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_Introdugéo

A infertilidade conjugal, definida como a incapacidade de conce-
¢ao de um casal ao fim de um ano de relagbes sexuais desprote-
gidas, afeta 10 a 15% dos casais em idade reprodutiva, sendo que
as causas masculinas constituem 30 a 40% das causas de inferti-
lidade dos casais. Etiologicamente, a infertilidade masculina pode
ter origem genética e ndo genética. De entre as causas genéticas
mais frequentes destacam-se as alteragcdes numéricas ou estrutu-
rais dos cromossomas, as mutagdes no gene CFTR e as microde-
lecdes do cromossoma Y.

No brago longo do cromossoma Y, em Yg11.2, localizam-se trés re-
gides AZF (Azoospermia factor), AZFa, AZFb e AZFc, fundamen-
tais para a fertilidade masculina uma vez que possuem multiplos
genes com expressao testicular implicados nas diferentes etapas
da espermatogénese (1 2). As microdelecdes do Y podem abranger
uma ou mais destas regides, e dependendo da regido AZF delecio-
nada ou ausente, a fertilidade pode ser mais ou menos afetada, ob-
servando-se diferentes padrdes histolégicos testiculares, que vao
desde o sindrome de s6-células-de-sertoli (delecdo de AZFa), a pa-
ragem de maturagao dos gametas durante a meiose (dele¢ao AZFb)
e a hipoespermatogénese (delecao de AZFc) (2). Estas microdele-
¢Oes representam a segunda causa genética mais frequente de fa-
lha espermatogénica em homens inférteis a seguir ao sindrome de
klinefelter (cariotipo 47.XXY) (3,
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O diagndstico molecular das microdelecdes AZF no cromossoma
Y é um teste genético recomendado por rotina em homens inférteis
que apresentem oligozoospermia grave (<5x10° espermatozoi-
des/ml de sémen ejaculado) ou azoospermia secretora de causa
desconhecida (4.

_Objetivos e métodos

O presente trabalho compreende os resultados da pesquisa molecular
das microdelecdes AZF no cromossoma Y realizada em 865 homens
com infertilidade idiopética, 270 com diagndstico clinico de azoosper-
mia e 595 com oligozoospermia grave (<5x10° espermatozoides/ml).
Neste estudo, foram excluidos os homens que apresentavam alte-
racdes endocrinologicas, varicocelo, criptorquidia, orquite, doencga
sistémica, anomalias cromossémicas autossémicas e anomalias nu-
méricas dos cromossomas sexuais, ou sujeitos a fatores de risco pro-
fissionais, e ainda homens cuja informacao clinica disponibilizada foi
insuficiente para os incluir nos dois grupos referidos. Paralelamente,
analisaram-se 300 homens férteis (com pelo menos um descendente)
da populagéo portuguesa.

A analise molecular compreendeu a amplificagdo enzimatica mul-
tipla (PCR-MUltipla) de sequéncias de genes e de loci especificos
de cada uma das trés regides AZF, bem como do gene SRY (gene
determinante testicular) localizado no brago curto do Y, em amos-
tras de DNA gendmico obtidas de sangue periférico. Na presenca
de uma microdelecéo, foram efetuadas reagdes de PCR-multiplas
adicionais com marcadores especificos por forma a caracterizar 0s
seus pontos de quebra.

_Resultados

Neste estudo consideram-se apenas as dele¢cdes AZF completas
(ndo foram consideradas as delegOes parciais em AZFc). Dos 865
doentes inférteis estudados, em 49 (5,7%) detetaram-se microde-
legoes AZF. Estas microdelegdes foram exclusivas dos homens
com azoospermia secretora (27/270, 10,0%) ou com oligozoosper-
mia grave (22/595, 3,7%), ndo tendo sido detetadas delegoes AZF
na populacao masculina fértil.
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Das 27 microdelegdes AZF detetadas em homens azoospérmicos,
9 (3,3%) eliminam AZFc, 4 (1,5%) AZFb, 1 (0,4%) AZFa, 10 (3,7%)
AZFb+c e 3 (1,1%) AZFa+b+c. Os 22 casos de microdelegdes em
homens com oligozoospermia grave compreendem unicamente
AZFc (Tabela 1). Assim, 0s homens com azoospermia apresenta-
ram heterogeneidade na natureza e extensdo das microdelegoes
AZF. Das microdele¢des identificadas, a delecéo de AZFc é a mais
frequente (63%, Gréfico 1).

