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RESUMO

A infertilidade humana é definida como a incapacidade de conseguir engravidar em
um determinado periodo ou 0 ndo sucesso em ter outra gravidez apds uma concepgdo bem-
sucedida. E considerada um problema de satide publica, podendo ocorrer devido a fatores
femininos, masculinos, uma combinacdo entre eles ou de natureza idiopatica. O fator
masculino é responsavel por 50% dos casos de infertilidade conjugal, sendo que o diagndstico
é realizado através de exames fisicos, avaliagdes hormonais e genéticas, além da analise
seminal e da estrutura da cromatina espermatica. O presente estudo busca ampliar o
conhecimento sobre a relacdo entre as principais alteracGes citogenéticas e parametros
espermaticos, em pacientes que buscaram servico de reproducdo assistida, e como essa
correlacdo pode impactar na infertilidade masculina. A maior parte das alteracdes genéticas
encontradas foram polimorfismos, seguido de alteracdes estruturais e em menor quantidade
alteracdes numeéricas. O polimorfismo mais frequente foi o 46,XY,gh+, estando presente em
50% dos cariotipos caracterizados com essa alteracdo, aléem de estarem associados com
algumas alteracdes espermaticas. E conhecido que o aumento da heterocromatina e alteragdes
no cromossomo Y podem influenciar na expressividade de determinados genes e na formacéo
das células germinativas, respectivamente. A infertilidade masculina tem aumentado nos
ultimos anos e as causas genéticas sdo uma das principais consequéncias disso, sendo

importante a realizagdo do exame para o diagndstico da infertilidade.

Palavras-chave: Alteracdes citogenéticas. Alteracdes espermaéticas. Infertilidade masculina.
Polimorfismos.
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ABSTRACT

Human infertility is defined as the inability to become pregnant within a given period
or the failure to have another pregnancy after a successful conception. It is considered a
public health problem, and may occur due to female or male factors, a combination of them,
or idiopathic. The male factor is responsible for 50% of cases of marital infertility, and the
diagnosis is made through physical examinations, hormonal and genetic evaluations, seminal
analysis, and sperm chromatin structure. The present study seeks to increase knowledge about
the relationship between the main cytogenetic alterations and sperm parameters in patients
who sought assisted reproduction services, and how this correlation can impact male
infertility. Most of the genetic alterations found were polymorphisms, followed by structural
alterations and, to a lesser extent, numerical alterations. The most frequent polymorphism is
present in 50% of the karyotypes characterized with this alteration was 46,XY,gh+, in
addition to being associated with some sperm alterations. It is also verified that the increase in
heterochromatin and alterations in the Y chromosome can influence the expression of certain
genes and the formation of germ cells, respectively. Male infertility has increased in recent
years and genetic causes are one of the main consequences of this, making it important to

perform the test for the diagnosis of infertility.

Keywords: Cytogenetic alterations. Sperm alterations. Male infertility. Polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Salde, a infertilidade humana é definida como a
incapacidade de conseguir engravidar apds, no minimo, doze meses de relacdes sexuais
regulares e sem a utilizacdo de metodos contraceptivos. Essa condicdo afeta milhdes de
pessoas em idade reprodutiva e € considerada um problema de salde publica, podendo ocorrer
devido a fatores femininos, masculinos, uma combinagéo entre esses fatores ou de natureza
idiopética (KHIAVI et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2011; WHO, 2022). Pode-se classificar
como primaria a incapacidade de engravidar e secundaria o0 ndo sucesso em ter outra gravidez
apos uma concepc¢do bem-sucedida (ALVES et al., 2021; KHIAVI et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2011).

A infertilidade masculina € um fenotipo que pode ser determinado pela acdo de
multiplos érgdos, como a hipdfise, as gbnadas e o hipotalamo. Esse fenotipo € influenciado
por fatores ambientais e de estilo de vida, como idade, exposicdo a agentes fisicos e quimicos,
consumo excessivo de alcool, obesidade e uso de medicac@es, os quais levam a alteracdes no
processo de espermatogénese (GRANGEIRO, 2018).

