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Resumo

Ainfertilidade masculina é uma patologia de causa multifatorial associada a fatores genéticos
e ambientais. Por conseguinte, a sua apresentacdo fenotipica é altamente heterogénea,
incluindo habitualmente disfuncdo testicular e perturbacdo da espermatogénese. Quanto
mais severo o fenodtipo, mais preponderantes sdo os fatores genéticos na etiologia da
patologia. A disfuncdo da espermatogénese manifesta-se num quadro clinico de azoospermia
secretora. Esta é considerada a manifestacdo mais severa de infertilidade masculina,
afetando cerca de 1% da populacdo masculina mundial. AlteragGes genéticas como as
aneuploidias dos cromossomas sexuais, grandes rearranjos estruturais e microdelecdes do

cromossoma Y tém um papel de relevo na etiologia destes casos.

O caridtipo é o teste genético de primeira linha na pesquisa etiolégica da infertilidade
masculina. A pesquisa de microdele¢Bes do cromossoma Y é recomendada em casos de
perturbacdo da espermatogénese. Efetivamente microdelecdes de genes da regido AZF
(fator de azoospermia) do braco longo do cromossoma Y comprometem a espermatogénese
e estdo associadas a casos graves de oligozoospermia e azoospermia. Deste modo, este
trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do estudo citogenético e da pesquisa de
microdelecdes do cromossoma Y no diagndstico clinico da infertilidade primaria masculina.
No ambito deste estudo foi realizada a analise citogenética e implementada a técnica de
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) para pesquisa das microdelecGes

do cromossoma Y em casos de infertilidade primaria masculina.

No decorrer deste estudo foram avaliados 111 casos de infertilidade primaria masculina e
foram identificadas 11 altera¢Bes genéticas causais deste fendtipo, maioritariamente por
citogenética convencional. Verificou-se que a aplicacdo simultanea das metodologias de
citogenética e genética molecular permite atingir um maior nimero de diagndsticos, bem
como a melhor caraterizacdo das altera¢des identificadas. O estudo citogenético mantém-se
a metodologia mais relevante nestes quadros clinicos, contudo, a pesquisa de microdelecdes

do cromossoma Y por MLPA complementa-a por aumento da resolucdo da andlise.

Palavras-chave: Cariétipo; Microdele¢bes do Cromossoma Y; Infertilidade Masculina; Genes

AZF; Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification.






Abstract

Male infertility is a pathological condition with multifactorial causes associated with genetic
and environmental factors. Therefore, its phenotypic presentation is highly heterogeneous,
usually including testicular dysfunction and spermatogenesis disturbance. The more severe
the phenotype, the more predominant genetic factors are in the etiology of the infertility.
The dysfunction of spermatogenesis results in clinical cases of non-obstructive azoospermia.
This is considered the most severe manifestation of male infertility, affecting around 1% of
the world's male population. Genetic aberrations such as sex chromosome aneuploidies,
large structural rearrangements and Y chromosome microdeletions play an important role in

the etiology of these cases.

The karyotype is the first line of genetic testing in the etiological research of male infertility.
The screening for microdeletions of the Y chromosome is recommended in cases of
spermatogenesis disturbance. Microdeletions of genes in the azoospermia factor region of
the long arm of the Y chromosome compromise spermatogenesis and are associated with
severe cases of oligozoospermia and azoospermia. Accordingly, this work aims to evaluate
the impact of the cytogenetic study and the screening of Y chromosome microdeletions in
the clinical diagnosis of primary male infertility. As part of this study, cytogenetic analysis was
carried out and the Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) technique was

implemented to screen Y chromosome microdeletions in cases of primary male infertility.

In the course of this study, 111 cases of primary male infertility were assessed and 11 genetic
alterations causing this phenotype were identified, most of which by classical cytogenetics.
It was found that the simultaneous application of these methodologies allows for a greater
number of diagnoses to be made, as well as a better characterization of the identified genetic
aberrations. The cytogenetic study remains the most relevant methodology in these
conditions, however, the search for Y chromosome microdeletions by MLPA complements it

by increasing the resolution of the analysis.

Keywords: Karyotype; Y Chromosome Microdeletions; Male Infertility; AZF Genes; Multiplex

Ligation-Dependent Probe Amplification.
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1. A Infertilidade Masculina

1.1 Definicdo e Prevaléncia

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define infertilidade como “doenca do sistema
reprodutivo caracterizada pela incapacidade de alcancar uma gravidez clinica apds 12 meses
de relacbes sexuais regulares desprotegidas”’?. Esta é uma patologia de manifestacdo
heterogénea, englobando tanto quadros clinicos com reducao da probabilidade de concecdo
espontanea, como casos de esterilidade total e irreversivel®. Efetivamente, a infertilidade é
classificada como primaria quando nunca foi estabelecida uma gravidez clinica e como
secundaria em casos de incapacidade de conceber subsequentemente a uma gravidez clinica,

independentemente do resultado dessa gestacdo?*.

O relatério da OMS relativo a prevaléncia mundial da infertilidade de 2023 estima que 17.5%
dos casais seja infértil>. O primeiro estudo epidemioldgico sobre infertilidade em Portugal,
AFRODITE em 2009, concluiu que 9 a 10% dos casais portugueses sofre de infertilidade ao
longo da vida®. Tradicionalmente, considera-se que 20 a 30% dos casos de infertilidade se
devem exclusivamente a fatores masculinos, 50% apenas a fatores femininos e os restantes
a uma combinacdo de ambos?*. No entanto, uma revisdo recente dos dados disponiveis na
literatura conclui que a infertilidade masculina contribui para 20 a 70% dos casos de
infertilidade’. O mesmo estudo estima que 2.5 a 12% da popula¢do masculina mundial seja
infértil, com especial prevaléncia em Africa e na Europa Central e do Leste. N3o obstante,
considera-se que estas taxas sdo subestimadas devido a inconsisténcia na aplicacdo dos
conceitos de infertilidade e as crencas culturais que constrangem a procura de cuidados

médicos por parte destes individuos’.

A infertilidade masculina é uma patologia de causa multifatorial associada tanto a fatores
genéticos como ambientais®. Por conseguinte, a sua apresentacdo fenotipica é altamente
heterogénea, incluindo habitualmente disfuncdo testicular e perturbacdo da
espermatogénese’. Quanto mais severo o fendtipo, mais preponderantes sdo os fatores
genéticos na etiologia da patologia®. Atualmente, gracas a evolucdo das tecnologias de
diagndstico, é possivel identificar uma causa genética em 15% dos casos de infertilidade de

fator masculino®®. O diagndstico etiolégico é crucial para a decisdo terapéutica com vista a



procriacdo, bem como para o acompanhamento clinico das comorbilidades associadas a

infertilidade masculina®®.

1.2 Avaliagdo Clinica

Apds o diagndstico de infertilidade, conforme os critérios da OMS anteriormente referidos,
ambos os membros do casal devem ser submetidos a uma avaliacdo clinica. Esta avaliacdo é
igualmente recomendada apds seis meses de relacdes sexuais desprotegidas sem concecao
se a mulher tiver mais de 35 anos e a individuos com histdria clinica relevante!''2. A avaliacdo
clinica tem como principal objetivo identificar condi¢Ges patoldgicas que possam ser tratadas
ou minimizadas, possibilitando assim estabelecer uma gravidez espontanea. Pretende-se
também identificar quadros clinicos que, sendo irreversiveis, possam ainda assim beneficiar
de tecnologias de procriacdo medicamente assistida (PMA). Finalmente, deve ser avaliado o
estado de saude geral do paciente de modo a identificar potenciais patologias subjacentes a
infertilidade ou comorbilidades desta'™!3. O progndstico do individuo infértil depende da
duracdo da infertilidade; se esta é primdria ou secundaria; da qualidade espermdtica; da

idade do individuo e da fertilidade da parceira®!™.

As diretrizes da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM), Associacdo Europeia
de Urologia (EAU) e Associacdo Americana de Urologia (AUA) estabelecem que a avaliagdo
clinica inicial do homem deve incluir a recolha da histdria reprodutiva e o espermograma®®.
Caso seja identificada histdria clinica relevante e/ou alteragdes dos pardmetros espermaticos
¢ ent3o realizada uma avaliac3o clinica mais extensa?. O estudo completo do homem infértil

deve incluir®:

I.  Histdria clinica e reprodutiva;
Il Espermograma;
[l. Exame fisico;
V. Estudo enddcrino;
V.  Estudos genéticos;
VI. Exames de imagiologia;

VII.  Outros testes especializados.



A histéria clinica e reprodutiva, o espermograma e o exame fisico avaliam os mesmos
parametros em todos os pacientes e permitem estabelecer uma orientacdo inicial do estudo
clinico. Deste modo, é possivel que os estudos enddcrinos e genéticos, os exames de
imagiologia e outros testes especializados sejam adaptados a apresentacao clinica de cada
individuo*!!. Efetivamente, o estudo enddcrino inicial compreende o doseamento da
hormona foliculo-estimulante (FSH) e testosterona total e caso sejam detetadas anomalias,
¢ alargado a outras hormonas como a hormona luteinizante (LH), testosterona livre, estradiol
e/ou inibina B'2. Relativamente ao estudo genético, este é direcionado a apresentacio clinica
do individuo, uma vez que diferentes etiologias genéticas terdo consequéncias fenotipicas
distintas!'. A Figura 1 apresenta um possivel algoritmo de diagndstico de infertilidade

masculina apds o diagndstico de azoospermia pelo espermograma'.

Avaliagdo da histéria clinica e
espermograma

l

Diagndstico de Azoospermia

Exames clinicos

Fendtipo

Diagnéstico l

Exame fisico e estudo enddcrino

J

Azoospermia Obstrutiva ‘ Sem diagnéstico ‘

! !

Hipogonadismo
hipogonadotrépico

v v 4—‘ ' l

Volume de FSH baixa

Azoospermia Secretora

Vasos deferentes presentes;

jacul
Volume de ejaculado baixo Clactiade
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R B ! I .

Estudos
biogufmicos e
imagioldgicos

ejaculado LH baixa
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Volume de
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do cranio
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Pesqguisa de microdelegdes
do cromossoma Y
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Ecografia renal Y
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P génese normal ou
Ejaculacao retrograda

génese

Figura 1: Algoritmo de diagndstico de infertilidade masculina associada a azoospermia. FSH: hormona
foliculo-estimulante; LH: hormona luteinizante. Adaptado de Esteves et al., 2021.

O estudo da qualidade espermatica pelo espermograma é fundamental no estudo do homem
infértil. O espermograma analisa o ejaculado através de pardmetros macroscopicos —
aparéncia, volume, pH e viscosidade — e microscépicos — concentracdo, motilidade,

morfologia, aglutinacdo e vitalidade dos espermatozoides'®>. Assim, permite avaliar a



capacidade de producdo de espermatozoides e do seu transporte nos ductos pos-
testiculares, bem como a atividade das glandulas secretoras anexas'®. Efetivamente, o
espermograma permite identificar varios defeitos espermaticos associados a infertilidade.
Estas alteracGes ndo sdo diagndsticas por si so, visto que sdo manifestacdes de uma patologia
subjacente, no entanto a sua identificagdo permite informar o processo clinico diagndstico®.
Os valores de referéncia do espermograma baseiam-se em dados de estudos populacionais
e sdo disponibilizados pela OMS*. O manual da OMS de 2021 estabelece como valores
minimos de referéncia: (i) volume total do ejaculado de 1.4mL; (ii) concentracdo de 16
milhGes de espermatozoides por mililitro; (iii) motilidade progressiva em 30% dos
espermatozoides; (iv) morfologia normal em 4% dos espermatozoides, entre outros

pardmetros. Deste modo, variacdes destes valores permitem a identificacdo de quadro de'®:

- Azoospermia: auséncia de espermatozoides no ejaculado;

- Oligozoospermia: concentracgdo de espermatozoides inferior a 16x10° por mililitro;

- Criptozoospermia: espermatozoides identificados apds centrifugacdo da amostra;

- Astenozoospermia: percentagem de espermatozoides com motilidade progressiva
inferior a 30%;

- Teratozoospermia: percentagem de espermatozoides com morfologia normal inferior
a 4%;

— Necrozoospermia: nimero reduzido de espermatozoides vivos e elevada percentagem

de espermatozoides imoveis.

Recentemente, foram propostos novos parametros para avaliacdo da qualidade seminal: o
stress oxidativo seminal e a fragmentacdo do DNA dos espermatozoides. Em ambos os casos,
as causas podem ser intrinsecas, como anomalias enddcrinas, varicocelo e infegBes, ou

extrinsecas, devido a exposicdo a poluicdo e radiacdo ou consumo de &lcool e tabagismo®*L.

O stress oxidativo consiste no desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e as defesas antioxidantes do organismo. A concentracdo excessiva destes compostos
resulta em danos a nivel proteico, lipidico e do DNA!. A acdo das ROS tem efeitos negativos
na qualidade espermatica, funcdo e integridade dos espermatozoides®. Efetivamente, em
cerca de 50% dos casos de infertilidade masculina é detetado stress oxidativo no plasma
seminal®®. Este mecanismo pode danificar a estrutura do DNA, em particular a sua

fragmentacdo pela quebra de uma ou ambas as cadeias nucleotidicas. O aumento da



fragmentacdo do DNA dos espermatozoides é comum em homens inférteis com ou sem
anomalias detetadas no espermograma. Os espermatozoides afetados mantém a capacidade
de fertilizacdo, contudo o desenvolvimento embriondrio e implantacdo podem ser
comprometidos, existindo maior probabilidade de aborto espontaneo e malformacdes
congénitas®. A implementagdo da andlise destes pardmetros na rotina diagndstica da
infertilidade masculina requer ainda o esclarecimento da sua patofisiologia e impacto na
gualidade seminal, bem como a definicdo das técnicas de estudo mais indicadas, os valores

de referéncia e terapéuticas adequadas.

1.3 Classificagdo Etioldgica

A infertilidade masculina integra um conjunto heterogéneo de patologias de apresentacdo e
etiologia distintas, cuja etiologia pode ser adquirida, congénita ou idiopatica**’. As condi¢cdes
adquiridas podem dever-se a doencas sistémicas, trauma, fatores ambientais ou ao estilo de

vida*1!. As patologias congénitas podem ser subdivididas em genéticas ou ndo genéticas™*'.

Sdo considerados idiopaticos os casos em que a avaliacdo clinica ndo identifica anomalias nos
pardmetros em estudo que justifiqguem a incapacidade de conceber!!. Estes quadros clinicos
representam cerca de 30 a 40% dos casos de infertilidade masculina. Nestes casos, admite-
se que o fendtipo podera estar associado a acdo de ROS, a disrupc¢do enddcrina associada a
poluicdo, e/ou a alteracdes genéticas e epigenéticas®. Efetivamente, os processos de
desenvolvimento gonadal, atividade testicular e espermatogénese sdo ativamente regulados
por inumeros genes cuja alteracdo pode ter efeitos deletérios na fertilidade. A complexidade
e o elevado numero de genes envolvidos na espermatogénese, cerca de 2000, sugerem que
exista elevada heterogeneidade génica e alélica nos quadros clinicos de falha
espermatogénica. Contudo, a identificacdo, o estudo e a classificacdo de variantes
patogénicas nestes genes é dificultado pelo desconhecimento dos mecanismos moleculares
em que estdo envolvidos, o seu cardter geralmente esporadico e a baixa frequéncia alélica

na populagdo®&1°,

A classificacdo etioldgica tradicional da infertilidade masculina tem em consideracdo o
processo bioldgico perturbado e a sua localizagdo anatdmical®. Assim, a infertilidade pode

ser pré-testicular, testicular ou pds-testicular, dependendo da existéncia de alteragdes a nivel



enddcrino, testicular ou no transporte do esperma, respectivamente?’. Recentemente, foi
proposta uma nova classificacdo em quatro categorias: defeitos espermaticos quantitativos;
obstrucdo ou disfuncdo de ductos; defeitos espermaticos qualitativos e perturbacdes do eixo
hipotalamo-hipdfise®. Este sistema considera a apresentacdo clinica e os mecanismos
patofisiolégicos na definicdo das categorias etioldgicas®?l. Assim, esta classificacdo ¢

congruente com a orienta¢do do estudo diagndstico e da terapéutica de cada patologia®?*.

1.3.1 Defeitos espermaticos quantitativos

Nesta categoria incluem-se quadros clinicos de reducdo do nimero de espermatozoides no
ejaculado’. Estas patologias devem-se a perturbacdo do processo espermatico e sdo a causa
mais frequente de infertilidade masculina®. Caraterizam-se pela reducdo do nimero de
espermatozoides no esperma, niveis de FSH aumentados (>7 IU/L) e volume testicular
diminuido (<15mL)*?. O fendtipo ¢é varidvel, desde casos de oligozoospermia,
oligozoospermia severa (concentracdo de espermatozoides inferior a 5x10%°/mL) e

azoospermiat?1®,

IniUmeras patologias estdo associadas a reducdo do numero de espermatozoides no
ejaculado. Nas formas congénitas incluem-se a anorquia, criptorquidia e alteracdes
cromossomicas numéricas e estruturais. As condicGes adquiridas incluem o varicocelo,
torcdo testicular, doencas sistémicas, neoplasias testiculares e quadros clinicos de infecdo,

trauma ou pds-cirdrgicos”?L.

1.3.2 Obstrugdo ou disfungdo de ductos

Os disturbios de transporte espermatico perturbam a emissao dos espermatozoides para o
exterior, podendo ocorrer a qualquer nivel do trato urogenital®. Assim, a espermatogénese,
o volume testicular e os niveis de FSH e LH sdo normais, mas os individuos sdo
oligozoospérmicos ou azoospérmicos®. De acordo com a localizacdo da obstrucdo/disfuncio,
estas patologias sdo subdivididas em obstrucGes intratesticulares; obstrucdes dos
epididimos; obstrucdes dos vasos deferentes; obstrucdes dos ductos ejaculatérios e

obstrucdes dos ductos seminais distais®.



As patologias que integram esta categoria resultam de lesdes do trato urogenital, infecgdo,
inflamacdo ou doengas autoimunes. A Unica forma congénita de causa genética conhecida é
a auséncia congénita bilateral dos canais deferentes (CBAVD)*. Esta estd associada a variantes
patogénicas em homozigotia no gene regulador da condutancia transmembranar da Fibrose
Quistica (CFTR), podendo apresentar manifestacGes cldssicas da fibrose quistica.
Adicionalmente, variantes deste gene podem estar na base de fendtipos obstrutivos como a
obstrucdo idiopatica do epididimo, obstrucdo bilateral dos canais ejaculadores associada a

anomalias das vesiculas seminais®*°.

1.3.3 Defeitos espermaticos qualitativos

Os defeitos espermaticos qualitativos incluem alteragdes da morfologia e/ou da motilidade
e funcdo dos espermatozoides. Estas patologias podem ser classificadas em (i)
macrozoospermia; (ii) globozoospermia; (iii) multiplas anomalias morfoldgicas do flagelo
(MMAF), e (iv) discinesia ciliar primaria (PCD)°. Estas alteracdes podem dever-se a fatores

congénitos e adquiridos?*.

