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Resumo

A infertilidade € um problema significante na p@pdo mundial, afetando mais de
15% dos casais em idade reprodutiva. Isoladamerttentem contribui com 50% na
infertilidade conjugal. As causas genéticas sagomsaveis por 60% dos casos de
infertilidade idiopatica. O polimorfismo em genegegodificam enzimas detoxificantes de
fase Il pode alterar sua expressao ou funcéo, maddo o biometabolismo de compostos
toxicos ao sistema reprodutor masculino. Os g&®BM1le GSTT1 codificam enzimas
de mesmo nome, sdo fundamentais no processo deifidattio dos xenobibticos
enddgenos ou exogenos, facilitando sua excrec@mjédvo principal do presente estudo
foi detectar o polimorfismo dos gen&STM1 e GSTT&Em homens com infertilidade
idiopética pelo Servico de Reproducdo Humana dgithdglas Clinicas de Goiania (HC),
segundo o laudo dos espermogramas. Ao total foxainadas 304 amostras de pacientes
com idade entre 15 e 69 anos, diagnosticados cfartilidade idiopética, no periodo de
2004 a 2006. Os resultados observados em amosr&Né& de sémen, frequéncias
genotipicas de 28,6% (30/105) para o gend@®I M1/T{nulo) em individuos normais e
50% (6/128) para &6STM1/T{nulo) em individuos alterados, demonstrando Sicatif/a
relagdo estatistica entre o polimorfismo do g&®TM1 e GSTTtom a infertilidade
masculina idiopatica. A alteracdo seminal assacianl gendtipo polimérfico de maior
frequénciaGSTM1/T1(nulo) € a alteracdo de numero (oligozoospernmigspindo maior
frequéncia tanto pat@STM1(nulo) (78,9%) quant&STT1(nulo) (73,7%), apesar de nao
ser significante. Analisando as freqléncias geiwaisp das amostras de sangue nao
encontramos associagfes estatisticas com a i@ masculina, j& que 46,6% (34/76)
saoGSTM1/T1(nulo) em individuos normais e 58, 4% (73/125) G&IM1/T1(nulo) em
individuos alterados. N&o foi encontrada influérgignificativa do consumo de élcool,
cigarro, caxumba e uso de xenobibticos analisados parédmetros béasicos dos
espermogramas analisados. Individuos polimoérfiera ps gene&STM1e GSTTlestao
mais susceptiveis a reducédo na qualidade semp@dsvelmente infertilidade, sendo que

individuos oligospérmicos sao os mais afetados paimorfismo génico.

Palavras-chave GSTM1, GSTTlinfertilidade, masculina, xenobibticos
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Abstract

The infertility is a significant problem in the wd+twide population, more than
affecting 15% of the couples in reproductive agepeately the man contributes with 50%
in the conjugal infertility. The genetic causes agsponsible for 60% of the cases of
idiopathic infertility. The polymorphisms in gendbat codify enzymes of phase I
detoxificant can modify its expression or functionodifying the biometabolism of toxic
composites to the male reproductive system. G&n83IM1 and GSTT1they codify
enzymes of same name, they are basic in the protessoxification of the endogenous or
exogenous xenobiotics, facilitating its excretidhe aim of the present study was to detect
the polymorphism of genegsSSTM1andGSTT1in men with idiopathic infertility for the
Service of Reproduction Human being of the Hospitas Clinicas de Goiania (HC),
according to finding of the spermograms. To thalt@04 samples of patients with age
between 15 had been evaluated - 69 years, diagaagisidiopathic infertility, in the
period of 2004 - 2006. The results had observedamples of DNA of semen gen
frequencies of 28,6% (30/105) for genoty&TM1/T1(null) in normal individuals and
50,0% (6/128) for theGSTM1/T1 (null) in abnormal individuals, demonstrating to
significant relation statistics enters the polyntosm of geneGSTM1andGSTT1with the
idiopathic male infertility. The seminal alteratiassociate to the polymorphic genotype of
higher frequencyGSTM1/T1 (null) does the number alteration (oligozoospejmia
possessing bigger frequency in such a way for GSTRBL9%) as well as for GSTT1
(73.7%), although not to be significant. Analyzihg genotype frequencies of the samples
of blood we do not find statistical associationshwnale infertility, since 46.6% (34/76)
are GSTM1/T1(null) in normal individuals and 58, 4% (73/125¢ &STM1/T1(null) in
abnormal individuals. Significant influence of tlnsumption of alcohol, cigarette,
mumps and use of xenobiotics analyzed in the basi@ameters of the analyzed
spermogram was not found. Polymorphic individuals genesGSTM1and GSTT1lare
susceptiveis the reduction in the seminal qualitgl anfertility, possibly being that

oligospermic individuals are affected by the ggratymorphism.

Keywords: GSTM1, GSTT1, infertility, male, xenobast



Lista de Figuras

Figura 1: Desenho esquematico mostrando as fases da espgémese e seus
diferentes tipos celulares (Fonte: Moreira., 2002)..................... 22

Figura 2: Representacdo das duas fases de detoxificacdaetabioticos.
Compostos lipofilicos passam pela ativacdo meted@iravés das enzimas de
fase I, na qual introduz um centro reativo na mdicem seguida ocorre a
reacdo de conjugacao de fase I, resultando emradui solUvel em agua. A
formacdo de grandes quantidades de reativos metabdintermediarios
produz efeitos citotéxicos, mutagénicos, carcingg@®ne imunopatoldgicos
(Fonte: Schuppe et al., 2000).......cccoviiiiiiiiiiiieaann, 37

Figura 3: Localizagédo dos genes da familia GST classe Mgrormossomo 1,
representacdo do alelo selvagem e delecao conguoeteeneGSTM1 (Fonte:
Parl., 2005). ... .t e 42

Figura 4: Localizacdo dos genes da familia GST classe Tietaromossomo
22, representacdo do alelo selvagem e delecdo etangdb geneGSTT1
(Fonte: Parl., 2005)......ccoii i e e e e 44

Figura 5: Conceito para avaliacdo das desordens quimicanmesizidas na
funcdo reprodutiva masculina. Os xenobioticos poceaygir isoladamente e ter
efeito direto via interagdo covalente com macrocwds celulares ou se
ligarem a receptores hormonais e agirem como disrep enddocrinos. Efeitos
indiretos podem ocorrer através de dois mecanisnoos,seja, reacdes
bioquimicas no metabolismo de xenobioticos ou r&ggoimunes adquiridas
espeficicas e inatas, e também através da interaglie os dois sistemas
(Fonte: Schuppe et al., 2000).......cuuiiiiie e 47

Figura 6: Gel de agarose a 1,5% indicando resultado da igageim do gene
GSTM1 e GSTT1 01: GSTTL positivo; 02: GSTM /GSTT1 nulos; 03:
GSTM1/GSTT1positivos; 04GSTM1positivo; M: ladder (50 pb) RH92600:
controle end0geno da rEAGAD. .. .......vuuueiiuiie et 52

Xii



Lista de Tabelas

Tabela I- Valores referénciais de normalidade seminal.....................
Tabela II- Principais causas e Incidéncias da Infertilidadeddlina.........

Tabela IIl - Protocolo referente & composicdo quimica e cdrexgies dos

reagentes utilizados nas reacfes de PCR - NPR 2008......................