A avaliacdo da fertilidade abrange a anéalise do casal, em que o fator masculino é
responsavel por 50% dos casos de infertilidade conjugal, sendo 30% associado ao fator
feminino e 20% isoladamente (ASRM, 2015; GRANGEIRO, 2018; PAQUALOTTO, 2007).
Normalmente € definido por anormalidades nos parametros seminais, porém, pode ocorrer
mesmo quando essa andlise apresenta-se normal (ASRM, 2015; GRANGEIRO, 2018;
KHIAVI et al., 2019). E uma condicdo multifatorial e pode ser diagnosticada através de
exames fisicos, avaliacbes hormonais e genéticas, além da analise seminal e da estrutura da
cromatina espermatica (PAQUALOTTO, 2007).

O primeiro passo para o diagnostico é a analise do sémen, por meio da realizacdo do
espermograma. Esse exame disponibiliza informagGes sobre a atividade germinativa, atuagédo
das glandulas sexuais acessorias e dos epididimos (FEIJO et al., [20--]; ZHANG et al., 2014).
Consiste em duas andlises, a macroscopica e a microscopica, sendo que a primeira inclui as
caracteristicas fisicas do sémen, como viscosidade, coloragdo, pH, coagulacdo, aspecto,
liguefacdo e volume. Enquanto que a analise microscopica abrange a motilidade espermatica,
quantificagdo do nimero de leucdcitos, morfologia, concentracgéo e vitalidade (FENJO et al.,
[20--]; ZHANG et al., 2014). Portanto, ndo € apenas a quantidade de espermatozoides que
indica fertilidade, mas sim a sua capacidade funcional (PASQUALOTTO, 2007).



Além da andlise seminal, sdo realizados testes genéticos mais especificos, como
andlise do gene regulador da condutancia transmembranar da fibrose cistica (CFTR),
cariotipo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para microdelecdo do cromossomo Y,
técnicas de bandeamento e andlise de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) do material
espermatico (ALVES et al., 2021; KRAUSZ et al., 2018; PASQUALOTTO, 2007). Ha um
aumento no diagndstico de anormalidades genéticas ligadas a infertilidade masculina, sendo
que as trés mais frequentemente relatadas sdo mutagdes génicas, aberracbes cromossémicas e
a microdelecdo do cromossomo Y (PASQUALOTTO, 2007).

As alteracOes esperméticas mais recorrentes e relacionadas a alteracfes genéticas sao
oligozoospemia (contagem reduzida do nimero de espermatozoides) e azoospermia (auséncia
de espermatozoides). Estudos mostraram que pacientes com esses padrdes apresentam com
maior frequéncia anormalidades cromossémicas como a Sindrome de Klinefelter (47,XXY), a
qual é caracterizada pela dissomia do cromossomo X, microdele¢cbes do cromossomo Y,
translocacGes (Robertsoniana e reciproca), inversdes e cariétipo anormal, as quais afetam
diretamente a fertilidade (DANESHMANDPOUR et al.,, 2019; DOHLE et al., 2002;
KRAUSZ et al., 2018; PASQUALOTTO, 2007).

Ademais, existem anormalidades qualitativas, como astenozoospermia (reduzida
motilidade), teratozoospermia (morfologia anormal) e a aspermia (auséncia de ejaculado) que
podem estar presentes em alguns casos (DANESHMANDPOUR et al., 2019).
Aproximadamente 23% dos homens inférteis possuem oligozoospermia grave, enquanto que
38% apresentam azoospermia (KIM et al., 2012).

Os genes relevantes para a fertilidade estdo localizados na regido da heterocromatina
dos cromossomos, sendo importantes para que a heranga cromossdmica seja normal. Essa
regido atua na unido do fuso mitético, no pareamento da meiose, na divisdo celular, na
regulagdo dos genes e na coesdo das cromatides irmds. As variagdes estruturais dos
cromossomos sdo chamadas de polimorfismos (heteromorfismos), apresentando-se com maior
frequéncia em individuos inférteis (OLIVEIRA et al.,, 2011). A realizagdo do exame
citogenético é de extrema importancia para o diagndstico de casais inférteis, pois ele é
responsavel por identificar anormalidades cromossdmicas e informa sobre possiveis
malformagdes congénitas (ALVES et al., 2021).