Relativamente a este teste genético, a Unidade de Genética Mole-
cular do Departamento de Genética Humana - Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge participou anualmente, desde 2000,
nos ensaios experimentais de avaliagdo externa da qualidade orga-
nizados e avaliados pela EMQN (The European Molecular Genetics
Quality Network), tendo obtido sempre a classificagdo maxima em
todos os parémetros avaliados (genotigagem, interpretacéo de re-
sultados, identificagdo correta dos utentes e a clareza do relatério).

_Discusséo e conclusées

As microdelecdes na regido AZF do cromossoma Y representam
um fator genético condicionante da espermatogénese, estando
a sua localizagao associada a fendtipos histologicos testiculares
diversos, que originam desde azoospermia secretora a hipoesper-
matogénese. Assim, a delecdo de toda a regiao AZFa impede a
diferenciagdo das células germinais causando o sindrome de s6-

células-de-sertoli, as delegbes extensas da regido AZFb causam
a paragem na maturacao dos gametas (predominantemente em
espermatocito primario ou secundario), enquanto as microdele-
coes AZFc afetam maioritariamente a quantidade de espermato-
zoides produzidos, e assim a dele¢do completa desta regido esta
associada a fenotipos histoldgicos diversos, resultando em game-
togénese reduzida (oligozoospermia grave) ou em situagdes de
azoospermia secretora (2). De acordo com os estudos internacio-
nais, as microdelecdes AZF sao responsaveis por 10 a 15% dos
casos de azoospermia secretora (ndo obstrutiva) e por 3 a 5% dos

Tabela 1:
homens inférteis.

Distribui¢do da frequéncia das microdele¢des AZF identificadas nos dois grupos de

Delegdo AZF (%)

AZFc AZFb AZFa AZFb+c  AZFa+b+c Total
Azoospérmicos 9(3,3%) 4(1,5%) 1(0,4%) 10(3,7%) 3(1,1%) 27(10,0%)
Oligozoospérmicos 22(3,7%) 0 0 | 0 | 0 22(3,7%)

Grafico 1: ['] Tipo de microdelegao identificada e sua frequéncia relativa.
AZFa+b+c (3/49) 6,1%
AZFb+c (10/49) 20,4%
AZFc (31/49) 63,3%
AZFb (4/49) 8,2%
AzZFa (1149) | 2,0%
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casos de oligozoospermia grave, permanecendo a maioria dos
casos com a causa da infertilidade por identificar (3 5).

A auséncia de AZFc é a Unica compativel com a produgado de ga-
metas. Na presenca de uma delegdo AZFc em homens azoospér-
micos, a probabilidade de detetar espermatozoides por bidpsia
testicular é de 50 a 60% (4. Assim, mediante aconselhamento ge-
nético e reunidas as condigdes especificas no &mbito da medicina
da reprodugao, podera ser proposto a estes homens/casais a fer-
tilizacdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSl), visando
proporcionar-lhes descendéncia.

Os nossos resultados s&o concordantes e confirmam os dados
referidos na bibliografia demonstrando claramente que as micro-
delecdes AZF no cromossoma Y constituem uma causa comum
de infertilidade masculina. O seu estudo molecular assume uma
grande importancia no diagnostico de infertilidade de um casal
uma vez que pode conduzir a identificacdo da causa da inferti-
lidade no mesmo, bem como confirmar o diagndstico clinico. A
detec@o de uma microdelecdo AZF permite estabelecer a causa
da insuficiéncia da gametogénese, tem valor prognostico dado
que é possivel informar da probabilidade de sucesso na obten-
¢ao de espermatozoides para microinjecgdo intracitoplasmatica
e desta forma contribuir significativamente para a deciséo clini-
ca e tratamento a propor aos casais. Na presenga de delecdes
AZFb, AZFb+c, AZFa, AZFa+b ou AZFa+b+c, ndo existe indicagdo
para realizagdo de biopsia testicular. O aconselhamento gené-
tico é recomendado sempre que seja detetada uma microdele-
¢ao AZF, e torna-se particularmente relevante para AZF¢c uma vez
que esta, por ICSI, sera obrigatoriamente transmitida a descen-
déncia masculina, vindo a afetar provavelmente a sua fertilidade.

A adocao das recomendacdes internacionais para o diagnostico
molecular das microdelecdes AZF no cromossoma Y deve ser
uma prética comum dos laboratérios que oferecem este teste ge-
nético, bem como a participagao anual em ensaios especificos
de avaliagao externa da qualidade, uma vez que permite a melho-
ria continua do seu desempenho (4).
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