Tabela IV- Caracteristicas moleculares dos primers RH92G®TM 1 e
GSTTL- NPR 2008... ..ttt e et e e e e e e e neeae s

Tabela V- Protocolo de ciclagem das reacdes de PCR Muttiple NPR

Tabela VI- Comparacdo entre a média de idade dos pacieotesais e
pacientes alterados - Laboratorio de Reproducédo adando HC 2004 -

Tabela VII- Distribuicdo fenotipica entre os pacientes estadébaseado no
laudo do espermograma - Laboratério de Reprodugénada do HC 2004 —

Tabela VIII- Distribuicdo da frequéncia genotipica das amosteasemen dos

pacientes do grupo normal e alterado — NPR 2008.....................

Tabela IX- Distribuicdo da frequiéncia genotipica das amesdmsangue dos

pacientes do grupo normal e alterado - NPR 2008.......ccocu.........

Tabela X- Comparacgao entre o polimorfisni@STM1e GSTT1ldas amostras
pareadas de sangue e sémen dos pacientes noriteahea- NPR 2008......

Tabela XI - Comparacao entre o polimorfisf@&5TM1e GSTT1das amostras

23

25

51

51

52

54

54

55

56

Xiii



Xiv

de sangue e sémen dos pacientes normais - NPR 2008........ 57

Tabela XIlI - Comparacao entre o polimorfis@BsTM1e GSTT1das amostras

de sangue e sémen dos pacientes alterados — NBR.20Q....... 57

Tabela Xlll — Relacdo entre o genoétipo das amostras de sénsepad@ntes

alterados e o0s resultados dos exames de espermagramNPR

Tabela XIV- Relacdo entre o gendtipo das amostras de samgupatientes
alterados e os resultados dos exames de espernzgridifR 2008............ 59
Tabela XV- Distribuicdo independente do genotiGgsSTM1 e GSTT1lde
pacientes do grupo alterado, tanto para amostrag&men como de sangue —

Tabela XVI- Distribuicdo independente do genoti@®sTM1e GSTT1lde

pacientes do grupo alterado, para amostras desaniyPR 2008............

Tabela XVII- Comparacdo das variaveis nos grupos estudadosPR N



A+ o a @ 4 E Q

\%

I+

CBAVD

CFTR

cm
CEP

CUAVD

CYP
DDT
DAZ
DNA
dNTP
DP
EDTA
EtBR

Lista de Siglas, Simbolos e Abreviaturas

Alpha
Mi
Pi
Theta
Sigma
Zeta
Mais
Menor
Maior
Mais ou Menos
Maior ou igual
Graus Celsius
Arginina
Fator de azoospermidzoospermia Factor
Citosina
Auséncia Congénita Bilateral dos Vasos Deferentes
(Congenital Bilateral Absence of the Vas Defejens
Gene regulador da condutancia transmembrana dsélwistica
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulatorg
Centimetro
Comité de Etica em Pesquisas
Auséncia Congénita Unilateral dos Vasos Deferentes
(Congenital Unilateral Absence of the Vas Defefens
Citocromo P450
Dicloro-Difenil-Tricloroetano
Gene Deleted in Azoospermia
Acido Desoxirribonucleico
Deoxi-nucleotideo trifosfato
Desvio Padréao
Acido Etilenodiaminotetracéticdthylenediamine Tetracetic Agid

Brometo de etidio

XV



EUA Estados Unidos da América
FC Fibrose Cistica
FSH Hormonio Foliculo Estimulante
G Guanina
GnRH Hormonio liberador de gonadotrofinas
GSH Glutationa reduzida
GST Glutationa S-transferase
H,0 Agua
HC Hospital das Clinicas de Goiania
HPA Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
HPV Papilomavirus Humandigman Papilloma Virus
kb Kilo base (1kb = 1000)
LH Hormonio luteinizante
MgCl Cloreto de Magnésio
mL Mililitro
mM Milimolar
N Numero amostral
NAT N-Acetil transferase
NPR Nucleo de Pesquisas Replicon
OMS Organizacdo Mundial de Saude
p Braco cromossomico longo
p Valor probabilistico de significancia
pb Par de base
PCR Reac&o em Cadeia da Polimerase
PGH Projeto Genoma Humano
pH Potencial de Hidrogénio lonizavel
pMol Picomol
q Brago cromossdmico curto
RA Reproducao Assistida
r.p.m Rotacdo por minuto
ROS Espécies reativas de oxigéniRe@ctive Oxygen Spedies
SIA Sindrome de Instabilidade aos Androgenos
SNP

Polimorfismo de Unico NucleotideSifigle Nucleotide Polymorphi3m

XVi



Taq
TBE
TRA

UCG
UFG

ng
SPTZ

2

XVil

Tirosina
Enzima Taq Polimerase
Tris Borato EDTA
Técnicas de Reproducédo Assistida
Unidade de atividade enzimética
Universidade Catolica de Goias
Universidade Federal de Goias
Volts
Nanograma
Espermatozdéides
Teste Qui-Quadrado



XVili

indice
D=0 [T (0] - v
o = U0 [T [ 41T (01 Vi
E P grale. .. e IX
RESUMO . .. e e e e e X

F Y o 1Y 1 = (o1 F Xi

Lista de FIQUIaS. .. ..ot e e e e e Xil
Lista de Tabelas. .........oniie i e Xiv
Lista de Siglas, Simbolos e Abreviaturas............cocoovviiiiiiieviiennn e, XVii
L INErOTUGAD. ...t e e e e e e e 20
1.1 Anatomia e Fisiologia do Aparelho Reprodasculino................. 21
2. ESPEIMOQIaMA. .. .cu ettt e e e e e e e e e e 23
3. Causas da Infertilidade Masculina................coooie i e 23
4. Genética da Infertilidade.......... ..o 28
4.1 Alterac8es CromoSSOMICAS.........vvuvveineieiieiieie e eineneen 29
4.2 MUtagies GENICAS........oveiieieiierieeiiecie e aie e e venieiieienneeneen. 31
4.3 Microdelecdes do CromoSSOMO Y .....ovviveiieeieeie e e eae e vaees 33
5. Xenobidticos e Infertilidade.............coo oo 34
5.1 Fases da biotransformacan.............cccooe i 36
5.2 Metabolismo e PolimorfiSmo GENiCOo.............cccvvviiiiiniiemnne e 38
5.3 Superfamilia da Glutationa S-Transferas®T)G...........cceeevevnnne 40
5.4 ROS, GST, Infertilidade...........c.cooii i 45

B. ODJBLIVOS ... ettt e e e e e e 49



XiX

6.1 Gral .. ot e 49
6.2 ESPECITICOS. .. vt ittt 49
MetodolOgia ... 50
7.1 Grupo AMOSEIaAl... ... e e e e e e 50
7.2 Coleta e Armazenamento das amostras.............cocveveeeenennennn. 50
7.3 ESPEIMOQIamMa. .. ...ttt e et e e e e e 50

7.4 Extracdo de DNA das amostras em estudo..........ccccceeievinennne. 50

7.5 Genotipagem do&STM1 e GSTT1 pela Reacdo em Cadeia da51

POlMEIasSe — PO R ... e e e e e e e e e e e e

7.6 ANALISE EStatiStiCa. . .on e ettt e e e e e e, 53

8. RESUIAUOS. .. .o e e e, 54

. DS CUSSAD . .. ettt ee e e e e e e e e e 63

10, CONCIUSAO. ..o e e e e e e 70

11. Referéncias Bibliograficas.............cooiiiiiiiiiiii e, 71

Anexo |. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido..................... 86

Anexo Il. Consentimento da participacdo da pessoa®csuijeito............... 88

Anexo lll. Questionario Informativo...............coviiiiii i 89

Anexo IV.Parecer COmite de EtiCaA......ovvveeeeee e e e 91

Anexo VI. Laudo de ESPermograma........c.oooveeveiniarieenene e aie e aanaen ;92



20

Introducao

Um namero crescente de casais tem procurado vdsaede Reproducdo Assistida
(RA) para avaliacdo e tratamentos de infertilidagkpecialmente porque muitos casais
adiam o sonho de terem um filho a fim estabelecengro suas carreiras (Quallich.,
2006).