Porém, mesmo com as diversas técnicas para ampliar as taxas de obtencdo de
gravidez, a diminuicdo da fertilidade ainda € um problema, causando grande efeito para a
populagéo (ALVES et al., 2021). Com isso, o presente estudo busca ampliar o conhecimento

sobre a relacdo entre alteracdes citogenéticas e parametros espermaticos, em pacientes que
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buscaram servico de reprodugdo assistida, e como essa correlagdo pode impactar na
infertilidade masculina, visando o aumento da demanda por esses exames por casais que néo

conseguem engravidar.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo avaliar a correlagdo entre as principais
alteracdes citogenéticas e parametros espermaticos em pacientes que realizaram exames de
cariotipo no Laboratorio Genos e espermogramas na Clinica Fertility, ambos localizados em

Bauru (SP), e avaliar a sua importancia na infertilidade masculina.
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3 METODOLOGIA

3.1 CASUISTICA

A partir dos laudos das amostras coletadas de pacientes encaminhados ao Laboratdrio
Genos, localizado em Bauru (SP) no Centro de Diagndéstico da Unimed (Rua Agenor Meira,
12-34), no periodo entre Janeiro de 2015 a Junho de 2020, observou-se 62 com alteracfes
citogenéticas. Com isso, foi realizado um levantamento para detectar se 0S mesmos pacientes
com alteracGes citogenéticas possuiam confirmacdo de espermogramas alterados, a partir de
exames realizados na Clinica Fertility, localizada na Clinica Integra (Avenida Comendador
José da Silva Martha, 3-30, Bauru-SP). Os pacientes com exames analisados no presente
estudo foram previamente atendidos por profissionais médicos e possuem indicacdo de
infertilidade. O namero total de pacientes que apresentaram ambos os critérios de inclusdo
neste estudo foi de 38. As autorizacBes para a analise dos prontuérios foram obtidas das

instituicOes parceiras (Laboratorio Genos e Clinica Fertility).

3.2 METODOS

Para a andlise citogenética foi realizado o caridtipo de sangue periférico com
bandeamento G e C, por meio das metodologias adotadas pelo Laboratério Genos, em que dez
metafases foram cariotipadas pelo método convencional e outras dez foram contadas a partir
do software GeneAll®. Enquanto que, os espermogramas foram realizados por meio da
metodologia adotada na Clinica Fertility, seguindo as diretrizes estabelecidas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Os resultados foram tabulados e organizados em trés
tabelas, sendo a primeira com um panorama geral dos dados coletados, e as outras duas com

relacdo aos polimorfismos e alteragdes estruturais, respectivamente.



13

4 RESULTADOS

A apresentagdo inicial dos dados nos permite avaliar o nimero total de cariotipos
alterados, bem como o tipo de alteracdo citogenética, e 0 numero total de espermogramas
alterados para cada constituicio genética (Tabela 1). E possivel constatar que a maior parte
das alteracBes genéticas encontradas foram polimorfismos, seguido de alteragdes estruturais e

em menor quantidade alteracBes numéricas.

Tabela 1 - Numero de Cari6tipos e Espermogramas Alterados frente a Constituicao
Cromossémica dos pacientes.

