéo de
eluicdo, o grau de degradacdo da amostra e a presenca de possiveis
contaminantes (residuos de reagentes, proteinas, RNAs, sais, etc.) (Schouten

et al., 2002; Kozlowski et al., 2008).

Wu e colaboradores (2011) descreveram um polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) dentro da regido sY84 em AZFa do cromossomo Y
(rs72609647). Este SNP era responsavel pela troca de um nucleotideo T por G
na quinta base da regido 5" do final do primer reverso de SY84, fazendo com
gue a PCR ndao hibridizasse nesta regiao e gerasse um resultado falso positivo,
mostrando que a técnica tem suas limitagdes de uso. Isto ocorreu em 9,8% dos
pacientes estudados, e, provavelmente, se esta andlise tivesse sido realizada
por MLPA, por ter mais regides proximas a esta englobadas pelo kit, as

limitacdes seriam menores e perceptiveis por profissionais capacitados.

A técnica de MLPA nado detecta o mosaicismo propriamente, mas um

profissional capacitado consegue inferir sua presenc¢a na maioria das vezes.

O mosaicismo é definido pela presenca de duas ou mais linhagens
celulares em um mesmo individuo, e é causado essencialmente por falhas nas

primeiras divisdbes mitéticas do embrido. Estas alteragdes ndo sao herdadas e
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na maioria das vezes sua causa € desconhecida (Johansen et al.,, 2012;

Martinerie et al., 2012).

O cari6tipo mosaico 45,X/46,XY apresenta ampla variedade de
fendtipos, desde mulheres com Sindrome de Turner até homens
fenotipicamente normais, além de diversos graus de genitalia ambigua (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 cromossdémicas provavelmente ocorreu
devido a nao-disjuncdo do cromossomo Y durante a anafase mitotica. Neste
paciente do estudo (M43), o mosaicismo ndo foi detectado por PCR, pela
caracteristica da técnica, e por MLPA pudemos constatar uma anormalidade no
resultado, sugerindo que se tratava de mosaicismo, para posterior confirmacao

por cariotipo.

Com o cariétipo 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) €&

designado pela letra r, como no paciente descrito, 46, X(r)Y.

O cromossomo em anel, em geral, € resultante da quebra das
extremidades do cromossomo e a subsequente fusdo das pontas quebradas.
Estas estruturas sao perdidas muito facilmente nas divisbes celulares devido a
trocas entre as cromatides irmas que originam um unico anel dicéntrico ou a

dois anéis interligados durante a divisdo. As caracteristicas fenotipicas deste
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individuo dependerdo da extensdo dos fragmentos perdidos (Hsu, 1994;

Martinerie et al., 2012).

No caso do paciente englobado em nosso estudo, com cariétipo
45,X/46,X(r)Y, € imprescindivel que seja feito o aconselhamento genético pré-
gestacional, pois a chance de gerar prole com altera¢des devido a formacao de

gametas alterados é grande.

Outro paciente que néo teve alteracdo detectada por PCR foi o M37,
portador da Sindrome de Klinefelter (47,XXY), padrdo este que também foi
confirmado por cariétipo uma vez que a MLPA detectou a presenca de um

cromossomo X adicional, mostrando novamente a eficacia da técnica.

No caso do paciente com delecdo de AZFbc e também duplicacdo do
braco curto e AZFa simultaneos (M29), por PCR pudemos apenas detectar a
delecdo AZFbc. Esta conformacdo mostra similaridade com o caso descrito por
Roovere et al. (Roovere et al., 2007), que apresenta um paciente azoospérmico
com duplicacao da regido Ypll (que inclui o gene SRY), e com delecao parcial
em Yqll (incluindo as regibes AZFbc). Para esta deteccédo, os pesquisadores
utilizaram as técnicas de bandamento G, FISH e PCR. Em nosso paciente, a
delecdo de AZFbc é praticamente total, o que possivelmente gerou maior

gravidade no fenadtipo clinico azoospérmico.

Mesmo com todos estes dados gendmicos gerados pelas mais atuais e
diferentes técnicas citogendémicas, ainda é dificil estabelecer correlacbes entre

as microdelecbes em AZF e os diferentes fendtipos espermatogénicos. Sabe-
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se que esta regido sofre plasticidade genémica e também devemos considerar

a presenca de varias delecdes polimorficas em homens férteis (Vogt, 2004a).