As técnicas modernas de fertilizac@io vitro renovaram a inquietude dos
pesquisadores sobre a eficiéncia da reproducdorfaun@mal. P6éde ser demonstrado que
a taxa de concepgdo em um casal jovem e sao, dagoes sexuais frequentes, sem
medidas contraceptivas, é de aproximadamente 4586. Mtaxa de gestacbes viaveis
reduz-se a 25% por ciclo se considerarmos que IJd¥cahcepcdes se perdem de forma
inaparente com a menstruacdo e outros 10% com moabtlinico. Desta maneira, em
condi¢cbes normais, um casal pode conseguir umaggestjue culmine em um filho vivo
“bebe em casa” em somente 25% das tentativas, é que porcentagem baixa (Samrsla
et al., 2007).

A infertilidade é definida como a falta de gestachnica ou hormonal apés 12 ou
24 meses de relacdes sexuais normais, sem o usetddos contraceptivos (Jardim et al.,
2003; Shefi.,, 2006). Ela € um fenébmeno universauas estimativas ndo sdo muito
precisas e atualizadas e variam muito em uma reggagrafica, independentemente dos
fatores socioecondémicos ou culturais (Pasqual@@fly). Aproximadamente de 10 a 15%
dos casais experimentam algum problema de intl&tle durante sua vida fértil.
Extrapolando para a populacdo mundial, represeetatne 50 e 80 milhGes de pessoas
afetadas pela infertilidade (OMS., 1999; Hruskalet2000; Pasqualotto ., 2007).

Apesar de a infertilidade ser causada por difeeriaitores, a causa maior de
infertilidade se deve a anormal producdo de espembi@es e/ou odcitos, defeitos
tubérios ou endometriose. Mesmo assim, ainda ha siguficativa quantidade de
infertilidade inexplicavel ou infertilidade idiopéa (Shefi et al., 2006). Recentes estudos
demonstram que fatores ambientais possuem potegpenial alterar tecidos reprodutivos
masculinos e femininos e consequentemente afetzapacidade reprodutiva do individuo
(Hruska et al., 2000). O crescente desenvolvimamdastrial e tecnolégico dos centros
urbanos tem contribuido para producédo e o manugeinuitos destes compostos toxicos

ao aparelho reprodutor (De Carvalho et al., 2002).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS.,)2D@ffertilidade masculina
acomete aproximadamente 14% dos casais. O homeitiggacomo fator causal, isolado
e conjugal, em metade dos casos. Assim a chancemdéiomem ter problemas de
fertilidade € da ordem de 7% dos casais em idgo®dativa (De Kretser et al., 1999).
Segundo a OMS, a taxa média de infertilidade mascula populagdo mundial é de 5,6%
a 6,4% (ASRM., 2004).

Isoladamente o homem contribui com 50% na infédile conjugal (Devoto et al.,
2000; Nudell et al., 2001; Maduro et al., 2002;r&gret al., 2004; Shefi et al., 2006). O
fator masculino na infertilidade tem se tornadoaceez mais importante na investigacao
de casais inférteis. Tal fato representa uma geedaideravel na qualidade do sémen
entre individuos saudaveis e jovens nos ultimoss amo diferentes regides no mundo
(Schuppe et al., 2000). A infertilidade masculid@a onsiste em uma doenca, mas sim em
uma sindrome multifatorial que abrange uma grarmdidade de desordens, que podem
ser congénitas ou adquiridas (Maegawa et al., 2000)

1.1  Anatomia e Fisiologia do Aparelho Reprodotr Masculino

O aparelho reprodutor masculino € constituido daEguiates estruturas: pénis,
uretra, 2 testiculos (alojados no interior de unaésd denominada escroto), 2 canais
deferentes, tubulos seminiferos, tubulos retosjltgbeferentes, epididimos e glandulas
acessorias incluindo a prostata, glandulas bulli@ise 2 vesiculas seminiferas (Kerr.,
1992; Gooren., 1998; Moore., 2000).

A funcéo enddcrina do testiculo é regulada pelo kipotdlamo-hipofisario através
da interacdo do hormonio liberador de gonadotref(iznRH) com a hipofise e desta com
o testiculo (FSH e LH) fechando-se o circuito emigshd@ccom a producdo de testosterona,
inibina e espermatozéides (Achermann et al., 200@no a mulher, o homem produz dois
tipos de gonadotrofinas: FSH - hormonio foliculotireslante e LH - hormdnio
luteinizante. Assim, estes dois hormonios partitighretamente do controle endécrino da
espermatogénese (De Carvalho et al., 2002).

A espermatogénese € o processo de diferenciag@dracdo da espermatogdnia
(célula indiferenciada situada na por¢cdo basal ddbulos seminiferos) em
espermatozoides (Devoto et al., 2000).fase inicial as espermatogoénias sdo submetidas a

sucessivas divisbes mitoticas dando origem ao "pdel espermatoécitos primarios e
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secundarios. Os espermatocitos primarios sofrers divasdes meibticas e originam 0s
espermatocitos secundarios; estes dao origem astesples, que possuem um conjunto
hapléide de cromossomos (Houillon, 2001). Segunaiak€ et al., (2002) as espermatides
sofrem maturacdo posterior a (espermiogénese) o eqguelve alteracdes nucleares,
formacdo do acrossoma, desenvolvimento flagelaedsstribuicdo citoplasmatica até
formar o espermatozdide (Figura 1). A espermatagnalesde a origem das
espermatogbnias até a formacdo dos espermatozdidssando pela espermiogénese,

ocorre em aproximadamente dois meses (De Arawgb,&007).
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Figura 1: Desenho esquematico mostrando as fases da espgémade e seus diferentes
tipos celulares. (Fonte: Moore., 2000)

A espermatogénese ocorre em todos os tubos seromifdurante a vida sexual
ativa, iniciando-se, em média, aos 13 anos, emegiidcia do estimulo dos horménios
gonadotroficos adeno-hipofisarios e prosseguindarda todo resto da vida (Wassarman
et al., 2001; Huynh et al., 2002).