Constituicdo Cromossémica Caridtipos EspﬁT{: rcggsmas
Polimorfismos n=438 n=28
46,XY,gh+ 24 12
46,XY,9gh+ 5 2
46,XY,22ps+ 3 2
46,XYqgh+,22ps+ 3 3
46,XY,1gh+ 2 1
46,XYqgh+,1gh+ 2 2
46,XYqgh+,9gh+ 2 1
46,XYqgh+,9gh+,16gh+ 1 1
46,XYqgh+,9gh+,14cenh+ 1 0
46,XY 21ps+ 1 1
46,XY,16qh+,22ps+ 1 1
46,XY,9gh+,15ps+ 1 0
46,XY,16qh- 1 1
46,XYqh- 1 1
Alteracgdes Estruturais n=11 n=38
46,XY,inv(9)(p12q13) 4 1
45,XY ,rob(13;14)(q10;q10) 3 3
46,XY,inv(9)(p11q13) 1 1
45,XY,rob(14;21)(q10;q10) 1 1
46,XY,del(22)(q?) 1 1
46,XX,add(14)(p13) 1 1
Alteracdes Numeéricas n=3 n=2
47, XYY 1 0
mos 47,XXY (2)/46,XY (48) 1 1
mos 47,XY,+21(3)/46,XY (47) 1 1
Total Geral n =62 n =238

Fonte: Elaborada pela autora.
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Com relagdo ao numero de espermogramas alterados, comparando-se com o total de
cariotipos realizados, as alteragBes estruturais se destacaram com 72% de pacientes que
possuiam alteracGes espermaticas. Enquanto que 66% dos pacientes que apresentaram
alteracdes numéricas possuiam espermogramas alterados. E entre os pacientes que possuem
algum tipo de polimorfismo, 58% apresentaram alteracbes espermaticas. E importante
ressaltar que alguns pacientes apresentaram mais de um tipo de alteragdo em um mesmo
espermograma (Tabela 2).

Dentro dos polimorfismos a alteracdo mais frequente foi o cariétipo 46,XY,gh+, sendo
que de 24 cariotipos realizados, 50% apresentaram espermogramas alterados. Dentre as
alteracdes estruturais, a inversdo pericéntrica do cromossomo 9 foi a mais frequente, sendo
seguida da translocacdo Robertsoniana entre os cromossomos 13 e 14, com mais de 50% delas
também apresentando alterac6es espermaticas.

Como as alteracBes genéticas mais frequentes foram os polimorfismos, na Tabela 2
realizou-se o agrupamento das constituigdes cromossomicas mais incidentes juntamente com
as alteracGes espermaticas especificas encontradas, bem como suas frequéncias em relacao a

constituicdo cromossdmica.

Tabela 2 - Cariétipos contendo polimorfismos correlacionados ao tipo de alteracdo
espermatica encontrada e a frequéncia.

Frequéncia em

N N° de N° de N N° de R
Constituicao L Alteracoes relacdo a
. Cariotipos ~ Espermogramas - Espermogramas S
Cromossomica Espermaticas Constituicéo
(Total) (Total) Alterados o
Cromossomica
Astenozoospermia 10 42%
Teratozoospermia 9 38%
46,XY,gh+ 24 12 Oligozoospermia 8 33%
Necrozoospermia 2 8%
Azoospermia 1 4%
Oligozoospermia 2 40%
46,XY,9gh+ 5 2 .
a Teratozoospermia 2 40%
Oligozoospermia 2 67%
46,XY,22ps+ 2
6.XY.22ps 3 Teratozoospermia 2 67%
Astenozoospermia 2 67%
46,XYqh+,22ps+ 3 3 Oligozoospermia 2 67%
Teratozoospermia 1 33%

Fonte: Elaborada pela autora.
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No polimorfismo 46,XY,qh+ (n=24), as alteracdes esperméticas mais frequentes em
relacdo a constituicdo cromossémica foram, respectivamente, astenozoospermia (42%),
teratozoospermia (38%) e oligozoospermia (33%). A necrozoospermia e a azoospermia
estiveram presentes, porém em baixas quantidades.

Os demais polimorfismos mais frequentes (46,XY,9gh+ e 46,XY,22ps+) (n=8),
correspondem a 16% dos polimorfismos detectados e nos dois as alteracGes espermaticas mais
frequentes foram a oligozoospermia e a teratozoospermia. Ja na constituicdo cromossdémica
46,XYgh+,22ps+, 100% dos pacientes que realizaram o cari6tipo apresentaram
espermogramas alterados, sendo as alteragcbes mais frequentes astenozoospermia (67%),
oligozoospermia (67%) e em menor quantidade teratozoospermia (33%).