Estes fendtipos podem estar associados a perda de competéncia para a mobilidade,
fertilizacdo e, posteriormente, prejudicar o desenvolvimento embriondrio. A disfuncdo a nivel
da motilidade pode ser ultrapassada através de técnicas de PMA como a injecdo
intracitoplasmatica (ICSl). Contudo, caso a integridade genética se encontre comprometida,

os embrides poderdo ndo ser vidveis¥?!.

1.3.4 Perturbagdes do eixo hipotalamico-pituitario

A espermatogénese é dependente da regulacdo hormonal estabelecida pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-testicular. Perturbacdes da atividade do hipotdlamo e/ou hipofise
podem resultar em hipogonadismo hipogonadotrépico®®°. Esta condicdo é caracterizada pela
diminuicdo dos niveis de FSH, LH e testosterona. A etiologia pode ser congénita, como é o
caso da sindrome de Kallman e do hipogonadismo hipogonadotrépico idiopatico
normosmico, ou adquirida e associar-se a condi¢Ses adquiridas como trauma, tumor,

doencas infiltrativas ou infecdo!%23,



1.4 A Espermatogénese

A espermatogénese é o processo de producdo de células sexuais haploides, os
espermatozoides, a partir de células germinais, as espermatogdnias do tipo A%*. Este
processo tem duracdo de cerca de 72 dias e pode ser dividido em trés fases: (i) divisdo
mitdtica das espermatogodnias; (ii) divisdo meidtica dos espermatdcitos e producdo

espermatides e (iii) espermiogénese, diferenciacio das espermatides em espermatozoides??.

As espermatogonias do tipo A (2n) sdo células germinais que se encontram na membrana
basal dos tubulos seminiferos??. Aquando da puberdade, estas células proliferam por mitose
produzindo a cada divisdo uma espermatogonia do tipo A e uma espermatogodnia do tipo B
(2n), para renovacdo da populacdo celular e producdo de espermatozoides,
respectivamente?'?22> As espermatogénias do tipo B diferenciam-se em espermatdcitos
primdrios (2n) que, ao sofrerem a primeira divisdo da meiose, ddo origem a dois
espermatdcitos secunddrios (n)??%?°. A segunda divisio meidtica produz quatro
espermatides (n)?%?%%. A espermiogénese diferencia as espermatides em espermatozoides
por alteracdo da sua forma, dimens3o e composicdo em organelos®. Os espermatozoides
formados sdo constituidos por trés estruturas principais: a cabeca, a peca intermédia e a

cauda®.

Ao longo da espermatogénese, as células mais diferenciadas afastam-se da zona basal dos
tubulos seminiferos e, finalizado este processo, os espermatozoides sdo libertados pelas
células de Sertoli no limen dos tubulos?*?>. Nos epididimos os espermatozoides adquirem
motilidade, concluindo assim a sua maturacdo?. Finalmente, a capacidade de fertilizar o
ovdcito é adquirida no trato reprodutor feminino pelo processo de capacitacdo?. O processo

espermatogénico encontra-se representado esquematicamente na Figura 2%,

A espermatogénese é um processo complexo dependente de regulacdo precisa dos
processos celulares, enddcrinos e genéticos?®. A nivel celular, sdo secretados fatores
paracrinos e autdcrinos que estabelecem a comunicacdo entre células germinais e
somaticas?®. O controlo enddcrino decorre do ciclo de feedback negativo estabelecido no
eixo hipotalamo-hipodfise-testicular. Efetivamente, o hipotdlamo secreta hormona

libertadora de gonadotrofinas (GnRH) a qual estimula a hipdfise a produzir LH e FSH que
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atuam a nivel testicular. Esta estimulacdo induz a espermatogénese, a producdo de

testosterona e inibina, hormonas estas que inibem a producdo de GnRH pelo hipotalamo?’.
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Figura 2: llustragdo esquemdtica da espermatogénese humana. Adaptado de Encyclopaedia Britannica.

A desregulacdo da espermatogénese em qualquer das suas fases pode conduzir a producdo
de espermatozoides anormais, ou mesmo a falha espermatogénical’. Relativamente a
regulacdo genética, estima-se que existam cerca de 2000 genes intervenientes na
espermatogénese, predominantemente expressos nos testiculos?®. A Figura 3 associa alguns
dos mecanismos moleculares relevantes em cada estddio da meiose a genes que 0s
regulam?®. O estudo de individuos inférteis tem permitido expandir o nimero de genes cuja
alteracdo estd associada aos diferentes fendtipos de infertilidade, tendo uma recente revisdao

sistemdtica identificado 120 genes associados a estas patologias®*°.

O DNA sofre inimeras modificacGes durante a espermatogénese, incluindo alteragdes
epigenéticas, reorganizacao da estrutura da cromatina e recombinagcdo cromossdmica na
meiose. Estes processos podem introduzir erros que contribuem para o fendtipo da
infertilidade. Efetivamente, foram identificadas altera¢des ao nivel da metilacdo do DNA e da
arquitetura da cromatina dos espermatozoides de homens inférteis**2. Adicionalmente,

verifica-se que homens inférteis com parametros seminais alterados, apresentam um
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aumento da frequéncia de espermatozoides aneuploides33343>3¢ Em qualquer dos casos hd

um comprometimento da fertilidade e viabilidade dos embrides produzidos®\33.
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Figura 3: Genes envolvidos em mecanismos moleculares da espermatogénese humana. Estes genes estdo
implicados nos processos da manuten¢do da integridade gendmica na mitose e meiose (negrito) ou séo
genes candidatos (sem negrito). Variantes em alguns destes genes (sublinhado) foram também reportados
em individuos com insuficiéncia ovdrica primdria. Adaptado de Kasak et al., 2021.

1.5 A Azoospermia Secretora

A disfuncdo da espermatogénese pode resultar na producdo insuficiente de
espermatozoides, que se manifesta num quadro clinico de azoospermia. O fendtipo de
azoospermia pode dever-se a diversas causas: faléncia testicular, obstrucdo do trato
urogenital, ou anomalias enddcrinas®. Deste modo, a azoospermia pode ser secretora ou
obstrutiva. O primeiro caso deve-se a perturbacdo da espermatogénese por falha testicular
primaria ou secundaria, enquanto os quadros de azoospermia obstrutiva estdo associados a

oclus3o do trato urogenital®?.
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A etiologia da azoospermia pode ser adquirida ou congénita. Patologias adquiridas como o
varicocelo, a orquite, doencas sistémicas, cancro testicular e do sistema nervoso central, a
perda/remocdo bilateral testicular, a exposicdo a terapéutica citotdxica e/ou radioterapia
est3o na base de 35 a 40% dos casos de azoospermia secretora?'?®. As patologias congénitas
incluem a criptorquidia, a obstrucdo do trato urogenital, a CBVAD, a ejaculacdo retrograda, a
sindrome de Kallman e sindromes de insensibilidade a androgénios*?>?8. Adicionalmente, as
aneuploidias dos heterossomas, alteracdes cromossémicas estruturais e microdele¢cdes do

cromossoma Y tém um papel de relevo em casos de azoospermia secretora®'?8,

Individuos azoospérmicos tém maior probabilidade de ser portadores de uma anomalia
genética, sendo este risco superior quanto mais grave o fendtipo®. Em 25% dos casos de
azoospermia e 10% dos de oligozoospermia é possivel diagnosticar uma causa genética do
fendtipo®’. Apds o diagndstico de azoospermia ou oligozoospermia severa é indicado estudo
do caridtipo e pesquisa de microdele¢cdes do cromossoma Y e a pesquisa de variantes do
gene CFTR em caso de suspeita de CBAVD. A Figura 4 apresenta um algoritmo de intervencao
clinica apds diagndstico de azoospermia, incluindo opc¢des terapéuticas para diferentes

quadros clinicos*!.

Diagnéstico de Azoospermia

Auséncia de vasos deferentes——» Identficagiolde variantes
do gene CFTR

Estudo citogenético; pesquisa de microdelectes

do cromossoma Y e avaliagdo hormonal TESE e ICSI
Volume de ejaculado normal Volume de ejaculado baixo
Volume testicular diminuido Volume testicular normal Ejaculagao retrégrada Ecografia transretal
' v i { v
FSH baixa FSH elevada Rshinormal; Obstrucéio Sem alteragdes

Epididimos aumentados

: : :

lHlpogonaci\s’m‘o Falencwg tfa§ncular Azoospermia Obsirutiva
hipegonadotrépico priméria
| | | ,
sﬁ:ﬂ:is;o Intervengdo cirlirgica Recolha de gspermatozp\des Intervencdo cirlirgica
de urina pés-ejaculataria
hormonal TESE e ICSI** elou ou ou TESE e ICSI
TESE e ICSI TESE e ICSI TESE e ICSI

TESE e ICSI*

Figura 4: Opgdes terapéuticas para quadros clinicos de infertilidade masculina associada a azoospermia. FSH:
hormona  foliculo-estimulante;  TESE: extragdo testicular de espermatozoides; ICSI: injegcdo
intracitoplasmdtica; *de acordo com a resposta a terapéutica; **de acordo com as alteracbes genéticas
identificadas. Adaptado de Agarwal et al., 2020.
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A azoospermia secretora é a forma mais comum de azoospermia e é considerada a
manifestacdo mais severa de infertilidade masculinal®®8, Este quadro clinico afeta cerca de
1% da populacdo masculina mundial, sendo responsavel por 10% dos casos de
infertilidade®?®. Na maioria dos casos a etiologia é a faléncia testicular primaria derivada de
erros intrinsecos da espermatogénese?®. Na maioria dos casos de azoospermia secretora n3o
sdo identificadas alteracGes genéticas responsaveis pela patologia. Considera-se que a
classificacdo de um elevado nimero de casos como idiopaticos se deve a heterogeneidade
genética associada a faléncia espermatogénica primaria®!®. Os defeitos esperméticos
guantitativos sdo frequentemente acompanhados por alteracBes a nivel da morfologia e
motilidade dos espermatozoides, denominando-se a esta condicdo
oligoastenoteratozoospermia (OAT)*. Atualmente, com recurso as tecnologias de PMA,
nomeadamente extracdo testicular de espermatozoides (TESE) e ICSI, é possivel que homens

que sofram deste quadro patoldgico sejam pais biolégicos°.

A classificacdo da azoospermia secretora baseia-se no fendtipo histoldgico testicular
observado através da TESE. Existem trés categorias com grau crescente de gravidade: (i)
hipoespermatogénese; (ii) paragem da maturacdo em meiose e (iii) sindrome de células de
Sertoli®. A hipoespermatogénese é caracterizada pela reducdo do numero de células
germinais nos tubulos seminiferos. Deste modo, estdo presentes células em todos os estadios
da espermatogénese, incluindo espermatozoides maduros, mas em numero reduzido. A
paragem da maturagdo em meiose ocorre quando o processo espermatogénico é
interrompido na meiose 1*°. Finalmente, na sindrome de células de Sertoli ndo existem células
germinais nos tubulos seminiferos, identificando-se apenas células de Sertoli, logo ndo ha
producdo de espermatozoides*®. No entanto, é comum que a histologia seja mista, com a
coexisténcia de tubulos seminiferos com espermatogénese incompleta e outros com

espermatozoides.

1.6 O CromossomaY

Os cromossomas sexuais humanos evoluiram a partir dos autossomas?*. Relativamente ao
cromossoma Y, a primeira fase da sua evolucdo deu-se pela aquisicio do gene de

determinacdo do sexo masculino, o “Sex-determining Region Y” (SRY)?*. A presenca deste
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gene no cromossoma Y promoveu a acumulacdo de genes vantajosos para o sexo masculino
por transposicdo e amplificacdo. A selecdo positiva destes “male-advantage genes” em
conjunto com a ocorréncia de grandes inversdes neste cromossoma levaram a divergéncia
do seu homdlogo (cromossoma X). Assim, a recombinacdo entre os cromossomas foi
suprimida, ficando limitada as Regides Pseudoautossémicas (PAR)*>#1. A auséncia de
recombinac¢do, permitiu a acumulacdo de erros e perda de genes, com consequente
degeneracdo do cromossoma Y. Efetivamente, a degradacdo do cromossoma foi extensa,
sendo este atualmente o cromossoma com menor conteldo génico, apresentando apenas

3% dos genes originais3>4L.

Estruturalmente, o cromossoma Y é um cromossoma submetacéntrico (grupo G) com um
braco curto (p) e um braco longo (q) separados por um centrémero?*. A Figura 5 apresenta
o ideograma deste cromossoma, bem como imagens do mesmo obtidas por citogenética
convencional*?. Este cromossoma apresenta cerca de 60 Mb, contudo o seu tamanho varia
de acordo com a dimens3o da regido polimérfica do braco longo*®. O seu estudo por
bandagem G com resolucdo de pelo menos 550 bandas permite identificar onze sub-bandas,
trés delas G-positivas: uma na zona distal do braco curto e duas na zona proximal do

centréomero do braco longo*
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Figura 5: Idiograma do padrdo de bandas por bandagem G do cromossoma Y humano com
resolugdo de 500 bandas (esquerda) e cromossomas bandados por bandagem G de resolugéo de
cerca de 500 bandas a 900 bandas (direita). Adaptado de ISCN 2020.

Na extremidade de cada braco encontram-se as regifes pseudoautossomicas, a PAR1 (2.77
Mb) no braco curto e a PAR2 (329.5 kb) no braco longo. Estas sdo de extrema importancia
para o emparelhamento dos homdlogos X e Y na meiose, sendo a PAR1 vital para a correta

segregacao dos cromossomas sexuais?>#4. Relativamente ao seu conteldo génico, na PAR1
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localizam-se 15 genes codificantes: PLCXD1, GTPBP6, PPP2R3B, SHOX, CRLF2, CSF2RA, IL3RA,
SLC25A6, ASMTL, P2RY8, AKAP17A, ASMT, DHRSXY, ZBED1 e CD99, cujos homodlogos ndo
sofrem inativacdo do cromossoma X*#¢ Na PAR2 estdo contidos os genes codificantes
VAMP7 e IL9R*. Denomina-se “Male Specific region of the Y” (MSY) a regido deste

cromossoma que exclui as PAR.

Enguanto o brago curto do cromossoma apresenta apenas eucromatina, o braco longo é
constituido por eucromatina e heterocromatina®’. A heterocromatina localiza-se na regido
centromérica, numa peguena seccao que interrompe a regido eucromatica do braco longo e
na sua porgado distal*’. A regido distal (Yq12) contém sequéncias repetitivas organizadas em
“tandem arrays”, preponderantemente familias de sequéncias “interspersed satellite” DYZ1
e DYZ2?94448 Esta é uma regido de heterocromatina constitutiva tipicamente de 40 Mb,
representando cerca de 50% do cromossoma®®. Contudo, a Ygq12 é uma regido de dimensdo
polimdrfica varidvel entre individuos. Deste modo, apesar de a dimensdo do cromossoma Y
ser geralmente descrita como inferior a dos pequenos cromossomas acrocéntricos, foram ja

descritos casos em que a sua dimensao se assemelha aos cromossomas dos grupos D e E444°,

Relativamente a eucromatina, de acordo com a ultima versdo do genoma de referéncia (T2T
CHM13v2.0/hs1), o cromossoma Y contém 693 genes, dos quais se prevé que 107 sejam
codificantes*. Destes, 63 estdo descritos nas bases de dados Ensembl e GenomeBrowser,
codificando 42 transcritos distintos. De facto, o cromossoma Y contém oito familias de genes
multi-copia que codificam transcritos idénticos*. O contetdo génico do cromossoma inclui

trés classes: X-transpostas (3.4 Mb), X-degeneradas (8.5 Mb) e amplicdnicas (10.2 Mb)*’.

As sequéncias X-transpostas apresentam 99% de homologia com a banda Xq21, visto que
resultam de um evento de transposicdo de genes entre X e o Y#. Esta classe localiza-se em
duas regides no braco curto do cromossoma Y, sendo a classe com menor densidade de
genes e contendo apenas dois genes codificantes, PCDH11Y e TGIF2LY** A classe X-
degenerada apresenta 60 a 90% de identidade com as sequéncias homdlogas no
cromossoma X?%4_ Organizam-se em 8 blocos em ambos os bracos do cromossoma e
apresentam genes e pseudogenes. Dos genes, 13 sdo codificantes e tém expressao ubiqua:
SRY, RPS4Y1, ZFY, AMELY, TBL1Y, USP9Y, DDX3Y, UTY, TMSB4Y, NLGN4Y, KDM5D, EIF1IAY e
RPS4Y24>%7  As sequéncias amplicdnicas localizam-se na regido proximal do Yp e ao longo de

todo o braco longo eucromético organizadas em 7 segmentos distintos*’. Esta classe inclui
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oito familias com multiplas unidades com elevada identidade nucleotidica entre si e que
codificam genes expressos exclusivamente nos testiculos e associados a fertilidade*. Estas
sequéncias resultam da amplificacdo de genes originalmente presentes nos cromossomas
sexuais e pela transposicdo e posterior amplificacdo de genes autossémicos*®. Na Figura 6
encontra-se esquematizada a estrutura do cromossoma Y e a sua constituicdo génica

subdividida nas classes anteriormente descritas*e.

f '‘Male-specific region' )

Yp [] Z| i % ZAYq
cenn T
L Il | ) | M =71 7 I [}
— 1 Mb
[OX-transposta COAmplicénica [ Pseudoautossémica
[OX-degenerada Heterocromatica O Outras

Figura 6: llustragdo esquemdtica do cromossoma Y, identificando as regibes pseudoautossomicas e
heterocromdticas, bem como as classes de sequéncias eucromdticas da “Male Specific Region” (MSY): X-
transposta; X-degenerada e ampliconica. A barra a negro de 1-Mb indica a escala do diagrama. Adaptado
de Skaletsky et al., 2007.

As regides amplicdnicas organizam-se em palindromos, os quais conferem ao cromossoma Y
uma arquitetura carateristica de elevada importancia para a evolugdo do seu conteudo
génico. Efetivamente, no braco longo do cromossoma encontram-se oito palindromos (P1 a
P8) que compreendem 5.7 Mb (25%) de toda a MSY#"“8, Cada uma destas estruturas é
composta por dois bracos (de 9 Kb a 1.45 Mb) que contém sequéncias ampliconicas idénticas,
mas de sentido inverso®. A cada familia amplicénica foi atribuida uma cor: amarelo (yel); azul
(b); turquesa (t); verde (g); vermelho (r) e cinzento (gr), e cada unidade de repeticdo é
identificada por um numero?*. A Figura 7 esquematiza a estrutura do cromossoma Y,

incluindo as regides AZFa, AZFb e AZFc e os palindromos a elas associados°.

Existem também cinco conjuntos de repeti¢des invertidas (IR1 a IR5) que se localizam em
ambos os bracos dos cromossomas?’. Em duas delas, IR1 e IR4, os pares invertidos
encontram-se em bracos distintos, suspeitando-se assim que a sua recombinacdo homologa
intracromossémica possa estar na base da ocorréncia de inversdes pericentroméricas do

cromossoma®’°1,
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Figura 7: llustra¢do esquemadtica da arquitetura do cromossoma Y, incluindo as regiées AZFa, AZFb e AZFc
e os palindromos a elas associados (P1 a P5). As familias amplicénicas sdo identificadas por cor amarelo
(vel); azul (b); turquesa (t); verde (g); vermelho (r) e cinzento (gr). Cada unidade de repeticdo é identificada
por um numero e a sua polaridade é indicada pelo sentido da seta. Adaptado de Navarro-Costa et al., 2010.