A infertilidade masculina esta relacionada conra@lpcao de espermatozoides e €
constatada inicialmente através de alteracbes #adas no espermograma (Huynh et al.,
2002). A avaliagdo do sémem é importante paraecd@b de varias alteracdes (Arruda et

al., 2007). Segundo Pasqualotto., (2007), a féaile de um homem n&o necessariamente é
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mensurada pelo resultado de um espermograma, s@as @mnalise seminal esteja alterada,
este exame permite a conclusdo de que a fertilidst@einferior em relacéo aos parametros

de normalidade seminal.
2. Espermograma

A analise seminal (espermograma) € geralmenténtepo e 0 mais comum teste
realizado na investigacéo da infertilidade maseu(Bolarine et al., 2003) e avaliagdo da
toxicidade reprodutiva de agentes ambientais aapérticos (Guzick et al., 2001). Este
teste basea-se nos parametros seminais estabsleei@oOrganizacdo Mundial de Saude
(OMS., 1999). Alguns autores defendem a idéia de guanalise do sémen fornece
informacgBes progndsticas limitadas sobre a feaiilél (Branigan et al., 1999; Tomlinson et
al., 1999; Guzick et al., 2001). A andlise idealfedilidade masculina devera fornecer
dados concretos a respeito da avaliacdo funciooakgpermatozoéide, assim como a
concentracdo, motilidade e morfologia (Oehningexd.e2000).

Os critérios de normalidade para avaliagdo semilgahcordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS., 1999), baseiam-se na expma clinica de muitos
investigadores que estudaram populacdes de horédass fsaudaveis. Abaixo seguem os

valores referenciais segundo a OMS., (1999) [Talpela

Tabela I- Valores referénciais de normalidade seminal

Parametros Valores Referénciais
Volume 2,0-5,0mL
pH >7,2
Concentracdo > 20 milh6es/mL

> 50% com motilidade A + B od 25% exibindo progresséo

Motilidade .. , : . ~
répida (grau A) ap6s 60 minutos da ejaculacéo
Vitalidade > 75% vivos, excluindo os mortos
Morfologia (Estrita Krugter) > 14% com morfologia normal
Viscosidade < 3 (escala 0-4)
Leucdcitos <1x106/ mL
Aglutinacdo espermatica < 2 (escala 0-3)

(Fonte:OMS., 1999)
3. Causas da Infertilidade Masculina

A infertilidade masculina € considerada o maiasbpgma de saude em todo o

mundo, correspondendo a 20% e com prevaléncipaisss ocidentais, (Vogt., 2004).
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Antes de se discutir a propedéutica do fator memxgué importante considerar as
principais causas que acarretam a infertilidadendmem e sua fisiopatologia (Hirsh.,
2003). A maioria dos individuos inférteis sdo saetl assintomaticos e tém poucas
alteracbes no exame fisico. No entanto, a inféaiile pode ser a manifestacdo inicial de
uma doenca sistémica, pois 0s homens inférteis npodpresentar oligozoospermia
(reducdo no numero de espermatozéides, inferior0ax 21F espermatozéides/mL),
astenozoospermia (motilidade inadequada), terasmmrmia (espermatozéides com
morfologia anormal), azoospermia (falta de espeymiaties no ejaculado) ou
necrozoospermia (vitalidade dos espermatozoéidesadh) (Maegawa et al., 2000; Huynh
et al.,, 2002; Queiroz et al., 2006). Em aproximaelae metade dos casos de casais
inférteis uma destas alteracdes seminais estanpeegeelas acometem 90% dos homens
inférteis (Huynh et al., 2002).

Acredita-se que alguns destes defeitos possamassados pela deficiéncia de
gonadotropinas, aberracdes cromossémicas, desordenéticas, drogas, infeccfes
genitais e doencas auto-imunes, entre outras (Dealba et al., 2002).

Anatomicamente as causas da infertilidade mascpliniem ser categorizadas em
5 grupos (Abdelmassih., 2003):

= Causas Pré-Testiculares constituem a maioria das enfermidades, tendo como
consequéncia as alteracdes no eixo hipotdlamoib@pmf-gonadal e sdo de origem
hereditaria. Alguns exemplos: Sindrome de Kallm&@eficiéncia isolada de LH,
Deficiéncia isolada de FSH, Cirrose hepatica, Dieb#élito;

» Causas Testiculares sado consequentes de alteragbes na espermatogénese
propriamente dita, ou seja, na producdo dos espezdides e seu amadurecimento e
também enfermidades nas células e 6rgaos resp@mgile correto funcionamento da
producao de espermatozéides (faléncia testiculargpia). Alguns exemplos: Sindrome de
Klinefelter, Sindrome de XYY, Miscelania (mosaice&ngtico), Anorquia bilateral,
Sindrome de Noonan, Varicocele, Distrofia miotdmi€aquite, Criptorquidia, Aplasia
germinal (Sindrome de solo de células de Sértoli);

» Causas Pos-Testicularessdo devido aos disturbios no transporte espermatais
como: obstrucdo mecénica, infeccdo, cirurgias, témpma, disturbios na ejaculacdo
usualmente envolvendo dele¢cbes ou mutacbes de gesgpscificos, tipicamente
autossémicos. Na maioria das vezes esses transtséioohereditarios, ainda que possam

surgir mutacdes espontaneas. Também podem serdeapsa disturbios na funcéo
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espermaética, tais como: deficiéncia na maturagdornaalidades bioquimicas no plasma
seminal, defeitos genéticos na cauda do espermdéo26 ainda podem ser causadas por
alteracOes da motilidade espermatica. Alguns exesnplFTR, Sindrome de Young;

» Causas Imunolégicas seu mecanismo de acdo se caracteriza por atud€ao
macroéfagos, de citoxicidade espermética, do deianésda concentracdo e motilidade
espermaticas. Alguns exemplos: leucocitospermigp-iawnidade (anticorpos anti-
espermatozoides), estresse oxidativo, estes pomegssdem ser adquiridos quando
ocorrem traumas, infecgdes, cirurgias;

» Causas por infecgBes genitourindriasa infeccdo do trato masculino por bactérias
influi principalmente no quadro quantitativo e diaivo do espermograma. Exemplo:
uretrites causadas por infeccdo através das kactggram-negativasChlamydia
trachomatis e Ureaplasma urealyticum.

Segundo Taitson (2007), tais alterac6es na proddgécespermatozoides podem
estar relacionadas, por sua vez, a uma das l6igaisiccausas preconizadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (1999), na tentatvexglicar a infertilidade em homens
(Tabela ).

Tabela II- Principais causas e Incidéncias da Infertilidadesddilina

Causas Incidéncias
Varicocele 49 %
Oligospermia idiopatica 15%
Infeccdes das glandulas sexuais acessorias 10 %
Causas sistémicas 3%
Causas endocrinas 1%
Inadequacéo sexual / ejaculatéria 2%
Astenozoospermia idiopatica 3%
Anormalidades congénitas 2%
Anormalidades genéticas 1%
Teratozoospermia idiopatica 6 %
Fator imunolégico 2%
Anormalidades do plasma seminal 2%
Causa iatrogénicas 1%
Azoospermia obstrutiva 15%
Necrozoospermia idiopatica 1,2 %
Outras causas 0,3 %

** O estudo da OMS envolveu seis paises europeustéFTaitson., 2007)
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Varicocele é considerada a causa mais freqiientefeftilidade masculina. E um
grande exemplo de que uma patologia pode altegaiabdade seminal com o passar dos
anos (Jarow., 2001). Apesar de estar presente &mal®3% da populacdo em geral, ela
acomete 30% a 41% dos homens que procuram um cewignedicina reprodutiva com
infertilidade priméaria e até 80% dos homens corertilfidade secundaria (Saleh et al.,
2002; Pasqualotto et al., 2006; Wu et al.,, 2008)ids definida como uma anormal
dilatacdo das veias testiculares ou conjunto dasveo plexo pampiniforme (Rao et al.,
2004). Um outro fator associado a pacientes corico@@le € o aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS) no plasma seminal, d@ewd reducdo da capacidade
antioxidante e como consequéncia aumento dos dawodDNA espermatico (ex.
fragmentacao espermatica) [Naughton et al., 200&n@t al., 2002; Saleh et al., 2002].