O segundo grupo de alteragbes genéticas mais frequentes foram as alteragdes
estruturais. Portanto, na Tabela 3 realizou-se o0 agrupamento das constituicGes cromossémicas
mais incidentes juntamente com as alteracdes espermaticas especificas encontradas, bem

como suas frequéncias em relagdo a constituicdo cromossémica.

Tabela 3 - Caridtipos contendo alteracdes estruturais correlacionadas ao tipo de alteracao
espermaética encontrada e a frequéncia.

Frequéncia em

o N° de N° de - N° de -
Constituicéo L Alteracdes relacédo a
. Cariotipos  Espermogramas . Espermogramas .
Cromossomica Espermaticas Constituicao
(Total) (Total) Alterados e
Cromossomica
. Oligozoospermia 1 25%
46,XY 1291 4 1
6.XY.in@®)(p12913) Teratozoospermia 1 25%
Oligozoospermia 3 100%
Astenozoospermia 2 67%
45,XY 13;14)(q10;q1
5,XY,rob(13;14)(q10;910) 3 3 Necrozoospermia 1 33%
Teratozoospermia 1 33%

Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados demonstram que quatro pacientes apresentaram inversao pericéntrica do
cromossomo 9, porém apenas um possuia espermograma alterado, sendo que as alteracdes
espermaticas presentes neste paciente eram oligozoospermia e teratozoospermia. Enquanto
que, entre os trés pacientes com transloca¢do Robertsoniana envolvendo os cromossomos 13 e
14 (45,XY,rob(13;14)(q10g10)), 100% possuiam espermogramas alterados com
oligozoospermia, 67% apresentaram astenozoospermia, 33% necrozoospermia e 33%

teratozoospermia.
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5 DISCUSSAO

A infertilidade masculina € um problema de saude publica que tem aumentado nos
ultimos anos, sendo que as causas genéticas sdo uma das principais consequéncias disso
(BORGES; MACEDO, 2016). Com isso, no presente estudo foi realizado um levantamento
de dados de 62 homens que buscaram servico médico para a avaliagdo da fertilidade,
analisando as alteracGes citogenéticas mais frequentes e a sua relacdo com alteracGes
espermaticas no diagndéstico da infertilidade.

Os polimorfismos, que sdo alteracGes estruturais consideradas silenciosas, foram 0s
mais encontrados e ocorrem com maior prevaléncia em individuos inférteis. Essas variantes
costumam ser um achado comum na rotina do laboratério de citogenética, pelo método de
bandeamento, e mesmo ndo possuindo efeito fenotipico especifico, podem interferir no
processo de meiose e resultar na producdo de gametas desbalanceados, com duplicacdes e
delegdes, gerando descendentes com cariotipo anormal ou abortos. O aumento ou diminuicgao
da heterocromatina pode ser identificado nos cromossomos autossomos 1, 9, 16 e no
cromossomo sexual Y, sendo marcados como gh+ ou gh-. Nos autossomos ha um aumento na
regido centromérica, enquanto que no sexual ocorre na porcao distal do braco longo (ALVES
etal., 2021; OLIVEIRA et al., 2011).

Os genes de interesse para a viabilidade e fertilidade estdo localizados na regido da
heterocromatina dos cromossomos, sendo fundamentais para que a heranca cromossdémica
seja normal. A heterocromatina é responsavel pela movimentagdo cromossémica durante a
divisdo celular, no pareamento meidtico, na juncdo do fuso mitético, na coesdo das
cromatides irmés e na regulacdo génica. Sendo assim, o aumento da heterocromatina pode
acarretar problemas no pareamento, na ndo disjungdo dos cromossomos na meiose e
influenciar a expressividade de determinados genes, resultando em abortos, mortes neonatais
ou descendentes cromossomicamente anormais (ALVES et al., 2021; OLIVEIRA et al.,
2011).