No momento, caminhamos para a aplicacdo do diagnostico genémico
personalizado, com decisbes médicas, praticas, intervencdes e produtos
adaptados ao paciente com base em sua resposta individual prevista ou seu
risco para uma doenca, que pode ser determinado pela sua constituicdo
genética, possibilidade recente que apareceu devido ao avanco das técnicas
moleculares e citogendmicas (Saunders et al., 2012; Farnaes et al., 2018; Lee

et al., 2018).

Sendo assim, é de extrema relevancia que sejam realizados mais
estudos para melhor compreender os rearranjos complexos do cromossomo Y,
com suas delecdes, duplicacbes e translocacdes, para que 0s pacientes

possam ser cada vez mais individualizados e tenham terapéutica mais efetiva.
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6 Conclusodes

1. Foram encontradas, pela técnica de PCR, microdelecées no
cromossomo Y de sete pacientes e, por MLPA, nove delecdes

(duas além das mesmas encontradas por PCR);

2. Pela técnica de MLPA foram detectadas cinco duplicacdes e outras

alteracdes cromossémicas ndo diagnosticadas por PCR,;

3. Esses resultados mostram que a MLPA é uma técnica mais
sensivel que a técnica de PCR para detectar microdelecdes do

cromossomo Y.
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7 Anexos

Anexo A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para PACIENTES

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

K PACIENTE

O CONTROLE

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DE PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

N O E . e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & .o SEXO: MO FO

DATA NASCIMENTO: . / S

ENDERECO .. R

BAIRRO: ... ... CIDADE ...

CEP: TELEFONE: DDD (............ ) USSR
2 RESPONSAVEL LEGAL oo e e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) . L

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ..o SEXO:MO FO

DATA NASCIMENTO: ... Y A,

EN D ERE GO e N® APTO: ...
BAIRR O s CIDADE . e
CEP: TELEFONE: DDD (............ S OSSR

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Detecgéo de Microdelegdes do Cromossomo Y comparando os
resultados obtidos pelas técnicas de PCR e MLPA em pacientes inférteis”

PESQUISADOR: Prof. Dr. Edmund Chada Baracat

CARGOIFUN(;ﬁ.O: Professor Titular da Disciplina de Ginecologia

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL - CRM N° 28085

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Ginecologia — Centro de Reproducédo Humana

3 AVALIACAOD DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO O RISCO MEDIO

O RISCO BAIXO O RISCO MAIOR

4 DURACAO DA PESQUISA: 48 meses

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador,
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1- Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo por possivelmente ser portador uma pequena
delecéo em seu cromossomo Y. O objetivo do estudo é tentar avaliar se os pacientes homens que néo tem
ou tem poucos espermatozoides no sémen possuem em seu cromossomo Y pequenos pedacos faltando.
Tentaremos procurar a falta destes pedacos no cromossomo por duas técnicas diferentes, esperando
encontrar que a técnica mais nova e avancada identifique mais pedacos faltando do que a técnica mais
antiga, podendo no futuro melhorar o diagnéstico e tratamento dos pacientes.

2- Para isso, coletaremos uma amostra de sangue de 10 mL de sua veia do braco, com agulha estéril e
descartdvel. Este procedimento podera causar um pouco de dor na picada e apesar de raro, pode haver a
formacéo de hematoma no local.

3- Com o sangue coletado, extrairemos o DNA para esta avaliacéo.

4- Néo ha beneficio direto e imediato para o participante, além da possibilidade de obter um
aconselhamento genético para entender melhor a possibilidade de transmitir aos filhos homens o mesmo
problema.

5-  Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responséveis pela pesquisa para o
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Prof. Dr. Edmund Chada Baracat, que
pode ser encontrado na Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 — 4° andar, bloco 19 (Centro de
Reproduc@o Humana), telefones: 2661-7994 [/ 2661-7993. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com a Comisséo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq (Diretoria Clinica do HCFMUSP) — Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar
— Prédio da Administracéo — Cerqueira César — CEP: 05403-010, Sdo Paulo/SP, telefone: 2661-7585 — e-
mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br.