Apesar de estar associada a anormalidades testigdla varios anos, a varicocele
ainda possui um papel incerto na infertilidade msa. Individuos com varicocele
apresentam alteracdes nos parametros seminaisiddsfipela OMS, tais como:
azoozpermia, oligozoospermia ou astenozoospernaieov), 2001). Em contraste, €
considerada como a causa reversivel mais comumfeiilidade masculina. A correcao
cirirgica da varicocele em homens inférteis tem atestrado melhoras nos parametros
seminais em 50-80% dos pacientes (Naughton &Qfll; Rao et al., 2004).

A criptorquidia constitui a anomalia congénita sndiequiente observada em
criancas recém nascidas (4-5%) e sua incidénceceastar aumentando nos ultimos anos
(Smith et al., 2007). Esta patologia se caradegoelo fato de um ou ambos os testiculos
nao descerem para a bolsa escrotal durante o ddgemento fetal, mesmo unilateral,
pode levar a diminuicdo da qualidade e quantidéaigagjdo sémen em relacdo ao homem
normal. Aproximadamente 50% dos homens tém criptdi@g unilateral e 75%
criptorquidia bilateral, em ambos 0s casos a cdragdio espermatica € inferior a 20
milhdes/ml, mesmo tratados antes da puberdades BEstas indices de fertilidade podem
ser evitados se a criptorquidia for corrigida ardes dois anos de idade (Smith et al.,
2007).

Muitos estudos tém demonstrado interesse a resgeifpotencial de substancias
xenobioticas sobre o sistema endocrino humano €fah., 2007). A énfase inicial esta
relacionada as substancias que mimetizam o estrégesdo capazes de interferir na

funcdo normal do sistema endodcrino. Dentre os agemtiimicos que afetam o sistema



27

reprodutor humano via sistema enddcrino, inclueestipidas (DDT e seus metabdlicos),
dioxinas, fitoestrogénios e micotoxinas (Pasqualettal., 2004).

Ja esta bem estabelecida que a excessiva prodecR®8 (do inglésteactive
oxygen specigso plasma seminal, entre eles o 6xido nitricaepger considerada um dos
fatores etiolégicos da infertilidade idiopatica @ynir et al., 2007). O estresse oxidativo
resulta em sérios danos aos espermatozoéides, camoaugtdo da motilidade e da
viabilidade e comprometimento da capacitacdo eedgéio acrossomica (De Carvalho et
al., 2002). Em condi¢cdes normais, as células seagmtontém substancias antioxidantes
em seu citoplasma. Porém o espermatozoéide, ducapieriodo de maturagdo, perde a
maioria de seu citoplasma, e, com isto, perde phrseantioxidantes enddgenos, ficando
vulneravel a acdo dos ROS (Gracia et al., 2003udés recentes mostraram que entre
40% e 88% dos homens com baixa fertilidade aprasemievados niveis de ROS no
plasma seminal (Aydemir et al., 2007).

Segundo Benoff et al. (2000), o uso abusivo dodhlé capaz de ocasionar a
reducdo de testosterona, causada pela diminuicguratucdo testicular e aumento da
liberacdo deste hormoénio pelo figado. Também, #ered que a oxidacdo do alcool
compete com a producéo testicular de testostefeaa €t al., 2007). As gonadotoxinas
afetam diretamente a producgdo testicular de espexgides, resultando em uma
densidade, maturacdo, motilidade e morfologia es@ica inferiores aquelas definidas
como maioria pela OMS (Pasqualotto et al., 2004)s@abusivo de alcool esta associado
a atrofia testicular e consequentemente reducaoregfica (Hruska et al., 2000).

O cigarro pode ser considerado uns dos mais dekeigentes oxidantes exdgenos
ao DNA espermético, possuindo grande contribuigiinfertilidade masculina (Shen et
al., 1999; Pasqualotto et al., 2008). Embora efstaacdo seja controversa na literatura
(Hruska et al., 2000; Pasqualotto et al., 2006; fdieia., 2007). O habito de fumar esta
associado a homens subinférteis, resultando n@stEoro da concentracdo espermatica,
baixa motilidade, reducdo na porcentagem de espezdides morfologicamente normais
e até mesmo a fragmentacdo do DNA espermatico @ala., 2007). Uma meta-analise
demonstra que pacientes fumantes apresentam deweésw@dio de 10% na motilidade
espermatica, 13% na concentracdo e 3% na morfo{Pgisqualotto et al., 2006). Estudos
revelam gue individuos fumantes possuem maior gleadd de 8-OHdG, biomarcador do
estresse oxidativo, no DNA espermatico (Queirozalet 2006). Liu et al., (2006),
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demonstra que o aumento da genotoxicidade em ¢haigi estd intimamente relacionado
ao aumento no risco de cancer e toxicidade repradut

O crescimento explosivo de técnicas de reproducésistla (TRA), e
principalmente dos excelentes resultados obtidopadir da utilizacdo da injecdo
intracitoplasmatica de espermatozéide (do ingtéscytoplasmic sperm injectioniCSI),
contribuiu para o desenvolvimento de pesquisastigasénesta area nos ultimos anos
(Kleiman et al., 1999). Muitas das causas de iititlatle masculina idiopatica tém sido
atribuidas a fatores ambientais e genéticos, sestéalltimo responsavel por cerca de 60%
dos casos. Dentre as causas genéticas podem sentradas as aberracdes
cromossOmicas, mutacdes génicas e microdelecoe®mamssomo Y (Nudell et al., 2001,
Farah et al., 2003; Vogt., 2004).

4. Genética da Infertilidade

Uma andlise dos casos de infertilidade na populagdadial permitiu a concluséo
de que uma grande porcentagem de pacientes é adarpeta infertilidade idiopatica
(Diemer et al., 1999). Nestas condi¢cOes, pacierliigezoospérmicos e azoospérmicos sao
frequentemente observados. Defeitos genéticos s@apos (detectados por
citogenética) e defeitos genéticos microscopicoste(dados por biologia molecular)
permitem esclarecer as causas da infertilidadeecdgmmente no nivel dos genes,
particularmente os que estdo associados aos cromassX e Y (Kleiman et al., 1999;
Diemer et al., 1999).

Experimentos dé&noock-outgénico em ratos e drosofilas permitiram a concusa
de que o produto de mais de 3000 genes estao e@n®Iva regulacdo génica e expressao
da fertilidade masculina e feminina. Desta maneiomclui-se que o genoma contenha
inlmeros genes que, caso sofram alguma alteragéienp causar infertilidade nos
pacientes (Vogt., 2004). Existe atualmente um atmnea diagndstico de anormalidades
genéticas que estdo sendo identificadas como caasadia infertilidade masculina
(Oates., 2008).