A arquitetura da MSY em estruturas palindromicas predispde esta regido aos mecanismos de
recombinacdo homodloga ndo alélica (NAHR) e de conversdo génica, os quais tém um papel
fundamental na evolucdo do contelddo génico do cromossoma Y*2. A NAHR ¢é uma
transferéncia ndo reciproca de DNA que resulta na delecdo da regido intra-palindromica®?.
As microdelecdes geradas resultam em infertilidade associada a falha do processo

espermatogénico®’.

No entanto, a arquitetura desta regido tem também efeitos benéficos na manutencdo do
conteudo génico. A conversdo génica € um mecanismo de recombinagdo intracromossdmica
em que ocorre a transferéncia n3o reciproca entre sequéncias duplicadas®®. Através deste
mecanismo é possivel que variantes deletérias sejam repostas pela forma funcional do gene
por transferéncia da sequéncia original®?. Assim, considera-se que esta é uma estratégia
evolutiva para conservacdao dos genes que, na auséncia de recombinagdo, acumulariam

mutacdes deletérias e se tornariam inativos ou ineficientes?*>3.

O estudo do cromossoma Y em homens inférteis permitiu identificar regides do seu braco
longo que se encontram frequentemente deletadas pelo mecanismo de NAHR em homens
azoospérmicos®’. Assim, estas regides foram denominadas fator de azoospermia (AZF): a
mais proxima do centromero, a AZFa; seguindo-se a AZFb numa posicdo intermédia e a mais
distal a AZFc*’*8. A caraterizacdo destas regides baseia-se em estudos de microdelecdes das

mesmas, podendo a definicdo dos seus limites e, consequentemente, do seu conteldo
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génico apresentar variacdes na literatura®. Os genes localizados nestas regides estdo
envolvidos nos processos de formacao das gonadas, regulacdo da espermatogénese, mas

também no desenvolvimento dos rins, cérebro e coracdo?*.

A AZFa apresenta 1100 Kb e contém dois genes codificantes, USPY9 (ubiquitin specific
peptidase 9 Y-linked) e DDX3Y>>. Estes sdo genes X-degenerados com expressdo ubiqua®’.
Esta regido ndo é adjacente a AZFb, assim, no intervalo entre estas localizam-se seis genes

codificantes UTY, TMSB4Y, VCY, VCY1B, NLGN4Y e CDY2B*.

A regido AZFb compreende 3.2 Mb, dos quais os 1.5 Mb terminais sdo partilhados com a
regido AZFc>®. Esta regido contém a regido proximal do palindromo P1 e a totalidade dos
palindromos P2 a P5. Neste intervalo incluem-se 14 unidades ampliconicas — yel3, yel4, b5,
b6, b1, t1, t2, b2, g1, rl, r2, grl, b3 e yell — das quais as sete primeiras sdo exclusivas desta
regido e as restantes partilhadas com a AZFc>®. Entre os palindromos P4 e P3 localiza-se uma
regido heterocromatica constituida por uma familia de DNA em “tandem repeats”, a DYZ19’.
O conteldo génico da AZFb inclui genes amplicdnicos, mas também X-degenerados: CDY2A,
HSFY1, HSFY2, KDM5D, EIF1AY, RPS4Y2, RBMY1B, RBMY1A1l, RBMY1D, RBMYI1E, PRY2,
RBMY1F, RBMY1J, PRY, BPY2, DAZ1, DAZ2 e CDY1B. A maioria destes genes expressa-se

unicamente nos testiculos, com excecdo dos genes KDM5D, EIF1IAY e RPS4Y2%.

A AZFc apresenta 4.5 Mb, incluindo a sobreposicdo com a AZFb referida anteriormente®.
Nesta regido localizam-se os palindromos P1 e P2 e parcialmente o P3 e as respectivas
unidades amplicdnicas b2, g1, r1, r2, grl, b3, yell, g2, r3, r4, g3, yel2, b4 e gr2°°. A AZFc
compreende exclusivamente genes amplicénicos com expressao testicular: PRY, BPY2, DAZ1,

DAZ2, CDY1B, BPY2B, DAZ3, DAZ4, BPY2C e CDY1*.

2. Alteragdes Genéticas na Infertilidade Masculina

O estudo genético de homens inférteis permite identificar alteracdes genéticas que estejam
na base do fendtipo de infertilidade. Estes estudos sdo essenciais pelo seu valor diagndstico
e de apoio a decisdo clinica, bem como para o aconselhamento genético dos individuos?. Os
trés principais fatores genéticos associados a infertilidade masculina sdo as anomalias
cromossémicas, as microdele¢Bes do cromossoma Y e as variantes do CFTR?. O estudo destas

alteracOes genéticas estd previsto pelas diretrizes da EEA e EAU e é realizado como rotina em
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casos de infertilidade masculina primaria*. O sucesso do estudo genético depende da correta
avaliacdo clinica do individuo, identificando-se patologias que orientem o diagndstico
citogenético e/ou genético molecular®!!. Efetivamente, diferentes alteracdes genéticas
requerem metodologias distintas para a sua identificacdo. Alteracdes cromossémicas
numeéricas e estruturais sdo detetaveis por citogenética convencional, sendo este o teste de
primeira linha em casos de infertilidade®. A clarificacdo de rearranjos estruturais complexos,
em especial do cromossoma Y, é realizada por técnicas de citogenética molecular com
resolucdo superior a citogenética classica: a Fluorescence in situ Hybridisation (FISH) e o
Array-CGH®%. A detec3o de microdelecdes do cromossoma Y € possivel através de técnicas de
PCR multiplex e Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), sendo a primeira
a metodologia recomendada pelas diretrizes da EAA/EMQN®>°8. Variantes de sequéncia s30
estudadas por tecnologias de sequenciacdo: sequenciacdo de Sanger caso exista apenas um
gene em estudo de dimensdo até cerca de 800pb e sequenciacdo de nova geracdo (NGS) para

o estudo de multiplos genes (painel de genes)°8.

Estima-se que as alteracdes cromossdmicas e variantes de sequéncia expliquem cerca de
30% dos casos de infertilidade masculina, contudo a taxa diagndstica é muito inferior,
assumindo-se 15%°. De acordo com a EAU, a incidéncia de altera¢bes cromossdmicas em
homens inférteis é de 5.8%, sendo estas dez vezes mais prevalentes em homens com
alteracBes quantitativas do espermograma do que na populacdo em geral®. De facto,
individuos diagnosticados com azoospermia secretora apresentam maior risco de serem
portadores de alteracdes genéticas*®. A incidéncia de alteracdes genéticas aumenta com a
severidade do fendtipo, como se verifica relativamente as microdele¢des do cromossoma Y.
Estas sdo mais prevalentes em homens azoospérmicos (8-12%) do que oligozoospérmicos (3-
7%) e n3o estdo presentes em individuos normozoospérmicos*®. A patofisiologia das
cromossomopatias estd associada a perturbacdao do emparelhamento dos cromossomas na
meiose e a presenca de desequilibrios genéticos nos embrides gerados*>°. Relativamente as
microdelecdes do cromossoma Y, a delecdo de genes envolvidos nos varios processos da

espermatogénese induz a perturbacdo e mesmo bloqueio deste processo®.

O diagnodstico genético tem um papel elucidativo relativamente a orientacdo da opcdo
terapéutica e da intervencdo no ambito da PMA. Efetivamente, o diagndstico de

determinadas alteracdes genéticas pode ser um fator progndstico do sucesso de terapéuticas

20



como a TESE e da criopreservagdo de espermatozoides ou de tecido testicular®®.
Finalmente, a identificacdo de cromossomopatias ou variantes genéticas hereditdveis
permite o correto aconselhamento genético do casal e a oferta de diagndstico pré-
implantatério quando aplicavel, diagndstico pré-natal e realizacdo de estudos familiares para

identificacdo de familiares portadores*®.

2.1 Aneuploidias

As aneuploidias sdo alteracdes cromossémicas numeéricas em que o complemento
cromossodmico (2n=46) se encontra alterado por ganho ou perda de um cromossoma®®>°, Esta
alteracdo deve-se a erros na disjungdo dos cromossomas em divisdes meidticas ou
mitdticas®®°°. A maioria das aneuploidias é letal, uma vez que a sub- ou sobredosagem dos
genes dos cromossomas envolvidos ndo é compativel com a vida®®*°. As aneuploidias dos
cromossomas sexuais estdo associadas a um menor desequilibrio genético do que as
aneuploidias autossémicas, uma vez que o cromossoma Y é pobre em genes e 0 cromossoma
X sofre inativacdo de grande parte do seu conteldo génico. Deste modo, estas alteracdes

resultam em fendtipos mais leves e principalmente associados a quadros de infertilidade®*2.

Sindrome de Klinefelter (47,XXY)

A Sindrome de Klinefelter (SK) é uma aneuploidia dos cromossomas sexuais por ganho de um
cromossoma X. Esta ocorre por ndo-disjuncdo do cromossoma X na meiose | da oogénese ou
espermatogénese ou meiose |l da oogénese®>8. Mais raramente, a ndo-disjuncdo pode
ocorrer em mitoses pds-zigdticas dando origem a um quadro de mosaicismo de expressdo
varidvel®. £ a alteragdo cromossémica sexual mais comum em homens, e também a etiologia
genética mais frequente da infertilidade masculina e causa mais comum de azoospermia
secretora®33901 A SK tem frequéncia de 1/600 na populacdo em geral e de 1/33 na populacdo
masculina infértil (presente em 0.6% dos casos de oligozoospermia e 11% dos de
azoospermia)*”®2. O fendtipo destes individuos é varidvel, dependendo de fatores hormonais,
genéticos e da idade*®3. As caracteristicas classicas desta patologia sdo o hipogonadismo
hipergonadotréfico, testiculos pequenos, ginecomastia, dificuldades de aprendizagem e

infertilidade®®3. A nivel testicular ocorre a hialinizacdo progressiva dos tubulos seminiferos e
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consequente falha espermatogénica®. Efetivamente, na maioria dos casos os homens sdo
azoospérmicos (>90%) e ocasionalmente oligozoospérmicos ou criptozoospérmicos (~10%)°.
O diagndstico é frequentemente realizado em idade adulta em consequéncia da identificacdo
de um quadro de infertilidade, mas considera-se que a maioria dos casos nunca sdo
identificados®. A SK estd também associada a comorbilidades a nivel de vérios sistemas, como

a diabetes, doencas cardiovasculares e osteoporose®’.

Na generalidade, a SK apresenta-se de forma completa, ou seja, estd presente em todas as
células com complemento cromossdmico 47,XXY. No entanto, cerca de 10 a 20% dos casos
apresentam variantes da Sindrome: (i) mosaicos 47,XXY/46,XY; (ii) polissomias 48 XXXY,
48,XXYY e 49,XXXXY; e alteracGes estruturais do cromossoma Y, o isocromossoma do braco
longo do X 47,XY,+i(X)(q10)43%*%4. Habitualmente a SK em mosaico estd associada a um
fendtipo mais ligeiro que a SK constitucional. Porém, a interpretacdo deste diagndstico
apresenta dificuldades adicionais, devido a dificuldade em estabelecer a prevaléncia de cada
linha celular em diferentes tecidos e, consequentemente, o fendtipo do individuo®~8. As
variantes polissémicas da SK apresentam um fendtipo varidavel mais severo que a forma

classica da patologia?’.

O principal mecanismo patofisioldgico subjacente a SK é a sobredosagem dos genes do
cromossoma X que escapam a inativacdo do mesmo®%. Contudo, n3o sdo claras as vias
moleculares através das quais este efeito se traduz no fenétipo da Sindrome®3%. O Unico gene
das regiGes PAR cuja relacdo gendtipo-fendtipo se encontra esclarecida é o “short stature
homeobox” (SHOX), o qual induz crescimento acelerado em SK e, consequentemente, alta
estatura e extremidades alongadas®®. Estudos recentes indicam que o fendtipo de SK estard
também associado a alteracdes epigenéticas, da expressdo génica e da atividade proteica®®.
Adicionalmente, o recetor de androgénios (AR) podera ter um efeito modulador do fendtipo,

explicando assim a variabilidade da apresentacdo desta patologia®®®3.

A infertilidade associada a SK deve-se a degeneracao das células germinais e das células de
Sertoli que se inicia durante o desenvolvimento embrionario e se agrava apds a puberdade.
Assim, devido a natureza progressiva da patologia, o sucesso das técnicas de extracdo e
criopreservacdo de gdmetas reduz-se com a idade dos individuos*®®. Na maioria dos casos,
0s espermatozoides sdo obtidos por via cirdrgica pelas técnicas TESE ou “microdissection

TESE” (MmTESE) com taxa de sucesso de cerca de 40 a 50%*%. Todavia, alguns individuos
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(~10%) apresentam espermatozoides no ejaculado e a criopreservacdo € possivel a partir
deste*®>. Apesar de esta Sindrome ser genética, ndo é hereditavel e os descendentes destes
individuos sdo saudaveis, existindo apenas um caso reportado de um feto 47,XXY gerado
nestas condicdes’. Assim, os descendentes destes individuos serdo resultado de
espermatozoides normais (23,X ou 23,Y) resultantes de uma linha celular 46,XY nos tubulos
seminiferos (mosaicismo gonadal ndo detetdvel pelo estudo citogenético em linfécitos) ou

por perda do cromossoma X supranumerario no decorrer da espermatogénese®’.

Sindrome de Jacobs (47,XYY)

A Sindrome de Jacobs é uma aneuploidia dos cromossomas sexuais por ganho de um
cromossoma Y°8, Esta ocorre por n3o-disjuncdo do cromossoma Y na meiose |l da
espermatogénese, ou nado-disjuncdo pods-zigbtica associada a mosaicismo de expressdo
variavel*®°°. Esta patologia tem frequéncia de 1/1000 nascimentos?>*. A implicacdo da
Sindrome de Jacobs na fertilidade ndo é clara, tendo sido reportados tanto casos de

normozoospermia, como quadros clinicos de azoospermia?®3°47,

Outras variantes dos cromossomas sexuais

As perturbacgGes do desenvolvimento sexual sdo um conjunto de patologias descritas como
“condi¢cdes congénitas em que o desenvolvimento do sexo cromossdomico, gonadal, e
anatémico é atipico”®®. Neste grupo enquadram-se cromossomopatias associadas a
infertilidade masculina: a Sindrome de Klinefelter (discutida previamente), o mosaicismo

45,X/46,XY; 0 quimerismo 46,XX/46,XY e a reversdo sexual 46,XX*38,

O mosaico 45,X/46,XY é uma condicdo clinica rara que habitualmente se apresenta
fenotipicamente como um individuo masculino®. No entanto, e dependendo da localizac3o
e do grau de expressdo de cada linha celular, esta condicdo pode manifestar-se como
Sindrome de Turner, bem como ambiguidade sexual?’*3. O diagndstico desta condi¢do deve
também ter em conta que, com o avancar da idade, algumas células podem perder o
cromossoma Y, sem que este evento tenha qualquer efeito no fendtipo”®. Os individuos que
apresentam caracteres sexuais primdarios masculinos ao nascimento tendem a ter um

desenvolvimento pubertario adequado sofrendo, contudo, de infertilidade*>%°.
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A presenca de duas linhas celulares 46,XX/46,XY é indicativa de quimerismo, ou seja, a
coexisténcia de linhas celulares provenientes de zigotos distintos*®. Nestes casos, 0s
individuos podem ter uma apresentacao feminina, masculina ou de ambiguidade sexual. O
fenotipo dependerd da distribuicdo tecidular e grau de expressdo de cada linha celular. Na
generalidade estes individuos sdo inférteis tendo, no entanto, sido registados casos de

concecdo espontanea e através de técnicas de PMA?*369.70,

A Sindrome de La Chapelle é caracterizada pela ocorréncia de reversao sexual num individuo
com fendtipo masculino e caridtipo 46,XX°. Esta patologia tem frequéncia de 1/20.000 e
ocorre maioritariamente (80-90%) por translocacdo do gene SRY no cromossoma X
(46,X,der(X)t(X;Y))°. No entanto, existem também casos associados a variantes nos genes da
cascata de diferenciacdo sexual (SOX9, DAXI1 e SOX3) ou a translocacdo do SRY num
autossoma®®’!. Estes individuos apresentam testiculos e drgdos sexuais masculinos, contudo

s30 azoospérmicos uma vez que ndo possuem genes das regides AZF°.

2.2 Grandes Rearranjos Estruturais

As alteragOes cromossdmicas estruturais séo anomalias cromossdmicas em que a estrutura
de um ou mais cromossomas ¢ alterada®®>°. Estes rearranjos podem ocorrer de forma
equilibrada ou desequilibrada em resultado de quebra, recombinacdo ou troca do material
genético®®. Neste capitulo serdo abordados rearranjos de dimens3o superior a 3-5 Mb, os

quais sdo identificaveis pelo estudo do caridtipo?®.

As alteracBes cromossémicas equilibradas, geralmente, ndo tém consequéncias para o
portador, uma vez que n3o ha perda ou ganho de informacdo genética®®>°. Contudo, caso
um dos pontos de quebra do rearranjo ocorra num gene funcional, perturbando a sua fungao,
o fendtipo serd patoldgico®*°. No caso das alteracdes desequilibradas, a perda ou ganho de
material genético tem consequéncias nefastas para o portador, de severidade varidvel de
acordo com o tipo de alteracdo e a sua extensdo**°%°°, Algumas altera¢Bes cromossémicas
desequilibradas podem ser meiotica- e mitoticamente instdveis, perturbando estes

processos e podendo apresentar-se sob a forma de mosaico**°8.
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2.2.1 Alteragdes estruturais equilibradas

Incluem-se no grupo das alteragBes estruturais equilibradas as translocac¢des, inversdes e
insercdes*. Existem rearranjos recorrentes associados a regides gendmicas instaveis, no
entanto, a maioria das alteracGes cromossémicas equilibradas sdo ndo-recorrentes e Unicas
do individuo portador e sua familia?®*3. Geralmente, estes sdo rearranjos de novo que

ocorrem durante mitoses pré-meidticas ou no decorrer da meiose?®.

Apesar de estes rearranjos ndo estarem associados a alteracdes fenotipicas dos seus
portadores, implicam a producdo de gdmetas com desequilibrios do material genético®.
Efetivamente, a hereditariedade de um dos derivativos da alteracdo equilibrada resultara na
monossomia parcial ou trissomia parcial das regides envolvidas no rearranjo. Assim, os
descendentes serdo portadores destas “Copy Number Variants” (CNVs) ou a inviabilidade
deste arranjo poderd resultar no aborto espontadneo da gravidez®®°°. Efetivamente, as
alteracdes cromossdmicas equilibradas sdo oito vezes mais frequentes em casais que tenham
sofrido pelo menos duas perdas gestacionais do que na popula¢do em geral*. Deste modo,
a ocorréncia de abortos de repeticdo (trés ou mais) € indicacdo clinica para o estudo

citogenético do casal®®>°.