6-  Vocé pode deixar o estudo em qualguer momento, retirando o consentimento para participacéo no estudo; a
continuidade de seu tratamento na Instituicdo & garantida.

7-  As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, nédo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente;

8- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

9- Né&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também néo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacéo.

10- Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “Deteccéo de Microdelecdes do Cromossomo Y comparando os resultados

obtidos pelas técnicas de PCR e MLPA em pacientes inférteis”.

Rubrica do sujeito de pesguisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Eu discuti com o Prof. Dr. Edmund Chada Baracat sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais séo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / !

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre & Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participac@o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel|

Rubrica do pesquisador,
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para CONTROLES

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O PACIENTE

CONTROLE

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DE PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

d N O . e e et e ee e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & . SEXO: MO FO

DATA NASCIMENTO: ......../ /

ENDERECO L. e N® e APTO:
BAIRRO: ... CIDADE ...

DATA NASCIMENTO: ...... oo

ENDERECO: .o N® APTO: ...
BAIRRO: ... CIDADE: ...
CEP: TELEFONE: DDD (............ TR SO SO UPS PSR R

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Deteccio de Microdelegdes do Cromossomo Y comparando os
resultados obtidos pelas técnicas de PCR e MLPA em pacientes inférteis”

PESQUISADOR: Prof. Dr. Edmund Chada Baracat

CARGO/FUNCAOQ: Professor Titular da Disciplina de Ginecologia

INSCRICAQ CONSELHO REGIONAL: CRM N° 28085

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Ginecologia — Centro de Reproducdo Humana

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO O RISCO MEDIO

O RISCO BAIXO O RISCO MAIOR

4 DURACAO DA PESQUISA: 48 meses

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubtica do pesquisador.
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1- Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo para fazer parte de um grupo controle de
homens férteis para um estudo que pretende avaliar homens inférteis que possam ser portadores de uma
pequena delecao em seu cromossomo Y. O objetivo do estudo € tentar avaliar se os pacientes homens
que nao tem ou tem poucos espermatozoides no sémen possuem em sSeu cromossomo Y pequenos
pedacos faltando. Tentaremos procurar a falta destes pedacos no cromossomo por duas técnicas
diferentes, esperando encontrar que a técnica mais nova e avancada identifique mais pedacos faltando do
que a técnica mais antiga, podendo no futuro melhorar o diagndstico e tratamento dos pacientes.

2- Para isso, coletaremos uma amostra de sangue de 10 mL de sua veia do braco, com agulha estéril e
descartavel. Este procedimento podera causar um pouco de dor na picada e apesar de raro, pode haver a
formac&o de hematoma no local.

3- Com o sangue coletado, extrairemos o DNA para esta avaliacdo.

4- N&o ha beneficio direto e imediato para o participante, além da possibilidade de obter um
aconselhamento genético para entender melhor a possibilidade de transmitir aos filhos homens o mesmo
problema.

5-  Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para o
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o Prof. Dr. Edmund Chada Baracat, que
pode ser encontrado na Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 2565 — 4° andar, bloco 19 (Centro de
Reproducdo Humana), telefones: 2661-7994 / 2661-7993. Se vocé tiver alguma considerac&o ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com a Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq (Diretoria Clinica do HCFMUSP) — Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar
— Predio da Administracdo — Cerqueira Cesar — CEP: 05403-010, Sao Paulo/SP, telefone: 2661-7585 — e-
mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br.

6-  Vocé pode deixar o estudo em qualquer momento, retirando o consentimento para participacdo no estudo; a
continuidade de seu tratamento na Instituicdo € garantida.

7-  As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente;

8- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

9- Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também nédo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacao.

10- Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “Deteccdo de Microdelecdes do Cromossomo Y comparando os resultados

obtidos pelas técnicas de PCR e MLPA em pacientes inférteis”.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsével

Rubrica do pesquisador.
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Eu discuti com o Prof. Dr. Edmund Chada Baracat sobre a minha decisdo em patrticipar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Anexo C: Parecer do Comité de Etica Institucional

HOSPITAL DAS CLINICAS DA

FACULDADE DE MEDICINA DA {W"‘P

USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deteccdo de Microdelecies do Cromossomao ¥ comparando os resultados obtidos
pelas técnicas de PCR e MLPA em pacientes inférteis

Pesquisador: Edmund Chada Baracat

Area Temdtica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de anslise
&tica por parie da COMNER;);

Versdao: 3
CAAE: 23697213.0.0000.00828
Instituigio Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: Financiaments Propric
DADODS DO PARECER

Mimero do Parecer: 535.321
Data da Relatoria: 18022014

Apresentagio do Projeto:

O projets encaminhado ird analisar microdelegdes do cromossomo Y em pacientes masculines inférteis com
azoospermia e cligozoospermia. O projeto visa a obtengdo do titulo de Doutor; esta bem escrito,
fundamentado em dados de literatura & com metodologia adequada. Os pacientes serdo aqueles atendidos
no Centre de Reprodugdo Humana Governador Mario Covas da Faculdade de Medicina da Universidade de
S50 Paulo.

Objetivo da Pesguisa:

Os objetives da pesquisa s3o:

- investigar molecularmente sequéncias do cromossomo ¥, procurando por microdelegdes em suas
subregifes:

- Detectar variagdes no nimers de copias dos genes contidos nas sequéncias de DMA de partes do
cromossomo Y

- Realizar corelagio gendtipo x fenotipo;

- Introduzir & técnica de MLPA no Laboratdrio de Genética do Centro de Reprodugio Humana

Governador Marie Covas da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Faulg, a fim de cbtermos uma

terapéutica mais efetiva aos pacientes.

Enderego: Rua Ovidio Plres de Campos, 225 5° andar

Balrng: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: 5P Munlciplo:  SAD PAULD
Talefona:  (11)2561-7565 Fam: (11)2661-T565 E-mall: marciacanahogne. imousp.br

Pikgins Il e 03
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores o Unico risco aos pacientes & aquele inerente 3 coleta de sangue (dor e
formag3o de hematoma).

N30 ha beneficio direto para o participante, além da possibilidade de obter um aconselhamento genético
para melhor entendimento da possibilidade de transmitir aes filhes homens a mesma mutacde detectada. O
beneficio da pesquisa seria o desenvolvimento & implantagio de uma técnica mais sensivel e precisa no

Corsnuaglo do Fanecer: 535121

Servigo em questdo, para melhor caracterizagdo dos quadros de infertilidade masculina.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa bastante interessante, de grande importdncia para a area, que traz novas possibilidades de
entendimento da etiologia da infertilidade masculina.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O pesquisador apresentou as modificagdes solicitadas, afirnando o descarne das amostras restantes apés ©
término da pesquisa. Portanto, no havera armazenamento de material biologico para uso futuro.

O projeto sera custeado com verba advinda do Ministério da Salde destinada ao Centro de Reprodugac
Humana Governador Mario Covas da Faculdade de Medicina da USP.

Recomendagoes:

N3o ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N3o ha mais nenhuma pendéncia ética.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 ; cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar & apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a gualquer momento; d) manter em arguivo sob sua guarda, por 5§ anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentas recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP inter'rupt;iu do projeto ou

Endersgo: Rua Ovidio Pires g2 Campos, 225 5° andar

Balrro:  Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: 5P Municiplo:  SAD PAULO
Telefone: |11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mall: marcia carvalho@nhc fm usg.br

Pagre 02 & 08
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a ndo publicagdo dos resultados.

Congnuaclo do Parecer: $36.321

SAQ PAULO, 20 de Feverairo de 2014

Assinador por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Enderego. Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Balrro:  Cerquelra Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAD PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2561-75865 E-mail: marcia carvaiho@nc. fm. usp.br

Pagne 03 e &8
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Anexo D: Resultados finais das reac6es de PCR (em azul) e MLPA (numeradas) dos pacientes do grupo de estudo

A: Azoospérmico
O: Oligozoospérmico

2 copias (normal)
presenca (normal)

1 cépia
0,5 copia

Auséncia (delecao) / 0 copias

3 coOpias
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Anexo E: Resultados finais das reacdes de PCR (em azul) e MLPA (numeradas) dos pacientes do grupo controle

2 copias (normal)

presenca (normal)

3 copias
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