Embora a injecdo intracitoplasmatica de espermatez represente um dos
principais avancos na abordagem do fator masculdzo infertilidade, existem
consideragbes importantes relativas ao potencialtrdesmissdo de anormalidades
genéticas para a prole, uma vez que os processealatgio natural dos espermatozoides

foram ultrapassados (Tesarik et al., 2007).
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As causas genéticas sdo responsaveis por 60¢asos de infertilidade idiopatica
(Farah et al., 2003). Alteragbes genéticas podetarad cascata de sinalizacdo envolvida
na producao de células germinativas (espermatoggremuitas vezes as consequéncias
sdo negativas (Maduro et al.,, 2002). AlteracOestimas tém papel determinante nos
defeitos da espermatogénese, incluindo funcéoezalfiio espermatica (Diemer et al.,
1999). Afastadas causas obstrutivas como varicameleriptorquidia, a etiologia mais
comum da azoospermia € genética: 10 a 15% dosnpexiapresentam alteracdes dos 2
cromossomos sexuais (Sindrome de Klinefelter XX#; ou 46, XX) e outros 10 a 20%
dos pacientes apresentam microdele¢des do brago ttmcromossomo Y, que s6 podem
ser diagnosticadas por andalises moleculares (Madt, €.996).

Dentre as causas genéticas, destacam-se as ateraginossémicas, mutacoes
génicas e microdelecbes do cromossomo Y (Maegaved.,e2000; Farah et al., 2003;
Ferras et al., 2004; Arruda et al., 2007).

4.1  Alteracbes Cromossdmicas

A possivel associacao entre alteracbes cromoss®miaaertilidade masculina se
tornou evidente a partir dos resultados da primgieande analise do cariotipo de 6982
homens subinférteis (Chandley, 1979). Quando caamajparcom a populacdo geral (0,6%
apresentavam algum tipo de anomalia cromossénastds individuos inférteis possuiam
uma prevaléncia de 5,3% de terem alguma anomaliaassémica.

Alteracbes cromossémicas sdo comuns em homengeisférsubinférteis (Maduro
et al., 2002). Na populacdo de homens inférteiscidéncia varia de 6% a 9% (Farah et
al., 2003), aumentando a medida que diminui a cdregio espermatica, podendo
alcancar 16% em homens azoospérmicos e 6% em atigpérmicos (Arruda et al., 2007)
representando um dos mais comuns defeitos genétcdsomem infértil (Nudell et al.,
2001). Destas alteracbes 92% acontecem nos cromossgexuais e aproximadamente
8% nos cromossomos autossdmicos (Maduro et al2)200

Estas alteragbes sao definidas pela perda, ganlamamal rearranjo do material
genético a nivel cromossomal (Nudell et al., 2001).

As alteracbes cromossdmicas associadas a infaddidnasculina podem ser
subdivididas em duas categorias: alteragfes nuaséoic estruturais (Huynh et al., 2002).

A sindrome de Klinefelter é a mais frequente aff@oacromossémica associada a

infertilidade masculina e hipogonadismo primarioai€s., 2008), afetando 1:500/700
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recém nascidos do sexo masculino (Huynh et al2;2d@duro et al., 2002). A sindrome é

caracterizada em sua forma classica pelo cari@gtipXXY e cerca de 20% podem ser

mosaicos 47,XXY/46,XY; sendo que 4,6% dos homeférteis possuem esta sindrome

(Arruda et al., 2007; Oaets., 2008). Aproximadam&@% dos homens com esta sindrome
apresentam o cariétipo 47,XXY, enquanto os 10%rsésaicos e possuem um fenotipo

menos severo. Embora pacientes com a sindrome sejaaimente azoospérmicos (14%

dos pacientes), individuos com baixa quantidade edpermatozéides podem ser

encontrados (0,7% oligozoospermicos) (Huynh ek@D2; Maduro et al., 2002).

Pacientes mosaicos para a sindrome de Klinefdétemsenos afetados, a maioria
possui tamanho normal dos testiculos, e até a gatber sdo capazes de realizar a
espermatogénese (Diemer et al., 1999). Apés a gathera capacidade reprodutiva destes
pacientes se torna temporaria, pois ha uma pegeepagressiva deteriorizacdo dos
tubulos seminiferos resultando numa eventual itiEtle (Huynh et al., 2002). Homens
Klinefelter mosaicos possuem variavel producéoresgiéca (Pasqualotto., 2007).

Individuos com a Sindrome 47,XYY, sdo encontradosanfreqtiéncia de 1: 1000
homens (Maegawa et al., 2000). A maioria destesehersdo azoospérmicos ou possuem
oligozoospermia severa, a analise histopatolégasatdsticulos comprova uma pequena
maturacdo de células de Sertoli (Nudell et al. 1200utra sindrome, a de Noonan, afeta 1:
2500 homens. Também conhecida como a Sindrome merTonasculina, estes homens
apresentam hipogonadismo juntamente com baixossnileetestosterona, criptorquidia e
consequentemente infertilidade por afetar a pranugi espermatozoides (Nudell et al.,
2001).

Segundo Oates (2008), individuos mosaicos 45, XRMGoossuem caracteristicas
gonadais e sexualmente fenotipicas femininas, reas testiculos estdo retidos intra-
abdome e geralmente unilateral. Estes homens &teis devido a instabilidade genética
nas gbnadas (Arruda et al., 2007). Tanto a espeg@aése quanto as células de Leydig
sao funcionalmente estagnadas logo apos a pubg(idexteer et al., 1999).

Nudell et al (2001), demonstraram que ha uma cnés@ssociacao entre homens
identificados previamente com infertilidade ididpate transloca¢cdes cromossdmicas ou
inversdes. Em homens oligozoospermicos, alteraggtesturais sdo observadas em 2 a 4%
(Maduro et al., 2002). As alteragOes estruturaole@m cromossomos autossomos e
sexuais (Arruda et al., 2007). A frequéncia de si@acdes equilibradas em homens

inférteis é cerca de dez vezes maior do que a\adxerem individuos normais (Farah et
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al., 2003). Particularmente as inversfes que eewole cromossomo 9 estdo associadas a
azoospermia e severa oligoastenoteratozospermidufidaet al., 2002). As translocagdes
reciprocas ocorrem em 0,6% e as Robertsoniana®,8mdos homens inférteis (Farah et
al., 2003), sendo encontradas em 14% dos homenss@@micos e 5% dos
oligozoospérmicos (Arruda et al., 2007).

A causa do comprometimento da espermatogéneseasos de aberracdes ndo é
completamente conhecida. As anomalias no pareanees¢gregacao dos cromossomos e
os diversos processos moleculares necessariosasangiopiciam inimeros alvos, tanto
para o dano genético como para a introducdo déakefsstruturais que levam a suspensao
do desenvolvimento da espermatogénese (Farah 20@8).

4.2  Mutacdes Génicas

As mutacdes génicas ou desordens mendelianags8adas pela mutacdo em um
anico l6cus génico. Estes defeitos podem ocorravés de uma mutacade novd ou
através de heranca autossémica dominante, recessiiaranca ligada ao X (Mak et al.,
1996). Dentre as desordens mendelianas comumesgrvadas em homens inférteis
podemos observar: a fibrose cistica (FC) que é doesaca autossémica recessiva com
incidéncia de 1:2500. Na Dinamarca esta doencaesmonde a uma frequéncia de
portadores (heterozigotos) de 3% (Maegawa et@QRPe em homens inférteis geralmente
ocorre na frequéncia de 1-2% (Maduro et al., 20@3usada por mutacbes no gene
regulador da condutancia transmembrana da fibrésticac CFTR — Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator Gexfetando a proteina correspondente (Pieri
et al., 2007). Até o presente momento mais de 8t@gdes ja foram identificadas no gene
CFTR(Nudell et al., 2001).