Translocagdes

As translocacBes sdo rearranjos geralmente equilibrados, podendo ser reciprocas ou
robertsonianas®®. Uma translocac3o reciproca envolve pelo menos duas quebras em dois
cromossomas nao-homalogos e troca dos seus fragmentos, mantendo-se o complemento
cromossémico de 46%3°8, Nas translocacdes robertsonianas ocorre a fusdo dos bracos longos
dos cromossomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e 22) a nivel do centromero e perda dos

bracos curtos, com consequente reducdo do complemento cromossémico para 45°8.

A meiose e segregacdo dos gametas em portadores de translocacdes reciprocas segue
mecanismos especificos. Deste modo, quando (i) a segregacdo € alternada os gametas
produzidos podem ser normais ou portadores equilibrados; (ii) quando a segregacao é
adjacente sdo desequilibrados com monossomia e trissomia parciais; (iv) quando a
segregacdo é de 3:1 apresentam monossomia ou trissomia; (v) quando a segregacao é 4:0
resultam em nulissomia ou tetrassomia®*°8. A percentagem de cada tipo de gdmeta serd
varidvel de acordo com a translocacdo em causa: a sua dimensdo, composicdo da

heterocromatina, localizacdo dos pontos de quebra e probabilidade de recombinacdo®*72.
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Relativamente as translocacdes robertsonianas, os gametas produzidos serdo normais, ou
portadores equilibrados, monossémicos ou trissomicos**. Em ambos os tipos de
translocacbes, os desequilibrios gendmicos decorrentes nos descendentes podem estar
associados ao nascimento de uma crianga com fendtipo patoldgico varidvel ou a perda

gestacional recorrente®.

Estes rearranjos cromossémicos podem também estar associados a fendtipos de infertilidade
masculina por perturbacdo do emparelhamento cromossémico durante a meiose e,
consequentemente, da espermatogénese®. Esta é uma consequéncia menos comum que a
perda gestacional recorrente, contudo nao negligencidvel. Efetivamente, 0.7% dos homens
com quadro clinico de azoospermia ou oligozoospermia severa apresentam translocacdes
reciprocas’3. As translocacdes robertsonianas tém prevaléncia de 0.8% em homens com
alteracBes quantitativas da espermatogénese, representando um aumento do risco de sete
vezes em relacdo a populagdo em geral*®73. No entanto, esta associa¢do ndo ocorre em todos
0s casos, considerando-se que o “background” genético de cada individuo possa modular o

fendtipo®?.

Uma translocacdo que inclua um cromossoma sexual tem recorrentemente efeito
patogénico na capacidade reprodutiva do individuo*3. A translocacdo X-autossoma esta
associada ao bloqueio da espermatogénse devido a perturbacdo do emparelhamento dos
cromossomas sexuais®®. As translocacdes Y-autossoma tém pontos de quebra recorrentes no
cromossoma Y (q11.2 ou q12) e manifestam-se também como quadros de infertilidade®®. As
translocagdes mais frequentes ocorrem entre o braco longo do cromossoma Y e o brago curto
dos cromossomas acrocéntricos, em especial o cromossoma 15*. A patofisiologia associa-se
a interrupcdo na meiose por perturbacdo da vesicula sexual ou pela perda da regido AZF*3.
Finalmente, as translocagdes X-Y apresentam-se em rearranjos recorrentes envolvendo os
pontos de quebra Xp22.3 e Yq11/q12%. A transloca¢do mais comum € a t(X;Y)(p22.3;q11)
com translocacdo do braco longo do Y para o braco curto do cromossoma X*3.
Frequentemente, ocorre também a translocacdo criptica entre porg¢bes terminais dos
cromossomas, a qual estd associada a reversao sexual por translocacdo do gene SRY no

cromossoma X“3.

Inversdes

As inversdes sdo rearranjos intracromossomicos em que um segmento do cromossoma sofre

uma inversdo da sua orientacdo. Estas resultam de duas quebras no mesmo braco do
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cromossoma numa inversao paracéntrica, ou a ocorréncia de uma quebra em cada brago do
cromossoma, associando-se a uma inversdo pericéntrica, sendo estas Ultimas mais
frequentes®3°8, Durante a meiose os cromossomas envolvidos nestes rearranjos tém de
formar uma alca de recombinacdo para que ocorra o emparelhamento das regides
homdlogas®. Esta estrutura possibilita a recombinacdo entre os cromossomas, podendo
formar-se gametas recombinantes. Nas inversdes paracéntricas podem obter-se gametas
normais ou portadores, mas também gametas com recombinantes dicéntrico e acéntrico,
sendo estes dois Ultimos muito provavelmente invidveis®®°°. Nas inversdes pericéntricas
podem formar-se gdmetas portadores da inversdo e gdmetas recombinantes com delec¢des
e duplicacbes dos segmentos distais do cromossoma®®°?. Neste Ultimo caso, a extensdo do
desequilibrio € inversamente proporcional a dimensdo da inversdo e a sua viabilidade

depende do contetdo génico em desequilibrio®*8.

Nas inversGes paracéntricas o numero de gametas recombinantes é negligencidvel,
geralmente estas alteracdes ndo tém impacto na fertilidade do portador nem estdo
associadas a transmissao de desequilibrios a descendéncia®®. As inversdes pericéntricas estdo
associadas a perturbagdes reprodutivas essencialmente devido a concecdo de embrides
portadores de delecdes e duplicacdes de material genético*®. Em casos raros, a perturbacdo
da sinapse entre homdlogos pode ser responsavel pelo distirbio da meiose, particularmente

quando a inversdo é de grandes dimensdes®.

Insergdes

As insercGes sdo um tipo particular de translocacdo que envolve trés quebras, duas no

”58  Podem ocorrer entre

cromossoma “dador” e uma no cromossoma “receptor
cromossomas homologos e ndo-homadlogos e podem ser diretas ou invertidas, consoante a
orientacdo do segmento no local receptor relativamente ao original**°8. Os portadores deste
rearranjo produzem 50% de gametas desequilibrados, metade dos quais com uma duplicagdo
e os restantes com delecdo®®. A associacdo destas alteracBes a infertilidade deve-se a
concecdo de descendentes portadores de desequilibrios gendmicos*®. Este é o rearranjo com
maior risco de transmissdo de CNVs a descendéncia, sendo a probabilidade inversamente

relacionada com a dimensdo do segmento inserido®.
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2.2.2 Alteragdes estruturais desequilibradas

As alteracgdes estruturais desequilibradas incluem as dele¢ées, duplicagdes, isocromossomas,
cromossomas em anel, cromossomas marcadores e cromossomas dicéntricos. Destas, as
mais frequentemente associadas a infertilidade masculina sdo a delecdo do braco longo do

cromossoma Y e o cromossoma Y isodicéntrico ou pseudoisodicéntrico®.

Dele¢ao terminal do cromossoma Y

As delecGes sdo alteracdes em que ocorre a perda de um segmento cromossomico. Os
mecanismos de formacdo podem ser o “crossing-over” desigual em homadlogos desalinhados;
guebra cromossémica seguida da perda do fragmento acentromérico; e transmissdo de uma

alteracdo desequilibrada de um portador de um rearranjo equilibrado®.

O fenodtipo dependerd do ponto de quebra da delegdo. A del(Y)(g11) implica a perda de todos
0s genes AZF e inviabiliza a espermatogénese?®. Por outro lado, a del(Y)(q12) ndo estd
associada a alteracGes da capacidade reprodutiva, uma vez que o segmento deletado é
composto integralmente por heterocromatina. Esta alteracdo representa 3% das alteracdes

estruturais do cromossoma Y em homens inférteis*3.

Isocromossomas, cromossomas dicéntricos e isodicéntrico

Os cromossomas dicéntricos apresentam dois centrémeros e sdo resultado da fusdo de dois
segmentos cromossémicos que contenham centrémeros®. Estes podem ser mitoticamente
estaveis se um dos dois centromeros sofrer inativagdo, denominando-se pseudodicéntricos.
Os isocromossomas apresentam um braco duplicado em espelho e perda do outro braco.
Resultam de uma divisdo transversal no decorrer da meiose Il ou da translocacao de um braco
entre homodlogos**8. Estas alteracdes tipicamente sdo mitoticamente instdveis, predispondo
para a perda do cromossoma aberrante e, consequentemente, para mosaicismo:

46,X,dic(Y)/45,X ou 46,X,i(Y)/45,X%.

Classifica-se como cromossoma isodicéntrico um isocromossoma que apresente dois
centrémeros®. Estes rearranjos estdo geralmente associados a infertilidade masculina por
sua ocorréncia no cromossoma Y. De facto, o cromossoma Y isodicéntrico é a alteragdo
cromossdmica estrutural mais comum em contexto de infertilidade masculina,

representando 15% a 30% dos rearranjos®*. Os cromossomas isodicéntricos podem ser
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constituidos por dois bracos curtos, 46,X,idic(Y)(q), ou dois bracos longos 46,X,idic(Y)(p)*. No
primeiro caso, os pontos de quebra localizam-se no braco longo e ha a duplicagdo do braco
curto com perda parcial ou total das regides AZF. Os isocromossomas com pontos de quebra
no braco curto apresentam duplicacdo do braco longo e das regides AZF*3. As consequéncias
destes rearranjos no fendtipo sdo varidveis, desde sindrome Turner, ambiguidade genital,
baixa estatura e infertilidade masculina®*. A sua patofisiologia resulta da perturbacdo do
emparelhamento e segregacdo dos homdlogos na meiose por perda ou alteracdo da regido
PAR1 e/ou estrutura anormal do cromossoma Y. A alteracdo do conteldo génico por
duplicacdo e delecdo de segmentos, em especial a perda dos genes SRY, SHOX e aqueles
associados a espermatogénese, terd também efeitos nefastos. A severidade do fendtipo esta

também associada a localizac3o, percentagem e express3o do mosaicismo**74.

Cromossomas marcadores

Os cromossomas marcadores sdo pequenos cromossomas (dimensdo igual ou inferior ao
cromossoma 20), frequentemente supranumerdrios ao complemento cromossémico de 46,
denominando-se “Small Supernumerary Marker Chromosomes” (sSMC). As consequéncias
fenotipicas destes arranjos dependem da dimensdo do cromossoma, o seu conteudo

genético e distribuicdo tecidular. Em 30% dos casos existe um efeito patogénico’>’®.

Relativamente ao seu impacto na fertilidade masculina, estes cromossomas podem perturbar
a divisdo celular por bloqueio da meiose ou reduzir a eficiéncia da espermatogénese’”’.
Efetivamente, a presenca de sSMCs é trés vezes mais frequente em individuos inférteis do

~ . 74 ~ 7
gue na populacdo em geral, sendo mais prevalentes em homens’®. Esta alteracdao estd
associada a azoospermia e oligozoospermia’. Foram ja reportados sSMCs de todos os
cromossomas, no entanto os mais habitualmente identificados em homens inférteis sdo os

derivados dos cromossomas 14, 15 e 2243,

Cromossomas em Anel

Estes sdo cromossomas circulares, geralmente formados por quebras terminais e fusdao das
extremidades do cromossoma. Podem também ocorrer por fusdo das extremidades do
cromossoma sem que haja perda de material genético®. A estrutura destes cromossomas
dificulta o seu emparelhamento em metafase, predispondo-os a serem perdidos no decorrer
das divisdes celulares. Assim, os cromossomas em anel estdo associados a fendmenos de

mosaicismo com perda do cromossoma em causa**8,
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Os cromossomas em anel podem ocorrer em qualquer cromossoma, e o fendtipo dependerd
do conteudo genético afetado e da estabilidade da estrutura. Em relagdo ao cromossoma Y
em anel, este é habitualmente identificado em mosaicismo 46,X,r(Y)/45,X. A fertilidade
poderd ser comprometida por delecdo das regides AZF ou por perturbacdo da meiose

durante o emparelhamento cromossémico®.

2.3 Microdele¢bes do Cromossoma Y

As microdele¢Bes do cromossoma Y representam a segunda causa mais frequente de
infertilidade masculina?®. Estas alteracdes est3o associadas a quadros clinicos de
azoospermia e oligozoospermia, n3o sendo verificadas em homens normozoospérmicos®.
Tém frequéncia de 1/4000 na populacdo geral®®, 5% nos homens oligozoospérmicos e 10%

nos homens azoospérmicos®.

Estas dele¢cdes ocorrem nas regides AZF, maioritariamente de novo, eliminando multiplos
genes em simultadneo através de mecanismos recorrentes*®. A perda destes genes induz a
falha espermatogénica, contudo é dificil esclarecer a contribuicdo de cada gene para o
fenétipo visto que a sua delec3io ocorre em bloco®. E possivel, no entanto, associar a delecdo
das diferentes regies AZF a fendtipos distintos. Efetivamente, a delecdo da AZFa esta
associada a Sindrome de Células de Sertoli (SCOS), a AZFb a paragem da maturacdo em
meiose e a AZFc a hipoespermatogénese, verificando-se, no entanto, variacdes fenotipicas
em especial entre etnias distintas®. Assim, admite-se que os genes de cada regido possam
estar envolvidos em diferentes fases da espermatogénese: a AZFa a diferenciacdo das células
germinais, a AZFb a maturacdo do espermatdcito primario e a AZFc a diferenciacdo dos
espermatozoides®®. Existem 5 formas recorrentes destas microdelecdes, sendo as mais
comuns as da AZFc (65-70%), seguindo-se as dele¢des que incluem a regido AZFb (25-30%) —
AZFb, AZFb+c e AZFa+b+c — e, finalmente, as delecdes da AZFa (5%)*>°. A Figura 8 ilustra as

microdelecdes recorrentemente reportadas do braco longo do cromossoma Y’’.

O estudo destas alteracBes estd previsto pelas diretrizes da EAA e EAU por PCR multiplex
através de primeres STS n3o-polimdrficos distribuidos por todas as regides AZF**>. No
entanto, também é possivel fazer esta andlise por MLPA através de um painel de 43 sondas

para todo o cromossoma Y8, A pesquisa de microdele¢cBes do cromossoma Y permite o
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esclarecimento da etiologia da infertilidade, mas também tem valor progndstico para a TESE.
Efetivamente, delecGes totais das regides AZFa e AZFb sdo incompativeis com a producdo de
espermatozoides e ndo é possivel extrai-los por TESE. O fendtipo associado as delecbes da

AZFc n3o é t30 severo e a TESE tem taxa de sucesso de cerca de 50%*°.

—
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al o2 AZF (arigr) a2 B34
b2 AZFc (b2/b3) b3

Figura 8: llustragdo esquemdtica das regibes deletadas em cada uma das microdele¢cbes do cromossoma Y.
As familias ampliconicas sdo identificadas por cor amarelo (yel); azul (b); turquesa (t); verde (g); vermelho
(r) e cinzento (gr). Cada unidade de repeticGo é identificada por um numero e a sua polaridade é indicada
pelo sentido da seta. Adaptado de Deng et al., 2023.

2.3.1 AZFa

A microdelec3o total da AZFa elimina 792 Kb>. A recombinacdo homdloga das sequéncias
retrovirais HERV15yql e HERV15yg2 que flanqueiam esta regido é responsavel pela
microdelecdo total da mesma. Atribui-se a esta delecdo um fendtipo tipico de azoospermia

secretora associada a SCOS*>>.

Foram também reportados casos de delecdo isolada do gene USPY9, as quais estdo
associadas a um espetro de apresentacdes distintas, desde SCOS a normozoospermia. Assim,
este gene pode atuar como modulador da espermatogénese e serd o gene DDX3Y o

responsavel pelo fendtipo da delecdo total da AZFa*>°

2.3.2 AZFb

Existem trés microdelec¢des cldssicas que incluem a AZFb: a delecdo total da regido (6.2 Mb)

por NAHR entre os palindromos P5 e P1 proximal; a delecdo AZFb+c por recombinacdo entre
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os palindromos P5 e P1 distal (7.7Mb); e a delecdo AZFb+c por recombinacdo entre os
palindromos P4 e P1 distal (7.0 Mb). Estas dele¢cdes estdo associadas a um fendtipo de

azoospermia secretora associada a paragem da maturacdo em meiose™.

Ocorrem também dele¢des ndo recorrentes, as quais ndo sdo explicadas por recombinacao
entre unidades ampliconicas e que apresentam fendtipo varidvel®>°%>’ Em alguns casos estas

dele¢Bes podem também ser benignas, variando o seu impacto entre grupos étnicos>.

2.3.3 AZFc

A regido AZFc pode sofrer delegdo total (3.5 Mb) por recombinacdo entre as unidades
ampliconicas b2 e b4 dos palindromos P3 e P1, respectivamente. A delegdo parcial gr/gr
deve-se a recombinacdo entre unidades amplicdnicas pertencentes aos palindromos P2 e
P1°°. Foram também ja reportadas delecBes parciais, AZFc b1/b3 e b2/b3, as quais sdo
consideradas CNVs benignas®. As delecdes da AZFc podem estar associadas a outras
alterag®es estruturais, podendo ser precedidas por inversées ou predispor para duplicacdes.
No entanto, duplicacdes que reponham o conteldo genético deletado ndo permitem a

restituicio da normal espermatogénese°.

As delecdes desta regido apresentam um espetro de manifestacdo clinica desde
oligozoospermia a azoospermia associada a diferentes fendtipos histoldgicos, sendo a
apresentacdo mais comum a de oligozoospermia severa associada a hipospermatogénese.
A variacdo fenotipica podera estar associada a fatores como o “background” genético e a
degeneracdo progressiva do epitélio germinal®®. A patogenicidade da dele¢do gr/gr ndo é
clara, uma vez que, os portadores apresentam fendtipos de infertilidade grave
(azoospermia), mas também normozoospermia. A expressdo desta alteracdo é claramente

dependente da etnia existindo inclusivamente popula¢des em que a sua presenca é fixa®>.

2.4 Variantes Genéticas de Sequéncia

Como descrito anteriormente, um elevado nimero de casos de infertilidade masculina sdo
classificados como idiopdticos®. Considera-se que uma percentagem significativa destes se

deve a alteracBes genéticas, em especial quando a infertilidade esta associada a perturbacado
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do processo espermatogénico’’. Neste sentido, e acompanhando o desenvolvimento das
tecnologias de analise “whole-genome”, tém sido realizados diversos estudos individuais e
multicéntricos com o objetivo de identificar e validar genes candidatos associados aos
diversos fendtipos de infertilidade masculina®. A NGS tem um papel fundamental na
identificacdo de variantes genéticas subjacentes aos fendtipos de infertilidade, em especial
relativamente aos defeitos quantitativos da espermatogénese!!. Porém, a baixa frequéncia
destas variantes na populacdo inviabiliza a sua testagem em contexto clinico’®. Efetivamente,
existe um numero reduzido de patologias cujo diagndstico é realizado com recurso a pesquisa
de variantes em genes. Destas incluem-se a CBVAD associada a variantes no gene CFTR, as
Sindromes de insensibilidade a androgénios associadas a variantes no gene AR e o

Hipogonadismo hipogonadotrdpico congénito estudado por painel de genes*?.