O polimorfismo 46,XY,gh+ foi a alteracdo genética que mais se destacou, em que do
total de pacientes aproximadamente 38% apresentaram esse aumento da heterocromatina no
cromossomo Y. Ademais, pode-se verificar que dos que possuiam essa variagdo, 50%
apresentaram espermogramas alterados, sendo as alteracdes espermaticas mais frequentes
astenozoospermia, teratozoospermia e oligozoospermia.

O cromossomo Y € necessario para a determinacdo sexual masculina, além da

formagcdo e manutencdo de células germinativas. O braco curto é responsavel pelo
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desenvolvimento dos testiculos e o brago longo pelos fatores envolvidos na espermatogénese.
Tanto o aumento quanto a diminuicdo da heterocromatina podem estar relacionados com
microdelecdes no bragco longo desse cromossomo e estdo associados com falhas no processo
de espermatogénese. Essas microdelecbes representam a causa genética molecular mais
comum da infertilidade masculina e resultam de recombinacdes homologas entre sequéncias
de DNA repetitivas (BORGES; MACEDO, 2016; FAN; SILBER, 2002; SANTQOS, 2011).

Os genes da regido AZF (Fator para Azoospermia) sdo considerados criticos para a
espermatogénese e estdo localizados no intervalo 5-6 da banda Yq1153. Essa regido pode
conter um ou um conjunto de genes e compreendem trés distintas sub-regides: AZFa (porgéo
proximal), AZFb (por¢cdo mediana), AZFc (porcao distal), sendo que cada uma é responsavel
por uma etapa da espermatogénese e a delecdo de alguma dessas areas podem causar efeitos
negativos no processo de proliferacdo e diferenciacdo das células germinativas. A primeira
sub-regido esta relacionada com erros na fase pré-mitética, j& na segunda existem duas
proteinas funcionais, as quais sao relevantes na formacgdo dos gametas. Por fim, na subregido
AZFc contém o gene DAZ (Deletado em Azoospermia), o qual muitas vezes estd ausente
em pacientes com azoospermia ndo obstrutiva ou oligozoospermia grave. Ademais, alguns
estudos demonstraram microdele¢bes em uma regido distinta chamada AZFd, a qual localiza-
se entre a AZFb e AZFc55, sendo que essa area estaria associada a oligozoospermia leve e
teratozoospermia (BORGES; MACEDO, 2016; FAN; SILBER, 2002; LIMA et al., 2020;
SANTOS, 2011).

Alguns estudos apontam que a infertilidade do cromossomo Y € herdada ao Y. Assim,
os filhos do sexo masculino apresentam a mesma delecdo do pai, possuindo alto risco de
infertilidade. Porém, algumas dele¢cGes ndo causam necessariamente infertilidade, sendo
apenas um fator de risco para tal evento (FAN; SILBER, 2002; SANTOS, 2011).

Por fim, as anomalias cromossdmicas estruturais e numericas, 0s heteromorfismos, as
microdelecdes do cromossomo Y e alteracdes epigenéticas sao fatores que influenciam no
processo de espermatogénese e na qualidade espermatica. Alem disso, pode-se verificar que o
estilo de vida também é um possivel fator para uma espermatogénese ineficaz. A qualidade do
sémen pode ser afetada por diversas causas, como obesidade, sedentarismo, varicocele,
diabetes, tabagismo, entre outros fatores (FARIAS JUNIOR, 2018; GRANGEIRO, 2018).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Embora os polimorfismos genéticos sejam as alteracBes cariotipicas mais
frequentemente observadas em homens que buscam servicos de fertilidade, em nossa amostra
somente 58% destes homens apresentaram alteracbes esperméticas que possam estar
associadas com o quadro de infertilidade instalado. Nestes homens com alteracGes
polimorficas, as alteracGes espermaticas podem estar correlacionadas com silenciamento
génico, causado pelo aumento de heterocromatina, em genes importantes para determinacao
de fertilidade, principalmente os localizados nos cromossomos Y e 9. Apesar de menos
frequentes em nosso estudo, as alteracdes estruturais e numéricas demonstraram ter um maior
efeito deletério sobre a fertilidade, visto que 72% dos pacientes que as apresentavam também

tiveram alteracOes espermaticas associadas.
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