As mutacgbes no ger@FTR podem resultar em anormalidades do desenvolvimento
das estruturas derivadas dos ductos de Wolff eynslaciamente, em agenesia renal
unilateral e aplasia ou hipoplasia das vesiculasinegs, ocasionando uma reducédo no
volume seminal e consequentemente infertilidaden@éino et al., 2003).

Mais de 95% dos homens com FC sdo também infépeimeiramente devido a
auséncia congénita bilateral dos vasos defere@B&VYD), que por sua vez, contribui

com 2% de toda a infertilidade masculina (Vianalt2003).
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Em pacientes com fibrose cistica, os vasos defgerd cauda e cabeca do
epididimo e vesicula seminal sdo atrofiados, fi#mlos ou completamente ausentes
(Bernardino et al., 2003). Geralmente, homens GBAVD devem ser rastreados para
mutacfes no geneFTR Entretanto, este rastreamento € muito compléxque mais de
500 tipos diferentes de mutacdes tém sido deteemdpacientes com FC (Casals et al.,
2000, Oates., 2008).

A CBAVD é geneticamente heterogénea ¢ uma desoocdemplexa, que envolve
mutacfes e variantes do ge@GETR (Huynh et al., 2002). Aproximadamente 80% dos
homens com auséncia dos vasos deferentes saogedate mutagbes no ge@&TR
(Shefi et al., 2006). A azoospermia obstrutiva gatdsente na maioria dos homens
inférteis (Lemos et al., 2004).

Mutacbes que causam a fibrose cistica estdo edaslvem muitas formas de
azoospermia obstrutiva (Oates., 2008). Podem séicados casos de azoospermia com
auséncia congénita bilateral dos vasos defere@Ba\D), ocorrendo numa frequéncia
de 6% dos casos de azoospermia obstrutiva e 1%ettlidade masculina (Oates., 2008),
auséncia congénita unilateral dos vasos defere(@$AVD) e outras condicOes
congénitas como a obstrucéo bilateral dos ductasukgtérios e azoospermia obstrutiva
epididimal (Shefi et al.,, 2006). A CBAVD é diagnicada em 1,5% dos casos de
infertilidade masculina e representa 60% de mutag@terozigoticas no gel@FTR, na
forma de “heterozigoto confusos”, ou seja, mutagdiesrentes em cada alelo do gene
(Arruda et al., 2007).

A Sindrome de Kallmann ou hipogonadismo hipogonafiob idiopatico, € uma
desordem com heranca familiar em 1/3 dos casose(Netdal., 2001). Esta desordem pode
estar relacionada a uma heranca ligada ao X ome$ino a uma heranca autossémica
(Oates., 2008), e independentemente do tipo den¢eerambas estdo relacionadas com a
infertilidade masculina e acometendo 1: 30000 harm@mruda et al., 2007). Delecdes
intragénicas no gen€AL-1 ou mutacdes pontuais incluindo também elementosdnais
de outros genes proximos comdAX-1 (Shefi et al., 2006), como consequéncia ocorre
uma faléncia na regido posterior da pituitaria @tando em danos na estimulacéo
testicular e consequentemente na espermatogéneskeli(dt al., 2001). Os pacientes
podem ser tratados com terapia de reposicdo hotmgmém geralmente sé&o

oligozoospérmicos (Arruda et al., 2007).
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A Sindrome de Instabilidade aos Andrégenos (SIA)r& doenga com heranca
ligada ao cromossomo X que afeta pacientes comtiparinormal, 46,XY nos quais ha
prejuizo total ou parcial do processo de masculgéio intra-uterina (Maegawa et al.,
2000). Segundo Nudell et al., (2001), mais de 3@Q@agdes ja foram descritas para 0s
receptores de andrégeno. O geAR (receptor de andrégeno) estd localizado no
cromossoma X e esta desordem ocorre numa frequdecia 6000. Devido a grande
variedade de mutacdes, o fenotipo da doenca depmdeveridade do defeito; sendo
assim homens afetados podem apresentar baixos,aisorou elevados niveis de
testosterona (Huynh et al., 2002). A concentracdoaddrogeno em cada individuo
depende da integridade funcional dos receptoresardi¥dgeno, intimamente com a
pituitaria e o hipotdlamo (Nudell et al., 2001). Amitacdes podem ser causadas por
substituicbes, delecbes totais do gene ou por aosewas repeticbes CAG
(polimorfismos) localizadas em diferentes regidesreceptor, acarretando no fenotipo
azoospérmico (Arruda et al., 2007). As repeticbA&@stdo comumente associadas aos

casos de infertilidade idiopatica (Nudell et ah02).
4.3  Microdele¢cbes do cromossomo Y

No braco longo do cromossomo Y, um gene ou um cexoplle genes chamado de
fator de azoospermiaAZF — Azoospermia Factdrtem sido localizado, ai residem
multiplos genes responsaveis por diferentes et@d@a&spermatogénese normal (Sado Pedro
et al., 2003). Estes genes sdo expressos nastest(Farah et al., 2003). Segundo Ferras
et al., (2004), o estudo molecular de pacientecufiass inférteis levou a observacao de
microdelecdes intersticiais na regiAdF. Nesta regidao podem ocorrer delecbes em trés
sub-regides ndo sobrepostas, que causam azoosp€Bdia) ou oligozoospermias graves
(23%) (Tim Jr et al., 2005). Apesar de ainda néstiexuma concordancia definitiva entre
o tipo de microdelecédo e a gravidade do defeit@resgtogénico, as microdelecbes em
AZF-a condicionam a sindrome de células de Sertoli, AdR-b provocam parada na
meiose | da espermatogénese eleti-c condicionam a hipoespermatogénese que leva a
oligozoospermia ou azoospermia (Ferras et al., 2004

As microdelecdes do cromossoma Y tém sido descdtasmais de 5% dos
pacientes com infertilidade idiopatica (Castrolet2000). A frequéncia de microdelec¢des
das regides\ZF-ae AZF-b €, claramente, inferior a freqiiéncia de microdedegin regiao

AZF-c (Vogt., 2005). Estudos relatam uma incidéncia-&% de microdelecoes em AZF
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e sdo mais freqlientes em pacientes com azoospg@toyah et al., 2002). Nem todos os
homens com estas dele¢cbes do cromossomo Y sadeisféMaegawa et al., 2000).
Recentemente foi demonstrado que as microdelegdesZ&-c condicionam um quadro
evolutivo que se inicia com oligozoospermia, prdgrdo para azoospermia (Arruda et al.,
2007). E esta situacdo evolutiva que permite eaplomo homens com microdelecdes
podem ter filhos (Castro et al., 2000).

O geneSRY,presente no braco curto do cromossomo Y, é fund@aheara o
desenvolvimento testicular (Oates., 2008). O gdw&Z (do inglés Deleted in
Azoospermip localizado na regido AZF-c, esta ausente em H)%H% de homens
cromossomicamente normais com azoospermia naadtbate oligospermia grave (Pina-
Neto et al.,, 2006). Quando comparadas com outrassasa da infertilidade, as
microdelecdes do cromossomo Y sao relativamenteunsry% a 10%), e sua frequiéncia
aumenta com o grau de comprometimento da esperémaisg (16% em azoosSpermicos)
(Carrara et al., 2004). A correlacdo entre as rdelexdes do cromossomo Y e a
infertilidade comparada a auséncia relativa de dlderacdes nos homens férteis sugere
uma estreita relacdo de causa-efeito entre essel@aeha infertilidade masculina (Pina-
Neto et al., 2006).