De forma a uniformizar o conhecimento adquirido por estes estudos, Houston et al. (2021)
procederam a validagdo clinica standardizada de causas monogénicas da infertilidade
masculina. Neste estudo foram identificados genes associados a quadros clinicos de
infertilidade  isolada, infertilidade  sindromica e sindromes do  sistema
reprodutivo/perturbacBes enddcrinas. Estes genes estdo associados a diversos processos
desde a espermatogénese, funcdes celulares ubiquas, desenvolvimento do sistema

reprodutor e regulacdo do sistema enddcrino®®.

Entre os genes definitivamente associados a fendtipos de infertilidade masculina destacam-
se: ADGRG2, TEX11, DPYI9L2, AURKC, DNAH1, PLCZ1, SUN5. Variantes do gene ADGRG2
(Xp22) sdo responsaveis por 10 a 15% dos casos de CBVAD (OMIM#300985). Variantes do
gene TEX11 (Xg13) explicam alguns casos de azoospermia secretora por blogueio da meiose
(OMIM#309120). O gene DPY19L2 (12q14) é Unico gene associado a globozoospermia, uma
das formas de teratozoospermia (OMIM#613958). O gene AURKC (19q13) esta associado a
guadros clinicos de teratozoospermia, sendo o Unico gene candidato para macrozoospermia
(OMIM#243060). Variantes do gene DNAH1 (3p21) estdo associadas a cerca de 25% dos
casos de MMAF (OMIM#617576). Variantes do gene PLCZ1 estdo associadas a falha de
fertilizacdo por incapacidade de ativacdo do oécito (12p12) (OMIM#617214). Variantes do
gene SUN5 sdo responsaveis por fenodtipos de teratozoospermia por producdo de
espermatozoides acefélicos (20q11) (OMIM#617187)°. N3o existe, no entanto, um conjunto

de genes cujo estudo em rotina diagndstica seja consensualmente aceite.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do estudo citogenético e da pesquisa de
microdelecdes do cromossoma Y no diagndstico da infertilidade primdria masculina.
Pretendeu-se determinar a contribuicdo das tecnologias de citogenética convencional e
genética molecular na pesquisa etioldgica de casos de infertilidade primaria masculina e de

patologias a esta associadas.

No ambito deste estudo foi realizada a analise citogenética em casos de infertilidade primaria
masculina idiopatica; infertilidade primaria masculina associada a alteracdes do
espermograma e hipogonadismo. A pesquisa das microdelecdes do cromossoma Y por MLPA
foi implementada na rotina, para estudo dos quadros clinicos de azoospermia secretora,
oligozoospermia e OAT, quando solicitada pelo clinico. O esclarecimento das altera¢des

identificadas por estas tecnologias foi realizado, quando necessario, pela técnica de FISH.

A citogenética convencional, MLPA e FISH, foram realizadas no Laboratdério de Citogenética

do Servico de Genética Médica do CHUC, participando na realizacdo das metodologias.

Deste modo, propde-se neste projeto:
- Avaliar e comparar o potencial diagndstico das tecnologias de citogenética

convencional e de genética molecular;

- Interpretar os resultados obtidos e associd-los aos mecanismos bioldgicos

subjacentes, estabelecendo assim a relagdo gendtipo-fendtipo;

— Avaliar a eficdcia da técnica de MLPA na pesquisa de microdele¢cdes do cromossoma
Y e identificar as vantagens e desvantagens da aplicacdo desta técnica no estudo de

rotina de casos de infertilidade masculina associada a altera¢des do espermograma;

— Definir uma estratégia de diagndstico para casos de infertilidade masculina primaria
associada a alteracBes do espermograma, integrando o estudo citogenético e

molecular.
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1. Desenho Experimental

Este estudo foi realizado em contexto de diagndstico clinico do Laboratério de Citogenética
do Servico de Genética Médica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). O
projeto compreendeu duas fases, a primeira de caraterizacdo do papel da citogenética
convencional no diagndstico da populacdo em estudo e a segunda de integracdo do estudo
genético molecular na estratégia diagndstica dos casos de infertilidade primdria masculina.
Deste modo, foi realizado o levantamento retrospectivo dos quadros clinicos de infertilidade
primaria masculina idiopatica; infertilidade primaria masculina associada a altera¢des do
espermograma e/ou hipogonadismo estudados por citogenética convencional entre janeiro
e agosto de 2022. A avaliacdo destes casos permitiu estabelecer que quadros clinicos
associados a infertilidade primaria masculina sdo referenciados para estudo citogenético e a

taxa de diagndstico desta metodologia.

Na fase experimental, de setembro de 2022 a maio de 2023, os casos clinicos foram
referenciados ao Laboratério de Citogenética pelos Servicos de Urologia e Transplantacdo
Renal; Reproducdo Humana; Genética Médica; e Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo do
CHUC. O grupo de estudo incluiu individuos do sexo masculino, maiores de idade
diagnosticados com infertilidade primaria. Os casos foram enquadrados em um de trés
grupos de estudo de acordo com a indicacdo clinica associada e estudos genéticos prescritos

pelo clinico:
Grupo I. Infertilidade primaria idiopatica com estudo citogenético;

Grupo Il. Infertilidade primaria associada a alteracdes do espermograma com estudo

citogenético;

Grupo lll. Infertilidade primaria associada a alteracdes do espermograma com estudo

citogenético e genético molecular (MLPA);
No grupo Il foi implementada a pesquisa de microdele¢des do cromossoma Y por MLPA em

paralelo com o estudo citogenético. Deste modo, foi possivel alargar a investigacdo etioldgica

e, assim, complementar o diagndstico genético.
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2. Citogenética

2.1 Citogenética Convencional

A citogenética tem como objeto de estudo do complemento cromossdmico, a sua estrutura
e hereditariedade. As preparacfes de citogenética convencional permitem a observacdo
direta de todo o complemento cromossdmico. Deste modo, é possivel realizar uma avaliacdo
abrangente para detecdo de alteracGes equilibradas e desequilibradas, de dimensdo igual ou

superiora 3 a5 Mb.

As amostras de sangue periférico recebidas no Laboratdrio de Citogenética sdo colhidas em
heparina de sédio. As amostras sdo acompanhadas da informacdo clinica relevante para as
analises solicitadas. E realizado um registo interno do Laboratério, apés confirmacdo das

condicdes da colheita e informacdo clinica, em que é atribuido um nimero interno.

Sdo estabelecidas duas culturas celulares independentes de linfécitos T de cada amostra,
uma de cada tubo de sangue, tal como descrito pela European Cytogeneticists Association’®.
Na camara de fluxo laminar, em condicGes de assepsia, foram adicionados 500uL de sangue
periférico a tubos com 5ml de meio de cultura completo PB-MAX™ (Gibco™), o qual contém
soro bovino fetal (FBS, Gibco™), L-glutamina e fitohemaglutinina (Gibco™). Os tubos foram

homogeneizados e incubados a 37°C com uma inclinagdo de 45° durante 72 horas.

Apds a incubacdo, procedeu-se a sincronizacdo do ciclo celular por bloqueio das células na
fase S do ciclo celular através da adicdo de 10 uM de metotrexato de uma solucdo stock de
1077 M a cada tubo. Os tubos foram homogeneizados e incubados a 37°C com inclinacdo de
45° durante 17 horas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos
a 1200 rpm, possibilitando a remocdo do sobrenadante com metotrexato e,
consequentemente, removendo o seu efeito de bloqueio do ciclo celular. Foi renovado o
meio de cultura por adicdo de 5ml de meio RPMI 1640 (Gibco™) a cada tubo, suplementado
com 10% de FBS e 1% de solucdo de penicilina e estreptomicina (Gibco™). De seguida, foram
adicionados a cada tubo 1 mM de timidina de uma solugdo stock de 10 M, a qual permite
retomar o ciclo celular. Os tubos foram homogeneizados e incubados a 37°C com inclinacdo

de 45° durante 5 horas.
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Para obter o maximo numero possivel de células em metafase, foram adicionados 50ul de
Colcemid™ (Gibco™) de uma solugdo stock de 0.05 pg/ml. A colcemida impossibilita a
formacdo do fuso acromatico, blogueando o ciclo celular em metafase. Os tubos foram
homogeneizados e incubados a 37°C com inclinacdo de 45° durante 10 minutos. De seguida,
as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 1200 rpm e foi removido o
sobrenadante. A cada tubo foram adicionados 5mL de solucdo hipotdnica de cloreto de
potassio (KCl) a 37°C, induzindo um choque hipotdnico das células e consequente aumento
do seu volume e dispersdo dos cromossomas. Os tubos foram homogeneizados e incubados
a 37°C com inclinagdo de 45° durante 25 minutos. As amostras foram centrifugadas durante

10 minutos a 1200 rpm e foi removido o sobrenadante.

Para preservacado da estrutura e morfologia dos cromossomas foram realizadas trés fixacdes
das células com uma solucdo de metanol e acido acético na proporcdo de 3:1 (fixador) a
-20°C. Na primeira fixacdo, foram adicionados 4mL de fixador sob agitacdo continua no
vortex. De seguida, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 1200 rpm e foi
removido o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 4mL de fixador e as amostras foram
mantidas a 4°C durante 20 minutos. Finalmente, as amostras foram centrifugadas durante
10 minutos a 1200 rpm e foi removido o sobrenadante. Realizou-se uma ultima fixagdo com
a ressuspensdo do pellet em 4mL de fixador. As amostras foram conservadas a 4°C até se

proceder ao espalhamento.

Para as metafases serem observadas ao microscépio foram preparadas ldaminas com
espalhamento dos sedimentos celulares e os cromossomas bandados de modo a evidenciar
o seu padrao de bandas especifico. Para o espalhamento, as amostras foram centrifugadas
durante 10 minutos a 1200 rpm e foi removido o sobrenadante até perfazer 1 a 2mL de
volume, de acordo com o indice mitético de cada cultura. O espalhamento foi realizado numa
camara de espalhamento sob condicGes controladas de temperatura (21°C) e humidade
(54%), otimizando a dispersdo e estrutura das metafases obtidas. O espalhamento foi
avaliado por observacdo das laminas ao microscopio de contraste de fase, pretendendo-se
obter metafases individualizadas e com cromossomas com o minimo de sobreposicdes. A
concentracdo da suspensdo celular e o espalhamento foram otimizados de acordo com a
avaliacdo preliminar das laminas. Geralmente, e dependendo da indicacdo clinica de cada

caso, foram espalhadas quatro laminas de cada uma das culturas celulares. Apds o
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espalhamento as laminas foram envelhecidas: a 80°C durante 4 horas para bandagem G e a
80°C durante 3 horas para bandagem C. As |laminas para bandagem C foram conservadas a

-20°C até a bandagem.

A bandagem GTL (Bandagem G por tripsina e leishman) tem como objetivo a producdo de
um padrdo de bandas carateristico de cada cromossoma por um processo de digestdo e
coloracgdo diferencial das regides eucromaticas e heterocromaticas. Deste modo, as regides
heterocromaticas apresentam coloragdo escura (G positivas) e as regiGes eucromaticas
apresentam coloracdo clara (G negativas). A bandagem incluiu a incubagdo das laminas numa
solucdo de tripsina (37°C), seguida da lavagem sequencial numa solucdo de cloreto de sédio
(NaCl; 37°C) e em tampdo glrr (37°C). Posteriormente, as laminas foram incubadas a
temperatura ambiente em corante de leishman e lavadas sequencialmente em tampdo glrr
(37°C) e dgua destilada (37°C). O protocolo de bandagem requer a otimizacdo dos tempos de

incubacdo para cada cultura celular por avaliacdo da bandagem ao microscépio dptico.

O estudo da estrutura do cromossoma Y é facilitado pela marcagdo seletiva do centromero e
regidao polimodrfica Ygl2, regides evidenciadas pela bandagem CBG (Bandagem C por bario e
giemsa) que cora seletivamente a heterocromatina constitutiva. Esta bandagem foi obtida
pela incubagdo das laminas em acido cloridrico (HCl) durante 10 minutos e lavagem em agua
destilada. De seguida, foram incubadas durante 35 segundos numa solucdo de hidrdxido de
bario (BaOH,) a 40°C e lavadas em dagua destilada. As laminas foram reincubadas numa
solugdo de 2xSSC a 60°C durante uma hora. Finalmente, as laminas foram coradas numa

solucdo de giemsa durante 15 minutos e lavadas em tampao gtirr.

A andlise de citogenética convencional é realizada ao microscopio éptico pela contagem,
captura e analise das metafases obtidas. O estudo citogenético consistiu na contagem do
complemento cromossémico em 15 a 20 metafases, captura de metafases de alta resolucdo
(700 a 850 bandas) e construcdo dos respectivos cariogramas e analise da estrutura,
morfologia e padrdo de bandas dos cromossomas no sistema informatico Cytovision®. O
estudo da estrutura dos cromossomas foi realizado a cada par de homdlogos em pelo menos
duas metafases, analisando-se os bracos curtos, bracos longos, regides centroméricas e
teloméricas. O resultado da andlise citogenética foi reportado seguindo as regras do

International System of Chromosome Nomenclature 2020 (ISCN 2020).
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A citogenética tem como objeto de estudo os cromossomas, a sua estrutura e
hereditariedade. Nesta andlise sdo avaliadas alteracdes do numero, morfologia e estrutura
dos cromossomas. Efetivamente, os cromossomas sdo classificados segundo varios
parametros: o seu tamanho, posicdo do centrémero e padrdo de bandas. Quanto ao
centromero, este tem uma posicdo central em cromossomas metacéntricos, os quais
apresentam dois bracos de igual dimensdo; terminal em cromossomas acrocéntricos; e
encontra-se numa posicdo intermédia em cromossomas submetacéntricos, com bracos de
dimensdes distintas. O padrdo de bandas carateristico de cada cromossoma permite o estudo
comparativo do par. Nesta analise procura-se identificar alteracdes da dimensdo, coloracdo
e posicdo das bandas e centromero indicativas de um rearranjo cromossémico. O normal

complemento cromossémico masculino 46,XY encontra-se representado na Figura 9.
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Figura 9: Cariograma de um individuo do sexo masculino com cariotipo 46,XY [ISCN 2020] por bandagem
GTL (Laboratdrio de Citogenética do Servico de Genética do Hospital Pedidtrico de Coimbra).

Pela bandagem CBG é possivel observar a marcacdo especifica do centromero e da zona
heterocromatica distal do braco longo do cromossoma Y, permitindo identificar rearranjos

da sua estrutura como evidenciado na Figura 10.
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Figura 10: Bandagem CBG de um individuo do sexo masculino 46,XY [ISCN 2020] evidenciando-se a
marcagdo do cromossoma Y (Laboratdrio de Citogenética do Servigo de Genética do Hospital Pedidtrico de
Coimbra).

2.2 Citogenética Molecular

O estudo Citogenético Molecular por FISH é aplicado no ambito da infertilidade masculina
para identificacdo e caraterizacdo de alteragdes cromossémicas estruturais, em especial no
cromossoma Y. Esta técnica apresenta uma resolugdo superior a da citogenética
convencional, permitindo esclarecer rearranjos estruturais e pesquisar a presenca e
localizagdo do gene SRY. Sendo esta uma técnica dirigida, o seu sucesso depende da correta
indicacdo clinica e analise do caridtipo. Assim, recorreu-se a técnica de FISH para caraterizar

alterag®es estruturais no cromossoma Y detetadas por citogenética convencional.

Para o estudo por FISH sdo necessarias preparagdes em lamina de linfécitos T, produzidas
pelo mesmo método que as destinadas ao estudo de citogenética convencional. As laminas
foram envelhecidas a temperatura ambiente durante a 12 horas e conservadas a -20°C. Foi

realizado um pré-tratamento para preservacdo da estrutura dos cromossomas e otimizar a
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hibridizacdo das sondas. Deste modo, as laminas foram incubadas em 2xSSC a 37°C durante
10 minutos e posteriormente submetidas a uma desidratacdo progressiva por lavagens

sucessivas em solucdes de etanol a 70%, 85% e 100% durante 2 minutos.

Foi utilizada uma mix de sondas para hibridizacdo de diferentes alvos: uma sonda locus
especifica para marcacdo do SRY; sondas repetitivas para a regido centromérica do
cromossoma X e, em alguns casos, sondas repetitivas para a Yq12 (CytoTest® e Cytocell® OGT,
respectivamente). Para a hibridizacdo, foram selecionadas regides das |dminas com elevada
concentracdo de metafases para a adicdo de 1.5uL de mix de sondas. As regides hibridizadas
foram seladas com lamela e as laminas foram colocadas em placa de aquecimento a 74°C
durante 2 minutos para co-desnaturacdo dos cromossomas e sondas aplicadas. As laminas
foram mantidas numa camara de hibridizacdo himida a 37°C durante 16 horas permitindo a

marcacao total das regides cromossdmicas em estudo.

A lamela foi retirada e as laminas foram lavadas em 0.4xSSC a 70°C durante 2 minutos e em
2xSSC durante 1 minuto, de modo a remover as sondas ndo hibridizadas e as hibridizadas
inespecificamente. De seguida foram adicionados 8uL de corante de contraste (DAPI) a cada
area hibridizada e foi colocada uma lamela sobre as regides a observar. As laminas foram
incubadas durante 30 minutos a 4°C e observadas ao microscopio de fluorescéncia, sendo

registados os sinais de hibridizacdo visualizados.

3. Genética Molecular

3.1 Extracao de DNA

As amostras de sangue periférico para estudos moleculares sdo colhidas em EDTA. As
amostras estdo associadas a informacdo clinica do utente na base de dados do CHUC.
Adicionalmente, é realizado um registo interno do Laboratério em que é atribuido um

numero interno a amostra (CGM).

Foi utilizado o kit QlAamp® DNA Blood Midi (Qiagen) para a extracdo de DNA pelo “Spin
Protocol”. Foram adicionados 200ul de proteinase K a tubos cdnicos de 10mL e de seguida

adicionados 2000ul de sangue periférico e homogeneizada a solucdo. Posteriormente, foram

47



adicionados 2400ul de buffer AL e os tubos vortexados durante 1 minuto, permitindo a lise
das células de toda a amostra. As amostras foram incubadas durante 10 minutos a 70°C para
otimizar a lise celular. Foram adicionados 2000ul de etanol a 99.9% e homogeneizada a
amostra. A solucdo foi transferida para a coluna e centrifugada a 3000 rpm durante 3
minutos. O filtrado foi descartado e foram adicionados 2000ul de buffer de lavagem AW1 e
as amostras centrifugadas a 5000 rpm durante 1 minuto. De seguida, foram adicionados
2000ul de buffer de lavagem AW2 e as amostras centrifugadas a 5000 rpm durante 15
minutos. O filtrado foi descartado e as colunas foram colocadas em tubos novos.
Adicionaram-se 300ul de tampdo de eluicdo AE e as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente durante 5 minutos e posteriormente centrifugadas a 5000 rpm durante 2 minutos.
De modo a obter a maxima concentracao possivel de DNA, o eluido foi re-adicionado a coluna
e incubado a temperatura ambiente durante 5 minutos. As amostras foram novamente
centrifugadas a 5000 rpm durante 2 minutos e o eluido foi armazenado num tubo eppendorf
a-20°C. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria por medicdo da absorvancia
a 260nm (Axeo). Através da relacdo Azso/Azso foi também possivel avaliar o grau de pureza do

DNA, devendo aproximar-se de 1.8.

3.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

O MLPA é uma técnica semi-quantitativa ndo automatizada baseada em PCR multiplex para
determinacdo do numero relativo de cépias de multiplas sequéncias numa sé reacdo. A
afericdo do nimero de copias de cada regido genética é possivel pela andlise comparativa
com amostras referéncia de individuos saudaveis. Esta técnica é aplicada no ambito da
infertilidade masculina para identificacdo e caraterizacdo de altera¢cdes cromossémicas
estruturais do cromossoma Y, em especial microdele¢des do seu brago longo. O painel de
sondas de analise de microdelecbes do cromossoma Y (P360-B2) inclui uma sonda para o
gene SRY, 42 sondas para as regides AZF, 12 sondas de referéncia para regides autossomicas
e nove sondas de controlo de qualidade. A técnica foi realizada seguindo o protocolo do

fabricante (MRCHolland).

A técnica de MLPA consiste em trés fases: desnaturacdo e hibridacdo do DNA e sondas;

ligacdo das hemi-sondas e reacdo de PCR. Primeiramente, o DNA foi diluido em &gua
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“nuclease free no-DEPC”, obtendo-se 5ulL de solugdo de concentragdo de 30ng de DNA/uL.
Foram também preparadas trés amostras referéncia de individuos sauddveis e um controlo
negativo. As amostras foram desnaturadas a 98°C durante 10 minutos. A 25°C foram
adicionados 3L de mix de hibridacdo, constituida por buffer de MLPA e mix de sondas numa
proporcao de 50:50. As amostras foram incubadas a 95°C durante 1 minuto e de seguida a

60°C durante 16 horas, permitindo a hibridacdo das sondas as regides-alvo.

A reacdo de ligacdo permite a ligacdo das hemi-sondas totalmente hibridadas as regides-alvo
através da atividade de uma ligase. Foi preparada a mix para a reacao de ligacdo, constituida
por 25ulL de dgua “nuclease free no-DEPC”, 3uL de ligase buffer A, 3uL de ligase buffer e 1ulL
ligase-65, por reacdo. A 54°C, no termociclador, foram adicionados 32ul da mix a cada reagdo.

As reacdes foram incubadas a 54°C durante 15 minutos e seguidamente mantidas a 98°C.

Na reacdo de PCR sdo amplificadas todas as sondas ligadas, visto serem as Unicas contendo
os primers forward e reverse. Foi preparada a mix respectiva, constituida por 7.5ulL de dgua
“nuclease free no-DEPC”, 2ulL de mix de primers e 0.5uL de polimerase, por reacdo. Foram
adicionados 10ulL da mix a cada amostra a temperatura ambiente. Foi seguido o protocolo
de PCR de 35 ciclos: desnaturacdo a 95°C durante 30 segundos, hibridacdao dos primers a
60°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante 60 segundos. Finalmente, foi realizada

a extensdo final a 72°C durante 20 minutos.

A reacdo de MLPA resulta num conjunto de fragmentos de DNA (sondas amplificadas) de
diferentes dimensBes que podem ser separados por eletroforese capilar. Deste modo, cada
amostra foi analisada preparando uma mix de 0.2uL de 500 LIZ™ (GeneScan™) e 9.5ul de
formamida por amostra, a qual foram adicionados 0.75uL de reacdo de MLPA. As amostras
foram desnaturadas a 95°C durante 5 minutos e posteriormente analisada pelo equipamento

de eletroforese capilar 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems™).

A marcacdo fluorescente das sondas permite a sua diferenciacdo pela dimensdo da sequéncia
“stuffer” contida em cada sonda. A quantificacdo da fluorescéncia das sondas resulta num
eletroferograma, carateristico de cada amostra, em que cada pico corresponde a uma das
sondas amplificadas. A area dos picos de fluorescéncia de cada sonda é comparada a média

dos picos obtidos nas amostras referéncia. Calcula-se o racio (R) entre as areas dos picos, o
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qual se traduz na quantidade relativa de cépias de cada regido genética em estudo. A delecdo
de uma sequéncia é identificada por um R<0.7 e presenca de duplicacdes é determinada por
R>1.3. A analise de resultados foi realizada pelo software Coffalyser.Net™ que calcula os
racios de forma automadtica e realiza a andlise de controlo de qualidade dos nove picos

controlo.
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1. Estudo Retrospectivo

Para a analise retrospectiva o grupo selecionado de casos correspondeu a um periodo de oito
meses, envolvendo 53 casos clinicos de infertilidade masculina. Apenas um dos casos
corresponde a um utente menor de idade, sendo os restantes adultos com idade média de

37.2 anos. A distribuicdo dos casos por faixa etaria encontra-se representada na Figura 11.

Distribuicao etaria dos casos em estudo

30
25 28
20
20
15

10

NUmero de casos

18-29 30-39 40+
Faixa etdria (anos)

Figura 11: Distribuigdo dos casos analisados do estudo retrospectivo (n=53) por faixa etdria.

Dos casos analisados neste estudo, 52.8% foram referenciados por infertilidade primaria
associada a alteracdes do espermograma; 41.5% foram referenciados por infertilidade
primaria idiopatica; e 5.7% dos casos foram referenciados por hipogonadismo. Dos casos de
infertilidade primaria associada a alteragdes do espermograma, 82.1% eram azoospérmicos
e 17.9% eram oligoastenoteratozoospérmicos. A distribuicdo dos casos em estudo por

indicacdo clinica encontra-se representada na Figura 12.

Deste modo, pela andlise da indicacdo clinica pela qual os utentes foram referenciados,
verificou-se que os individuos sdo maioritariamente referenciados por um de trés fenétipos:
infertilidade primaria masculina idiopatica; infertilidade primdaria masculina associada a

alteracbes do espermograma e hipogonadismo.

O estudo citogenético resultou na identificacdo de alteracGes cromossdmicas em seis casos,

traduzindo-se numa taxa diagndstica de 11.3%. Todos estes individuos apresentam perturbacado
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da espermatogénese, estando um dos casos concomitantemente associado a hipogonadismo.
Foram identificados dois casos de alteracdes cromossdmicas estruturais e quatro de
aneuploidias. As alteracOes identificadas em resultado deste estudo encontram-se descritas na

Tabela 1.

Indicagdo clinica dos casos em estudo

52.8%

e i ®m Azoospermia
Oligoastenoteratozoospermia
Infertilidade primdria associada a alteragfes do espermograma
m Infertilidade primaria idiopatica
m Hipogonadismo

Figura 12: DistribuicGo dos casos analisados de acordo com a informagéo clinica de cada utente:
infertilidade primdria associada a alteracées do espermograma (n=28); infertilidade primdria idiopdtica
(n=22) e hipogonadismo (n=3). A infertilidade primdria associada a alteracbes do espermograma foi
subclassificada em casos de azoospermia (n=23) e oligoastenoteratozoospermia (n=>5).

Adicionalmente, um dos utentes referenciado por infertilidade primaria e azoospermia, foi
diagnosticado com Sindrome de DiGeorge por MLPA (rsa
22911.21(CLTCL1,HIRA,CDCA5L,CLDN5,GP1BB,TBX1,TXNRD2,DGCR8,ZNF74,KLHL22,MED15,
SNAP29,LZTR1)x1). Sendo este um fendtipo que excede o ambito deste trabalho, este

resultado ndo serd incluido na discussdo dos resultados.

Relativamente as alteracBes estruturais, foi identificado um caso de cromossoma Y
isodicéntrico, posteriormente caracterizado com recurso a FISH, 46,X,idic(Y)(g12).ish

idic(Y)(SRY++,DYZ1+) (Figuras 13 e 14).

Adicionalmente, foi identificado um caso de reversdo sexual, 46,XX. O estudo por FISH
permitiu concluir que a reversdo sexual ndo se deveu a translocagdo do SRY, visto que este
gene ndo estava presente em nenhum dos cromossomas (Figuras 15 e 16). Por MLPA foi

possivel concluir que ndo existia material do cromossoma Y no seu genoma (rsa(P360-B2)x0).
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Tabela 1: Quadro resumo dos casos com alteragbes cromossdmicas identificadas por citogenética

convencional (n=6), idade do individuo, indica¢do clinica e resultado do estudo de acordo com as normas
do ISCN 2020.

Caso

A2

A3

Ad

A5

A6

A7

Idade

(anos)

34

32

31

37

35

47

Indicagdo clinica

Infertilidade primaria;
Azoospermia

Infertilidade primaria;
Azoospermia;

Atrofia testicular bilateral
sem massas palpaveis

Infertilidade primaria;
Azoospermia

Infertilidade primaria;
Azoospermia

Infertilidade primaria;
Azoospermia

Azoospermia;
Hipogonadismo;
Suspeita de S. Klinefelter

Alteragdo identificada

46,X,idic(Y)(q12).ish idic(Y)(SRY++,DYZ1+)

46,XX

47 XXY

47, XXY

mos 47,XXY[28]/46,XY[2]

47 XXY
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Figura 13: Cariograma do caso A2 por bandagem GTL verificando-se a existéncia de um
cromossoma Y isodicéntrico. Trata-se de um caso de um individuo do sexo masculino com
caridtipo 46,X,idic(Y)(q12) [ISCN 2020].

Figura 14: Estudos complementares para caraterizagéo do cromossoma Y isodicéntrico por bandagem
CBG (esquerda) e FISH (direita) no caso A3. A bandagem CBG permite avaliar a estrutura do cromossoma
Y, identificar o centromero e a regido Yq12. Verifica-se a estrutura em espelho do cromossoma, e a
duplicacéio de todo o braco curto e grande parte do braco longo. A andlise por FISH incluiu sondas para
o gene SRY (Yq11.31) (vermelho), para a regido heterocromdtica do brago longo (Yq12) (verde) e para a
regidio centromérica do cromossoma X (Xp11.1911.1) (azul) (Cytocell®, OGT). Verificou-se que se trata
de um idic(Y)(q) com pontos de quebra no brago longo, duplicagdo dos bragos curtos e SRY.
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Figura 15: Cariograma do caso A3 por bandagem GTL verificando-se a existéncia de um
complemento cromossémico 46,XX [ISCN 2020].

Figura 16: Estudo por FISH para pesquisa do gene SRY no caso A3. Foram utilizadas sondas para o SRY
(Yp11.31) e sondas controlo para a regido centromérica do cromossoma X (Xp22.3) (CytoTest®). E
possivel observar a marcag¢do centromérica de dois cromossomas X e a auséncia de marcagdo do SRY.
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As alteragdes numéricas identificadas envolveram apenas os cromossomas sexuais. Trés dos
casos foram diagnosticados como Sindrome de Klinefelter 47,XXY (Figura 17). Num dos casos,

foi identificado um caso de Sindrome de Klinefelter em mosaico: mos 47,XXY[28]/46,XY[2].
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Figura 17: Cariograma de um individuo com Sindrome de Klinefelter (caso A3) por bandagem
GTL. Individuo do sexo masculino com caridtipo 47,XXY [ISCN 2020]
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2. Estudo Citogenético e Genético Molecular

A implementacdo da técnica de MLPA permitiu alargar a pesquisa etioldgica nos casos de
infertilidade primaria associada a alteracdes do espermograma. Assim, o diagndstico
genético molecular foi realizado em paralelo com o estudo citogenético quando assim
requisitado pelo clinico. Os restantes casos foram estudados seguindo as metodologias
aplicadas no estudo retrospectivo. A idade média dos utentes foi de 36.3 anos. A distribuicdo

dos casos por faixa etdria encontra-se representada na Figura 18.
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Figura 18: Distribuigdo dos casos analisados na fase experimental (n=58) por faixa etdria.

No decorrer deste estudo, correspondente a um periodo de nove meses, foram analisados
58 casos de infertilidade primaria masculina. Destes, 48.3% foram referenciados por
infertilidade primaria associada a alteracGes do espermograma; 46.6% foram referenciados
por infertilidade primaria idiopatica; 3.4% dos casos foram referenciados por hipogonadismo
e 1.7% referenciadoa por anejaculagdo. Relativamente aos casos associados a alteragbes do
espermograma, 50% eram azoospérmicos, 39% oligoastenoteratozoospérmicos e 11%
oligozoospérmicos. A distribuicdo dos casos em estudo por indicacdo clinica encontra-se

representada na Figura 19.
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Indicagdo clinica dos casos em estudo
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Figura 19: DistribuicGo dos casos analisados de acordo com a informagdo clinica de cada utente:
infertilidade primdria associada a alteragbes do espermograma (n=28); infertilidade primdria idiopdtica
(n=27); hipogonadismo (n=2) e anejecula¢do (n=1). A infertilidade primdria associada a alteracées do
espermograma foi subclassificada em casos de azoospermia (n=14), oligoastenoteratozoospermia (n=11) e
oligozoospermia (n=3).

Os casos clinicos referenciados ao Laboratério de Citogenética foram enquadrados em um

de trés grupos de estudo de acordo com a indicagédo clinica e estudos genéticos prescritos:

Grupo I. Infertilidade primaria idiopatica com estudo citogenético — 28 casos

Grupo Il. Infertilidade primaria associada a alteracbes do espermograma com estudo
citogenético — 15 casos

Grupo lll. Infertilidade primaria associada a alteracdes do espermograma com estudo
citogenético e genético molecular (MLPA) — 15 casos

O estudo citogenético convencional permitiu identificar cinco cromossomopatias: dois casos
de alteracBes cromossdmicas estruturais e trés casos de aneuploidia. Relativamente as
alteracdes estruturais, foi identificada uma delecdo do brago longo do cromossoma Y,
posteriormente caracterizada por FISH: 46,X,del(Y)(q11.2).ish del(Y)(SRY+) (Figuras 20 e 21).
Foi também identificada uma translocacdo aparentemente equilibrada entre os

cromossomas 13 e 14, 45,XY,der(13;14)(q10;910) (Figura 22). As alteracBes identificadas em

resultado deste estudo encontram-se descritas na Tabela 2.
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Tabela 2: Quadro resumo dos casos com alteragbes cromossdmicas identificadas por citogenética
convencional (n=5), idade do individuo, indica¢do clinica e resultado do estudo de acordo com as normas
do ISCN 2020.

Caso  Idade Indicagdo clinica Alteracgdo identificada
(anos)
Bl 43 Infertilidade primaria mos 47,XXY[37]/46,XY[3]

82 4y | 'nfertilidade primaria; mos 47,XYY[2]/47 XXY[1]/46,XY[47]
Azoospermia

B3 37 Infertilidade primaria; 46,X,del(Y)(q11.2).ish del(Y)(SRY+)
Azoospermia

B4 37 Infertilidade primaria 45,XY,der(13;14)(q10;q10)

B8 33 Infertilidade primaria; 47, XXY

Azoospermia
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Figura 20: Cariograma do caso B3 verificando-se uma delecdo terminal do cromossoma Y por
bandagem GTL. Individuo do sexo masculino com carictipo 46,X,del(Y)(q11.2) [ISCN 2020].
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Figura 21: Estudos complementares para caraterizagdo da dele¢do terminal do cromossoma Y por
bandagem CBG (esquerda) e FISH (direita) no caso B3. A bandagem CBG permite avaliar a estrutura do
cromossoma Y, identificar o centrémero e a regido Yql2, esta ultima ausente. A andlise por FISH incluiu
sondas para o SRY (Yp11.31) e sondas controlo para a regiGo centromérica do cromossoma X (Xp22.3)

(CytoTest®). Verifica-se que o SRY estd presente no brago curto e que o braco longo sofreu uma grande
delegdo.
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Figura 22: Cariograma do caso B4 verificando-se uma translocacdo Robertsoniana entre os

cromossomas 13 e 14 por bandagem GTL. Individuo do sexo masculino com cariotipo
45,XY,der(13;14)(q10g10) [ISCN 2020].
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Quanto as alteragBes cromossémicas numeéricas, foi diagnosticado um Sindrome de
Klinefelter 47,XXY; um caso de Sindrome de Klinefelter em mosaico mos 47,XXY[37]/46,XY[3]
e um mosaicismo complexo dos cromossomas sexuais, sendo a linha celular de complemento

cromossomico normal a maioritaria: mos 47,XYY[2]/47,XXY[1]/46,XY[47] (Figura 23).
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Figura 23: Cariograma da linha celular 47,XYY do caso B2 por bandagem GTL.

A pesquisa de microdelecdes do cromossoma Y por MLPA foi realizada em 15 casos
associados a alteracGes do espermograma. Em casos sem CNVs ha amplificacdo de todas as
sondas das regides em estudo em igual proporcdo as amostras de referéncia, traduzindo-se

no resultado rsa[GRCh38] Y(P360-B2)x1, visto que estes genes encontram-se em hemizigotia.

Este estudo permitiu a identificacdo de trés microduplicacdes e uma microdelecao
(rsa[GRCh38] Yg11.223(22279283 23473986)x0) associada a mosaicismo complexo dos
heterossomas (47,XYY[2]/47,XXY[1]/46,XY[47]) referido anteriormente. Pela técnica de MLPA
foi também possivel caraterizar a delecdo do braco longo do cromossoma Y anteriormente
descrita: rsa[GRCh38] Yq11.2(14078518 26423998)x0. Visto que apenas as microdelecdes
permitem explicar o fendtipo de azoospermia secretora, esta técnica teve uma taxa
diagnodstica de 13,3%. As alteragBes identificadas em resultado deste estudo encontram-se

descritas na Tabela 3.
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Tabela 3: Quadro resumo dos casos com alteragdes cromossémicas identificadas por estudo genético
molecular (n=5), idade do individuo, indicagdo clinica e resultado do estudo de acordo com as normas do
ISCN 2020.

Caso ldade  ndicacéo clinica Alteragdo identificada
(anos)

Infertilidade primaria;
B2 42 rsa[GRCh38] Yq11.223(22279283 23473986)x0
Azoospermia

Infertilidade primaria;
B3 37 rsa[GRCh38] Yq11.2(14078518 26423998)x0
Azoospermia

Infertilidade primaria;
B5 32 . rsa[GRCh38] Yq11.22(CDY2A,BPY2,DAZ2,CDY1B)X3
OAT

Infertilidade primaria;
B6 39 rsa[GRCh38] Yq11.221(CDY2A)x3
Azoospermia

Infertilidade primaria;
B7 34 rsa[GRCh38] Yq11.223(BPY2)x3
OAT!

1: Oligoastenoteratozoospermia

No caso B2 foi identificada uma microdelecdo englobando as regides AZFb e AZFc e incluindo
os genes RBMY1J, BPY2 e DAZ2. A Figura 24 apresenta os resultados do MLPA pela anélise do
software Coffalyser.Net™. As sondas em que foram verificadas variacdes do numero de
copias encontram-se descritas na Tabela 4. Racios de 0 indicam a delecdo de todas as cépias
da sequéncia, como é o caso do RBMY1J, enquanto o racio de 0.5 indica a dele¢do de metade
das cépias dessa sequéncia, como é o caso do DAZ2. Racios de 0.77 aproximam-se do valor
esperado da delecdo de uma das trés sequéncias para as quais as sondas BPY2— (486nt) e
BPY2— (376nt) tém complementaridade. Assim, do Yg11.223 esta é provavelmente uma

delecdo contigua desde a sonda RBMY1/—(427nt) até a sonda DAZ2-down (301nt)
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Figura 24: Andlise do software Coffalyser.net do resultado do estudo de MLPA do caso B2.

Tabela 4: Sondas que apresentaram um rdcio alterado no caso B2.

Rdcio

Localizagdo

Gene — exdo (dimensdo)

Yq11.223

RBMY1J—(427nt)

Yq11.223

RBMY1J— (263nt)

Yq11.223

BPY2— (418nt)

Yq11.223

166nt)

(

BPY2—

Yq11.223

BPY2— (178nt)

0.77*

Yq11.223

BPY2— (486nt)

0.77*

Yq11.223

376nt)

(

BPYZ2

0.55

Yq11.223

DAZ2-down (284nt)

0.54

Yq11.223

(301nt)

DAZ2-down
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No caso B3, o estudo por MLPA permitiu definir a extensdo da delecdo do braco longo do
cromossoma Y previamente identificada por citogenética. A Figura 25 apresenta os

resultados do MLPA pela analise do software Coffalyser.Net™.
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Figura 25: Andlise do software Coffalyser.Net™ do resultado do estudo de MLPA do caso B3.

Verificou-se que a alteracdo se estende desde a regido adjacente a AZFb até ao terminal do
cromossoma Y, incluindo assim toda a regido AZFb e AZFc, desde a sonda VCY1B— (403nt) a
RBMY2DP— (391nt). As sondas em que foram verificadas variacdes do nimero de cépias

encontram-se descritas na Tabela 5.

Tabela 5: Sondas que apresentaram um rdcio alterado no caso B3.

Gene — exdo (dimensdo) Localizagdo Rdcio
VCY1B— (403nt) Yq11.221 0
VCY1B— (355nt) Yq11.221 0

NLGN4Y— (463nt) Ygll.221 0
CDY2B-up (160nt) Ygll.221 0
CDY2A-up (220nt) Yqll.221 0
CDY2A-up (239nt) Yqll.221 0
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CDY2B-up (291nt)
HSFY1-up (398nt)
HSFY1-down (436nt)
HSFYI-down (410nt)
KDM5D-up (245nt)
KDM5D-down (445nt)
KDMS5D-down (208nt)
KDMS5D-down (273nt)
EIF1AY-up (499nt)
EIF1AY-up (136nt)
RBMY1J— (427nt)
RBMY1/— (263nt)
BPY2— (418nt)
BPY2— (166nt))
BPY2— (178nt)
BPY2— (486nt)
BPY2— (376nt)
DAZ2-down (284nt)
DAZ2-down (301nt)
DAZ2-down (267nt)
CDY1B— (362nt)
PPP1R12BP— (142nt)

RBMY2DP— (391nt)

Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yq11.222
Yg11.223
Yq11.223
Yq11.223
Yg11.223
Yq11.223
Yq11.223
Yq11.223
Yq11.223
Yq11.223
Yq11.223
Yq11.223
Yq11.23

Yq11.23
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Relativamente as microduplicacGes identificadas, estas ndo sdo alteracdes que permitam
explicar o quadro clinico de azoospermia, logo ndo foram reportadas. Sdo, contudo, variantes

previamente descritas na literatura cujas consequéncias fenotipicas ndo sdo ainda claras.

No caso clinico B5 foram identificadas trés duplicacdes ndo contiguas. A primeira inclui
apenas uma sonda, a segunda inclui cinco sondas e a Ultima duas sondas. A Figura 26
apresenta os resultados do MLPA pela analise do software Coffalyser.Net™. As sondas em

que foram verificadas variacdes do nimero de cdpias encontram-se descritas na Tabela 6.
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Figura 26: Andlise do software Coffalyser.Net™ do resultado do estudo de MLPA do caso B5.

Tabela 6: Sondas que apresentaram um rdcio alterado no caso B5.

Gene — exdo (dimensdo) Localizagdo Rdcio
CDY2A-up (239nt) Yqll.221 1.39
BPY2— (418nt) Y¥ql11.223 1.98
BPY2— (166nt) Yq11.223 1.97
BPY2— (178nt) Yq11.223 2.01
BPY2— (486nt) Yql1.223 1.72
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No caso B6 foi identificada uma duplicagdo que inclui duas sondas. A Figura 27 apresenta os

resultados do MLPA pela andlise do software Coffalyser.Net™. As sondas em que foram

verificadas variacdes do nimero de cdpias encontram-se descritas na Tabela 7.
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Figura 27: Andlise do software Coffalyser.Net™ do resultado do estudo de MLPA do caso B6.

Tabela 7: Sondas que apresentaram um rdcio alterado no caso B6.

Rdcio

Localizagéio

Gene — exdo (dimensdo)

1.86

Yq11.223

BPY2— (486nt)

1.69

Yq11.223

BPY2— (376nt)
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Rdcio

Localizagdo

1.86

Yq11.223

up (220nt)

CDY2A

1.69
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CDY2A-up (239 nt)
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No caso clinico B7 foi identificada uma duplicacdo que inclui duas sondas. A Figura 28
apresenta os resultados do MLPA pela analise do software Coffalyser.Net™. As sondas em
gue foram verificadas variagdes do nimero de cdpias encontram-se descritas na Tabela 7.
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Figura 28: Andlise do software Coffalyser.Net™ do resultado do estudo de MLPA do caso B7.
Gene — exdo (dimensdo)

Tabela 8: Sondas que apresentaram um rdcio alterado no caso B7.
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1. Estudo Retrospectivo

A infertilidade primdria masculina € uma patologia de etiologia complexa e heterogénea.
Assim se justifica que a citogenética, um estudo ndo direcionado de todo o caridtipo e que
permite a identificacdo de diversas alteracGes genéticas, seja a primeira linha de estudo
genético destes casos. As alteracGes de maior relevo no ambito do diagndstico de
infertilidade masculina sdo as aneuploidias dos cromossomas sexuais, rearranjos estruturais

equilibrados sem impacto para o portador e alteracdes estruturais do cromossoma Y.

O estudo retrospectivo permitiu avaliar o papel do diagndstico citogenético em casos de
infertilidade primaria. A bandagem GTL permite a identificacdo de alteracdes cromossémicas
numéricas e estruturais, equilibradas e desequilibradas, de resolu¢do de até 3 a5 Mb. E, por
isso, a base do estudo citogenético e permitiu identificar todas as alteragcdes cromossdémicas
deste estudo. A bandagem CBG tem um papel essencial na avaliacdo detalhada da estrutura
do cromossoma Y. Visto que este cromossoma tem uma estrutura de dimensdo variavel e de
dificil andlise pelo padrdo de bandas, rearranjos como inversdes e cromossomas
isodicéntricos sdo mais claramente evidenciados pela marcacdo especifica das regides
centromérica e heterocromatica terminal. Finalmente, a identificacdo de aneuploidias dos
Ccromossomas sexuais em mosaico implica a avaliacdo de um maior nimero de metafases (20

a 30), visto que recorrentemente estdo presentes linhas celulares de baixa expressao.

Estima-se que atualmente é possivel identificar fatores genéticos subjacentes ao fendtipo de
infertilidade masculina em 15% dos casos, porém neste estudo verificou-se que a taxa
diagnodstica da citogenética convencional foi de 11.3%. Justifica-se esta taxa diagndstica
inferior pelo facto de o estudo citogenético ndo permitir a detecdo de microdelegbes do
cromossoma Y, nem de variantes de sequéncia patogénicas. E, assim, clara a necessidade de
aprofundar o estudo genético dos casos em que a anadlise citogenética ndo resulta num
diagnodstico. Efetivamente, é recomendada a pesquisa de microdele¢cdes do cromossoma Y
em casos de infertilidade primdria masculina associada a altera¢des do espermograma. Nao
devem ser encaminhados para este teste individuos normozoospérmicos, uma vez que estas
alteracGes comprometem a espermatogénese. Assim, os casos de infertilidade masculina

idiopatica ndo sdao atualmente direcionados para estudos genéticos complementares.
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A primeira fase deste projeto permitiu também caraterizar o grupo de utentes referenciados
ao Laboratdrio de Citogenética em consequéncia do diagndstico de infertilidade primaria
e/ou hipogonadismo. Verificou-se que estas patologias sdo maioritariamente identificadas
em idade adulta por incapacidade de concec¢do, ndo existindo previamente comorbilidades
gue sugerissem um quadro patoldgico. Efetivamente, a idade média dos utentes em idade
reprodutiva foi de 37.2 anos. Apesar de, por si, s6 a idade ndo justificar o fendtipo de

infertilidade ou hipogonadismo, a qualidade espermatica declina cerca dos 35 anos®98!,

Caso Clinico A2

O caso clinico A2 foi referenciado por infertilidade primdaria e azoospermia. A andlise
cromossdmica revelou um complemento cromossémico masculino com uma alteracdo
cromossomica estrutural desequilibrada, um cromossoma Y isodicéntrico presente em todas
as metafases. Este rearranjo foi caracterizado por FISH com sonda locus especifica para o
gene SRY (Yq11.31); sondas repetitivas para a regidao heterocromatica do braco longo (Yq12)
e sondas repetitivas controlo para a regido centromérica do cromossoma X (Xp11.1g11.1)
(Cytocell® OGT). Este estudo revelou a duplicacdo aparentemente total do braco curto e a
duplicacdo de todo o braco longo (Ypter—Yql2::Ygl2—Ypter). Em todas as metafases
registaram-se duas cépias do gene SRY, a marcacdo da zona heterocromatica do braco longo
e um cromossoma X. Deste modo, admite-se que ndo houve perda de material do Yp nem
das regiGes AZF. Efetivamente, a estrutura é compativel com a existéncia de duas copias de

todo o cromossoma.

Foram ja propostas multiplos mecanismos patofisioldgicos para a azoospermia secretora
associada aos cromossomas isodicéntricos. Geralmente, considera-se as dele¢do das regides
AZF como um dos principais fatores envolvidos na perturbacdo espermatogénica associada
ao cromossoma isodicéntrico do Y. Neste caso, estas regides aparentemente ndo foram
perturbadas, encontrando-se provavelmente duplicadas. A alteracdo da dosagem destes
genes podera estar implicada no fendtipo, no entanto ndo existem estudos que
definitivamente associem a duplicacdo total das regides AZF ao fendtipo de azoospermia

secretora®.
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A delecdo da regido PAR1, essencial para o emparelhamento dos homdlogos durante a
meiose, é também um importante mecanismo a considerar nestes casos. Porém, o
cromossoma em causa ndo aparenta ter sofrido alteracdes do braco curto, tendo o rearranjo
ocorrido na porcdo distal do braco longo. A duplicacdo desta regido pode, contudo, perturbar
o emparelhamento ao existirem duas regiées complementares a PAR1 do cromossoma X. A
PAR2 ndo é necessaria para o emparelhamento dos homodlogos e a sua dele¢do parece ndo
ter implicacdes na fertilidade**®#2. No entanto, outros estudos apontam a delecdo dos genes
da PAR2 com papel regulador da meiose como mecanismo causal de infertilidade destes

rearranjos ao induzir a paragem da maturacdo em meiose®3,

A instabilidade centromérica resultante da existéncia de dois centrémeros ativos podera
contribuir para a perturbacdo da espermatogénese. Contudo, verifica-se que a elevada
distancia intercentromérica do rearranjo em causa predispde para a inativacdo de um dos
centrémeros®. Ademais, a existéncia deste cromossoma em todas as células sustenta que
este apenas terd um centromero ativo e serd mitoticamente estavel. Finalmente, o rearranjo
da estrutura destes cromossomas, bem como a perda de material genético, leva a
perturbacdo do emparelhamento e segregacdo dos homadlogos na meiose**2®. Sendo este o

mecanismo mais provavelmente subjacente ao fendtipo observado.

Na origem deste rearranjo podera estar a quebra na zona distal do braco longo do
cromossoma seguida da fusdo das cromatides ou NAHR mediada pelos palindromos da MSY.
Este ultimo mecanismo proposto por Lange et al. (2009) estabelece que a recombinacdo
através de diferentes palindromos explica rearranjos idicYp e idicYq distintos®*. Foi descrita a
formacdo de um isodicéntrico através da recombinacdo das sequéncias repetitivas
DYZ18/DYZ1/DYZ2 da Yq12, representado na Figura 2983, Este rearranjo assemelha-se ao do

caso em estudo, propondo-se que o mecanismo de formacao terd sido semelhante a este.
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Figura 29: llustragdo esquemdtica de um cromossoma Y isodicéntrico com ponto de quebra na
heterocromatina DYZ18/DYZ1/DYZ2. O estudo por FISH com as sondas 1136122 (vermelho) e 242E13
(verde) permitiu confirmar a estrutura prevista deste rearranjo. Adaptado de Lange et al., 2009.
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Os cromossomas isodicéntricos estdo associados a um largo espetro de manifestacdes
fenotipicas, descritas anteriormente, e nas quais o caso em estudo se enquadra. A
patofisiologia desta alteracdo cromossdmica depende do rearranjo em causa: 0s pontos de
quebra, regiGes cromossémicas deletadas/duplicadas, bem como a existéncia de
mosaicismo. Geralmente, estes individuos sdo azoospérmicos, no entanto, foram ja descritos
casos de OAT®*®, O aconselhamento genético é crucial para que o portador seja esclarecido
relativamente as consequéncias desta alteracdo. Adicionalmente, o utente podera recorrer

ao diagndstico pré-natal visto que esta é uma alteracdo cromossémica desequilibrada.

Caso Clinico A3

Este caso clinico foi referenciado por infertilidade primaria; azoospermia; atrofia testicular
bilateral sem massas palpdveis. A andlise cromossdmica revelou um complemento
cromossodmico de 46,XX. Foi realizado o estudo citogenético molecular para pesquisa do SRY.
Foram utilizadas sondas para o SRY (Yp11.31) e sondas controlo para a regido centromérica
do cromossoma X (Xp22.3) (CytoTest®). Em todas as metafases verificou-se a existéncia de
dois cromossomas X, mas sem sinal da sonda para o SRY. Deste modo, conclui-se que este é
um caso de reversdo sexual SRY negativo. Assim, o fendtipo masculino podera ser explicado
pela ativacdo de genes da cascata de diferenciacdo sexual masculina (SOX9, DAX1 e SOX3); a
presenca de variantes em genes que permitem a diferenciacdo sexual feminina, como é o
caso do RSPO1; ou pela existéncia de uma linha celular SRY positiva nas gonadas (mosaicismo

gonadal)**®’.

O fendtipo de infertilidade por azoospermia secretora é expectdvel, visto que ndo estdo
presentes os genes das regifes AZF necessarios para a espermatogénese. Assim, este serd
um caso de esterilidade total, ndo sendo vidvel a realizacdo de técnicas de PMA. No entanto,
apenas a identificacdo das altera¢des genéticas associadas ao fendtipo permitiria esclarecer
a relacdo gendtipo-fendtipo. O aconselhamento genético é também crucial para que o

portador seja esclarecido relativamente as consequéncias desta alteracado.
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Casos Clinicos A4, A5, A6 e A7

Os casos A4, A5 e A6 foram referenciados por infertilidade primaria e azoospermia. O caso
A7 foi referenciado por azoospermia, hipogonadismo e suspeita de Sindrome de Klinefelter.
Em todos os casos foi diagnosticado Sindrome de Klinefelter: constitucional nos casos A4, A5
e A7 e em mosaico no caso A6. Em todos os casos a fendtipo enquadra-se nos tracos
carateristicos desta Sindrome. E de salientar, contudo, que em todos estes casos deverd
existir hipogonadismo, apesar de esta indicacdo clinica ndo constar na informacao
transmitida ao Laboratdrio. O caso A6, apresenta mosaicismo de baixa expressdo, logo a
manifestacdo da Sindrome poderd ser menos severa, contudo, este efeito dependerd do grau
de expressdo de cada linha celular nos diferentes tecidos. Com base nos dados da literatura,
prevé-se que estes individuos ndo serdo estéreis. A taxa de sucesso da TESE é relativamente
elevada (40-50%), especialmente no caso do mosaicismo. Esta é a patologia mais
frequentemente associada a infertilidade masculina primaria e, de facto, foi o diagnéstico

mais comum deste estudo.

Como discutido anteriormente, a patofisiologia desta Sindrome ainda n3o é clara. E habitual
o diagndstico tardio desta patologia, decorrente do diagndstico de infertilidade. Sendo esta
aneuploidia livre, ndo terd sido herdada dos progenitores, nem serd transmitida a
descendéncia. De facto, apenas foi reportado um caso de um individuo com Sindrome de
Klinefelter com um descendente com a mesma patologia®. O aconselhamento genético é
crucial para o esclarecimento do utente relativamente ao diagndstico e as comorbilidades a
si associadas que requerem vigilancia médica adicional. Adicionalmente, estes individuos

poderdo recorrer ao diagndstico pré-natal.

2. Estudo Citogenético e Genético Molecular

A pesquisa de microdele¢cdes do cromossoma Y é aplicada em casos de azoospermia
secretora, oligozoospermia severa ou OAT. Perturbacdes da espermatogénese estdo
intimamente associadas a delecdo de genes das regides AZF. Deste modo, nestes casos, é
recomendada a pesquisa de microdele¢es do cromossoma Y. Estas alteracdes nem sempre

implicam esterilidade total e sdo transmissiveis a descendéncia masculina. Assim, individuos
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gue procurem técnicas de PMA devem ser corretamente acompanhados e receber

aconselhamento genético.

Esta fase do projeto pretendeu implementar a pesquisa de microdelecdes do cromossoma Y
na rotina diagndstica de casos de infertilidade primaria masculina associada a altera¢des do
espermograma e avaliar o seu potencial diagndstico. A metodologia aplicada foi a MLPA, que
consiste num procedimento e andlise de resultados relativamente simples e rapido. Esta
técnica baseia-se na amplificacdo multiplex de sondas de DNA complementares a diferentes
sequéncias do genoma humano. As sondas sdo constituidas por dois oligonucledtidos que
hibridizam em sequéncias-alvo adjacentes, e que apenas se ligam quando perfeitamente
complementares com a sequéncia, conferindo elevada sensibilidade a este estudo. Ja o
estudo por PCR convencional baseia-se na utilizacdo de dois primers STS para cada regido
AZF>>. Estes marcadores sdo complementares a loci previamente descritos em microdelecdes
do cromossoma Y associados a fenodtipos de azoospermia ou oligozoospermia.
Comparativamente, o MLPA permite uma analise de resolucdo superior com cobertura de
todo o braco longo. De facto, o MLPA contempla o estudo individual de 42 sondas para o

braco longo, em que cada sonda estd associada ao gene a que é complementar.

A avaliacdo do impacto do diagndstico molecular foi possivel pelo estabelecimento de trés
grupos de estudo e avaliacdo da taxa diagndstica de cada um. No caso da infertilidade
primaria idiopatica (grupo I), o estudo citogenético traduziu-se numa taxa diagndstica de
cerca de 7.1%. No grupo de casos de infertilidade primaria associada a alteracGes do
espermograma (grupo Il) com estudo do caridtipo, a taxa diagndstica foi de cerca de 6.6%.
Finalmente, nos casos de infertilidade primaria associada a alteracdes do espermograma em
que foi realizado o estudo citogenético em paralelo com a pesquisa de microdele¢des do

cromossoma Y (grupo lll), a taxa diagndstica foi de cerca 13.3%.

Era esperado que o grupo | apresentasse a menor taxa diagndstica, uma vez que sdo casos
menos severos em que a fungdo espermatica ndo se encontra perturbada. Nao existem
outros estudos genéticos validados para estes quadros clinicos*. Avaliando os grupos Il e lll,
verifica-se que o diagndstico combinado citogenético e molecular permite um aumento

significativo da taxa diagndstica.
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Relativamente, ao grupo |lll, foram identificadas duas alteracbes por citogenética
convencional, uma aneuploidia complexa dos cromossomas sexuais e uma delecdo do braco
longo do cromossoma Y. O estudo por MLPA identificou alteracdes em dois casos, ambos
azoospérmicos. Esta metodologia permitiu caraterizar a delecdo Yq e identificar uma delecdo
ndo detetdvel por citogenética. Assim, a taxa diagndstica da pesquisa de microdele¢des do
cromossoma Y foi de cerca de 6.7%. Considerando que a prevaléncia destas microdelecbes é
de 5% na populacdo oligozoospérmica e 10% da popula¢do azoospérmica®, a taxa diagndstica
encontra-se dentro da gama de valores esperados. No entanto, este é um valor
consideravelmente baixo, comparando com resultados descritos na literatura.
Comparativamente, Franchim et al. (2020) reportaram uma taxa diagnostica de 21% desta
metodologia®. De facto, a taxa diagndstica verificada afasta-se dos valores esperados de
diagnostico de uma causa genética associada ao fendtipo de oligozoospermia (10%) e de

azoospermia (25%)3.

Casos Clinicos B1 e B8

Estes casos de infertilidade primaria, e azoospermia no caso B8, foram diagnosticados com
Sindrome de Klinefelter. O caso B1 apresenta um mosaicismo de baixa expressdo em que a
linha aneuploide é maioritdria, enquanto em B8 a aneuploidia é constitucional. A relacado
genodtipo-fendtipo desta Sindrome foi anteriormente abordada na discussdo dos casos A4,

A5, A6 e A7. As mesmas conclusdes se aplicam aos casos B1 e BS8.

No entanto, no caso B1 ndo foi reportada a presenca de alteracdes do espermograma,
caracteristicas desta Sindrome. A infertilidade primaria associada a SK deve-se a perturbacao
da espermatogénese. Logo, e visto que a linha celular maioritaria é a 47,XXY, este individuo

terd fendtipo de azoospermia ou, pelo menos, de oligozoospermia.

Caso Clinico B2

O caso clinico B2 foi referenciado por infertilidade primaria e azoospermia. O estudo
citogenético revelou uma linha celular de complemento cromossémico masculino normal e

duas linhas aneuploides de baixa expressdo: mos 47,XYY[2]/47,XXY[1]/46,XY[47].

79



Adicionalmente, a pesquisa de microdelecSes identificou uma microdelecdo na regido
terminal da AZFb e regido inicial da AZFc, incluindo os genes RBMY1J, BPY2 e DAZ2. O estudo
por MLPA ndo permitiu identificar as linhas celulares aneuploides, uma vez que estas tém

baixa expressao.

O mosaicismo identificado apresenta trés linhas celulares distintas, sendo a maioritaria a de
complemento cromossémico masculino normal. Foram identificadas células aneuploides de
complemento cromossémico 47,XXY e 47,XYY. As linhas celulares aneuploides foram
identificadas em ambas as culturas celulares, confirmando ndo se tratar de
pseudomosaicismo associado a artefactos de cultura. A sua origem estara associada a
eventos de ndo-disjuncdo mitdtica pods-zigdtica. Estas sdo linhas de baixa expressdo em
sangue periférico, ndo sendo possivel prever a sua representacdo noutros tecidos e
dificultando a interpretacdo deste resultado. Adicionalmente, apesar de a Sindrome de
Klinefelter estar claramente associada ao fenétipo de azoospermia, ndo é consensual que a
Sindrome de Jacobs tenha um efeito patogénico na fertilidade. Deste modo, o impacto

fenotipico destas aneuploidias ndo é claro.

Relativamente a microdelecdo identificada, as sondas complementares as regides deletadas
apresentam racios distintos. Isto deve-se ao facto de as sondas para os genes BPY2 e DAZ2
serem complementares a trés e dois loci distintos, respectivamente. Assim, os racios de 0.5
indicam a delecdo de metade das sequéncias para as quais as sondas hibridizam. As sondas
BPY2— (486nt) e BPY2— (376nt) apresentam rdacios aparentemente normais, mas que se
aproximam do racio esperado para a dele¢cdo de uma das trés sequéncias-alvo destas sondas.
Assim, esta serd uma delecdo contigua do nucledtido 22279283 ao 23473987. A extensdo

desta microdelecdo assemelha-a a ja reportada microdelecdo parcial da regido AZFc b1/b3.

Para a interpretacdo deste resultado foi primeiramente considerada a fun¢do de cada um
destes genes. O gene RBMY1J, expressa-se apenas nos testiculos, codificando uma proteina
que regula o “splicing” durante a espermatogénese®°°. Os genes BPY2 e DAZ2 expressam-se
exclusivamente nos testiculos, atuando no desenvolvimento das espermatogdnias’’9%°1,
Todos estes genes fazem parte de familias de genes com multiplas cépias as quais nao foram
deletadas na sua totalidade. Deste modo, a funcdo destes genes continuara a ser

desempenhada, ainda que possa ocorrer um efeito de sub-dosagem génica.
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A consulta das bases de dados ClinVar e DECIPHER permitiu a comparacdo do caso B2 com
outros ja reportados. Foram reportadas deleces de dimensdo inferior, algumas das quais
classificadas como patogénicas e outras como benignas. Contudo, ndo foram identificadas
dele¢Ges de igual dimensdo a microdelecdo em estudo. A relacdo gendtipo-fendtipo desta
microdelecdo ndo é clara, tendo sido reportada tanto em individuos sauddveis como
inférteis®°3. Ademais, Huang et al. (2020) avaliaram o impacto de microdele¢des parciais da
AZFc no sucesso da TESE em individuos diagnosticados com Sindrome de Klinefelter
constitucional e verificaram que a presenca destas microdelecdes ndo é impeditiva do
sucesso deste procedimento®. Noutros estudos, esta alteracdo, e a delecdo de copias do
gene DAZ2, foi identificada como um fator de aumento do risco de falha espermatogénica,
embora a baixa incidéncia na populacdo dificulte o estabelecimento de uma relacdo causal

do fendtipo®32>°8,

Considerando que este individuo apresenta multiplas aberragdes genéticas, concluiu-se que
estas poderdo ter um papel causal no fenétipo de azoospermia e consequente infertilidade
primaria. Os resultados destes estudos tém de ser esclarecidos no ambito de uma consulta
de aconselhamento genético. Individuos diagnosticados com Sindrome de Klinefelter, bem
como com microdele¢des da AZFc sdo candidatos para realizar a TESE, existindo uma taxa
moderada de sucesso deste procedimento*®’. Devem também ser consideradas as
implicacGes da PMA para a descendéncia, uma vez que, ndo sendo a Sindrome de Klinefelter
hereditavel, as microdele¢des do cromossoma Y serdo transmitidas a todos os descendentes

do sexo masculino. Adicionalmente, o utente poderd recorrer ao diagndstico pré-natal.

Caso Clinico B3

O caso clinico B3 foi referenciado por infertilidade primaria e azoospermia. O estudo
citogenético permitiu identificar uma dele¢cdo terminal do brago longo do cromossoma Y,
posteriormente caracterizada por FISH: 46,X,del(Y)(g11.2).ish del(Y)(SRY+). Posteriormente,
foi realizado o estudo genético molecular, o qual permitiu definir a extensdo da delecado:
rsalGRCh38] Yq11.221911.23(14078518 26423998)x0. A delecdo inclui toda a regido AZFb e
AZFc, resultando na delecdo da totalidade de varias familias de genes da MSY, bem como dos

genes contidos na PAR2. A perda destes genes impedird o normal desenvolvimento da
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espermatogénese, justificando o fendtipo apresentado. Neste caso, a probabilidade de

I°”, ndo sendo este paciente um bom

producdo de espermatozoides € negligencidve
candidato para TESE. Os resultados deste estudo devem ser esclarecidos numa consulta de

aconselhamento genético.

Caso Clinico B4

O caso clinico B4 foi referenciado por infertilidade primaria. A andlise citogenética revelou
um complemento cromossémico masculino e uma translocacdo robertsoniana entre os
cromossomas 13 e 14. Este é um rearranjo aparentemente equilibrado e geralmente sem
impacto no fendtipo do portador, & excecdo de casos de infertilidade. E a alteracdo

cromossémica mais frequente em seres humanos, com prevaléncia de 1:1300°%.

Rearranjos equilibrados estdo habitualmente associados a perda gestacional recorrente®.
Contudo, caso a perda gestacional ocorra numa fase precoce, este quadro clinico pode ser
confundido como infertilidade primaria. No entanto, os portadores de translocacdes
equilibradas podem também apresentar um fendtipo de infertilidade primaria associada a
perturbacdo da espermatogénese ou por inviabilidade dos zigotos formados por gametas
desequilibrados*8. Neste caso, o utente foi referenciado sem indicacdo de azoospermia
secretora, logo o fendtipo estard provavelmente associado a abortos subclinicos. O
desequilibrio dos embrides gerados dever-se-a a sobredosagem dos genes do cromossoma
13 ou do cromossoma 14. A trissomia 13, a Sindrome de Patau, é uma aneuploidia viavel,
contudo o tempo de sobrevida é de um més a um ano. Ja a trissomia 14 constitucional ndo é
vidvel, resultando em perda gestacional. Adicionalmente, as trissomias podem induzir o
mecanismo de “trisomy rescue”. Este tem como objetivo eliminar a cdpia supranumerdria do
cromossoma podendo resultar na dissomia uniparental paterna do cromossoma 14, a qual

estd associada a perturbacdes de desenvolvimento fetal*®>°.

O aconselhamento genético é fundamental para a gestdo de casos de portadores de
translocacBes equilibradas. Isto porque este é um rearranjo herdavel que pode ter sido
transmitido por um progenitor, encontrando-se os familiares em risco de serem portadores.
Ademais, também o utente poderd transmitir esta alteracdo cromossémica a descendéncia.

Assim, o aconselhamento genético deve ndo sé esclarecer o diagndstico, mas também
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informar sobre a hereditariedade deste rearranjo e transmitir a necessidade do estudo
citogenético dos familiares (progenitores do caso index, bem como seus irmdos). Neste caso,
o utente podera recorrer a técnicas de PMA e diagndstico pré-implantacdo para selecdo de

embrides sem desequilibrios genéticos, ou optar pelo diagndstico pré-natal.

Casos Clinicos B5, B6 e B7

Os casos B5 e B7 foram referenciados por infertilidade primdria e OAT e o caso B6 foi
referenciado por infertilidade primaria e azoospermia. Em todos os casos, foram
identificadas microduplica¢des, de dimensao varidvel, de genes das regides AZF. No caso B5
as duplicacGes de oito loci localizam-se nas regiGes AZFb e AZFc. No caso B6 as
microduplicacdes de dois loci estdo presentes em AZFc. Em B7 as duplicagdes ocorrem na
AZFc. Os loci duplicados no caso B6 e B7 sdo partilhados com as sondas duplicadas em B5, a

excecdo da sonda CDY2A-up 220nt.

No caso B5, encontravam-se duplicados os genes CDY2A, BPY2, DAZ2 e CDY1B. O caso B6
apresentava duplicacdo do gene BPY2. E no caso B7 foi identificada a duplicacdo do gene
CDY2A. A severidade do fendtipo ndo aparenta ter relacdo com a extensdo da duplicacdo,
uma vez que o caso B5 apresenta maior niumero de loci duplicados, mas é o caso B6 com
fendtipo mais severo (azoospermia). Lu et al. (2014) identificaram uma relacdo entre a
sobredosagem entre os genes DAZ e BPY2 e a perturbacdo da espermatogénese®. No
entanto, outros autores que verificaram associacdes semelhantes, admitem que os efeitos
destas duplicacdes podem variar entre populacBes etnicamente distintas'®. Efetivamente, o
impacto fenotipico das duplicacdes de genes das regides AZF n3o é consensual®®?, Estas
alteracdes foram identificadas em populagBes saudaveis, bem como em individuos
diagnosticados com falha espermatogénica®®1%?. S3o necessarios mais estudos para
esclarecer esta relac3o®. Deste modo, as duplicacBes identificadas ndo foram consideradas

causais do fendtipo destes individuos, ndo tendo sido reportadas.
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3. Consideragdes Finais

No decorrer deste estudo foram avaliados 111 casos de infertilidade primdria masculina e
foram identificadas 11 altera¢des genéticas causais deste fendtipo. Destas, cerca de 70% sao
alteracbes cromossdmicas numeéricas e aproximadamente 40% sdo alteracdes
cromossomicas estruturais. Relativamente ao estudo molecular, a pesquisa de
microdele¢des do cromossoma Y foi efetuada em 15 casos, tendo sido identificada apenas

uma microdelecao.

Como esperado, a patologia mais prevalente é a Sindrome de Klinefelter, a qual é
diagnosticada por citogenética convencional. Efetivamente, esta técnica tem um papel
central na pesquisa etioldgica da infertilidade masculina ao permitir a anélise ndo direcionada

do caridtipo e permitindo identificar altera¢des equilibradas e mosaicos de baixa expressao.

A clara mais-valia do estudo molecular recai no facto de permitir aumentar a taxa diagndstica
do estudo genético através de metodologias relativamente simples. Efetivamente, também
este estudo permite complementar o estudo citogenético por identificacdo de variantes de
dimensdo reduzida e, por isso, ndo detetaveis por citogenética, bem como, a possibilidade

de caraterizar o conteldo genético afetado por altera¢des estruturais.

A interpretacdo dos resultados da pesquisa de microdelecGes do cromossoma Y pode ser
complexa. Efetivamente, a relacdo genodtipo-fendtipo de microduplicacdes e microdelecdes
de reduzida extensdo neste cromossoma ndo é clara. O significado clinico das
microduplicacdes € especialmente controverso, ndo devendo estas alteracBes ser
reportadas. A anadlise de resultados deve também ser cuidada de modo a distinguir
claramente alteragBes genéticas associadas a infertilidade e aquelas associadas a
esterilidade. Esta informacdo deve ser explicita de forma a melhor apoiar a decisdo clinica

relativamente a opcdes terapéuticas como a PMA.

A metodologia de MLPA apresenta como grandes vantagens a simplicidade e rapidez do seu
protocolo, elevada sensibilidade e resolucdo. Comparativamente a PCR multiplex, o MLPA
permite uma andlise de maior resolucdo e a detecdo de dele¢des e duplicacdes. Destaca-se
também que esta metodologia permite o despiste de Sindrome de Klinefelter constitucional.

As desvantagens desta metodologia centram-se na incapacidade de detecdo de algumas
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alteracdes genéticas. De facto, a detecdo de mosaicismo de baixa expressao é limitada, ndo
é possivel identificar rearranjos equilibrados, nem diferenciar uma microdele¢cdo de uma

variante de sequéncia que impeca a hibridizacdo das sondas em estudo.

Deste modo, a realizacdo simultanea das metodologias de citogenética e genética molecular
permite a melhor compreensdo das alteracdes genéticas identificadas e fendtipos
associados, bem como agilizar os diagndsticos. Assim, a implementagdo do MLPA possibilitou
complementar o estudo citogenético estabelecido no Laboratério de Citogenética. O sucesso
desta metodologia e os claros beneficios do alargamento do estudo etioldgico destes casos
demonstram que a diversificacdo das tecnologias de estudo genético é fundamental para a

Genética Clinica.

Finalmente, é de referir que o nimero de amostras analisadas por MLPA foi reduzido e as
conclusées inferidas da andlise de resultados e da aplicacdo desta metodologia para a

investigacdo etioldgica destes quadros clinicos sdo, por isso, limitadas.
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Capitulo VI
Conclusao e Perspetivas Futuras
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A infertilidade masculina primaria é uma patologia complexa que afeta a populacdo a nivel
global. Estes quadros clinicos estdo associados a comorbilidades, tendo sido j& reportado um
aumento da mortalidade nestes individuos e maior taxa de incidéncia de patologias
cardiovasculares, por exemplo. Ademais, verifica-se que a incidéncia da infertilidade
apresenta uma tendéncia de crescimento. Em paralelo, foi também ja reportada a diminuicdo
da qualidade espermatica de diversas populacdes. O correto diagndstico e acompanhamento
destes individuos tem um papel fundamental na gestdo deste diagndstico, possibilitando por
vezes a reproducdo por metodologias artificiais. No entanto, 30 a 40% dos casos sdo

considerados idiopaticos.

O processo diagndstico deve ser articulado entre as vertentes clinica e laboratorial. A
avaliacdo clinica direciona o estudo laboratorial e este, por sua vez, sustenta a decisdo
terapéutica. Paraisto, é essencial que o “workflow” laboratorial seja informativo e completo.
Apesar de os estudos genéticos recomendados pelas diretrizes internacionais se manterem
idénticos ha uma década, a introducdo de metodologias mais eficientes pode representar

uma melhoria substancial para o processo diagnodstico.

No decorrer deste projeto foram avaliadas as metodologias existentes para o estudo genético
da infertilidade primaria masculina e foi implementada uma nova tecnologia (MLPA) para o
estudo genético molecular. Efetivamente, este estudo permitiu avaliar o impacto das
tecnologias de citogenética e genética molecular no diagndstico clinico. Verificou-se que a
aplicacdo simultanea destas metodologias permite atingir um maior nimero de diagndsticos,
bem como uma melhor caraterizacdo dos mesmos. O estudo citogenético mantém-se a
metodologia mais relevante, no entanto, a pesquisa de microdele¢des do cromossoma Y por
MLPA complementa-a por aumento da resolucdo de analise. O MLPA é uma técnica alternativa
a PCR que apresenta maior cobertura do cromossoma Y, resultando numa analise de maior
resolucdo. Porém, os resultados desta podem constituir um desafio na sequéncia da
identificacdo de altera¢des de menor extensdo e de duplicagdes cujo significado clinico ndo

é claro.

Futuramente, tecnologias de analise de sequéncia, bem como o estudo epigenético poderao
introduzir uma melhoria significativa da eficiéncia do diagndstico genético. Efetivamente,

consoércios como GEMINI dedicam-se a pesquisa de variantes de sequéncia e avaliagdo do
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seu impacto no fendtipo de infertilidade masculina. Variantes epigenéticas podem também
estar associadas a estes quadros clinicos e contribuir para aprofundar a compreensdo dos
mecanismos subjacentes a infertilidade masculina. Existem ainda obstaculos a
implementacdo destas metodologias, em especial a dificuldade de interpretacdo e validacdo
das variantes identificadas, uma vez que, estas apresentam elevada heterogeneidade

genética e alélica e tém baixa frequéncia na populacdo.

A evolucdo do diagndstico genético destas patologias depende da expansdo do
conhecimento relativo aos mecanismos patofisioldgicos subjacentes a infertilidade
masculina, de estudos integrativos de larga escala e validacdo funcional das variantes
genéticas identificadas. Para que tal seja possivel é essencial a colaboracdo da comunidade

cientifica é essencial.
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