5. Xenobidticos e Infertilidade

Os seres humanos estao constantemente expostas \eatigdade de xenobidticos
ou substancias quimicas exodgenas ndo-nutrientesgaaismo (Taspinar et al., 2008). Os
xenobidticos podem ser de origem natural ou sg#ég incluem farmacos, aditivos
alimentares, drogas, pesticidas, toxinas, carcimugje substancias quimicas de uso
industrial e poluentes ambientais de diversos t{@andolfi & Sipes., 1991; Parkinson.,
2001; Taspinar et al, 2008).

Durante a evolucédo, a espécie humana se torn@z cipmetabolizar um grande
namero de compostos quimicos que se acumulam hdascé podem causar danos para a
saude. O metabolismo é o principal mecanismo paaten a homeostasia durante a
exposicdo dos organismos aos xenobidticos. O bgaoilidas taxas de absorcdo e
eliminacdo dos mesmos tem um papel importante eaepcdo de danos no DNA
(Schuppe., 2000; Hatagima et al., 2002).

A ligacdo covalente de um composto quimico (xertglmé ou de seus

metabolitos) ao DNA ou proteina, forma os aducitendo em vista que os aductos
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constituem a propria substancia quimica ligada iio alvo, os mesmos sdo também
considerados como biomarcadores de exposicao auidsna.(Losi-Guembarovski et
al., 2001).0 sistema de reparo de DNA pode detectar e repat@iDNA e voltarmos a ter
uma célula normal. Outra situacdo é que este adacdocom que a célula entre em
apoptose. Outra possibilidade é que esta lesdoN Basse a ser permanente, e isto
significa que sera transmitida a descendéncia.i@dsnde aductos no DNA formados em
diferentes células ou tecidos, frequentemente dkgmenda eficiéncia de enzimas
metabolizadoras de agentes mutagénicos e suassfatimas (Habdous et al., 2004).

A biotransformacdo dos xenobidticos consiste nalificacdo das propriedades
fisiol6gicas destas moléculas, originalmente paeativas, em produtos mais eletrofilicos,
tornando-as mais vulneraveis a ligacdo com o centrdeofilico das células, como
proteinas e o DNA (Hatagima et al., 2002; Hubealgt2008). Consequentemente pode
ocorrer a formacédo de aductos, potencializando fegkoe mutagénicos dos agentes
xenobibticos (Parkinson, 2001; Soya et al., 2008)aductos tendem a ser eliminados por
enzimas de reparo. Caso a célula se divida ane® geparo seja devidamente efetuado,
esses aductos provavelmente levarao ao surgimentath¢cdes (Coughlin et al., 2002).

A eliminacdo de xenobidticos ocorre pela urindge,bifezes, ar expirado e
transpiracdo e, no caso de compostos ndo volatdeigende em grande parte da
solubilidade aquosa da molécula (Liu et al., 2006).

A Dbiotransformacdo € um processo bioquimico caiddis por uma ampla
diversidade de enzimas distribuidas em diferemtgidds e encontradas tanto dentro como
fora das células, onde estdo localizadas em vacmspartimentos subcelulares
(Parkinson., 2001). Nos vertebrados, estas enzxiaeem em quase todos os 6rgaos, mas
o figado é o 6rgdo onde se encontra a maior aburd@&ndiversidade de enzimas de
biotransformacdo (Losi-Guembarovski et al., 2001) tanbém naqueles tecidos
estrategicamente situados nas portas de entradeorganismo, tais como trato
gastrointestinal (ex. intestino), pele, pulmdo ecosa nasal. Orgdos como o0s rins, o
pancreas, o coracao, o cérebro, os testiculoscangh, os ovarios e varios outros também
exibem importante capacidade metabdlica em terradsairansformacéo de xenobibticos
(Parkinson., 1996). Como a biotransformacéo, ddargeral, facilita a eliminacdo dos
xenobiéticos lipofilicos que podem causar efeitthgeasos, ela é considerada um processo
de desintoxicacdo (Hatagima., 2002; Linhares £2@06).
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A exposicdo ambiental a xenobidticos faz com qte &s ligue covalentemente ao
DNA, causando alteragbes cromossOmicas, e assien pestsa ser o gatilho para o
desenvolvimento de uma carcinogénese quimica (Beebfal., 2000). Individuos
polimorficos para os genes de metabolizacdo e eoxp@sagricultura se adequam a esta
situagao (Liu et al., 2006).

A inativacdo de xenobidticos e de toxinas enddggmssibilita a preservacao da
integridade celular, além da inibicdo dos even®gitbtoxicidade provocados por estas
substancias e que podem ser a causa de algumagasiloeomo por exemplo, disfuncdes
no desenvolvimento e fungéo do trato reprodutorcola® (Schuppe et al., 2000; Rohr et
al., 2004).

5.1 Fases da biotransformacéo

Muitas enzimas evoluiram para detoxificacdo de @migs Xxenobioticos e a
expressao génica das mesmas € induzida em regpoEsenca de determinado composto.
O sistema de metabolizacdo xenobidtica humano aenge duas classes de enzimas: as
de metabolismo oxidativo mediado ou de fase | erasmas conjugadas ou de fase Il
(Nakata et al., 2004). O objetivo final de ambagaags da metabolizacdo xenobidtica é
aumentar a solubilidade em agua dos compostodjtdado assim sua excrecdo do
organismo (Huang et al., 2006; Marques et al., 2Q@6fiones et al., 2006), como mostra
a Figira 2:

Segundo Nakata et al., 2004 os xenobidticos sawecttlos a metabolitos
altamente reativos pelas enzimas oxidativas de fasprincipalmente enzimas da
superfamilia do citocromo P450 (CYPs). As CYPs nieiseum atomo de oxigénio no
xenobidtico a fim de torna-lo altamente eletrofitice reativo (Rohr et al., 2004). Estas
enzimas sdo capazes de promoverem reacOes de axiddg reducdo ou de hidrdlise,
assim as drogas podem ser ativadas, inativadasr@&m inalterada suas atividades (Duarte
et al., 2006; Joseph et al., 2006).

Em contraposicéo, as reagbes da fase Il envolvernngugacao (ligacdo nao
covalente) com um substrato endogeno (ex. glicosdo glicurénico, glutationa, acetatos,
sulfatos inorganicos e aminoacidos), por meio dastipna S-transferases (GSTs), UDP-
glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NAJise agem como enzimas inativadoras
dos produtos da fase I, tornando os metabolitastiidos e possiveis de excrecdo (Rossit
et al., 2000; Hatagima et al., 2002; Huang et28lQ6). Durante a fase Il, quase sempre
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ocorre a inativacéo total do xenobidtico, caso astda ndo tenha sido inativado na fase |
(Nakata et al., 2004; Do Vale Bossso et al., 20D@) fato, a fase Il do metabolismo de

xenobidticos compreende um importante passo pal@naacao destas espécies do meio
celular, podendo em alguns casos envolver a gaatidp de transportadores (Huber et al.,
2008). Em resumo, a fase | é também chamada dedzstivacdo e a fase Il € chamada de
fase de detoxificagao.

Aductos de DNA / Proteili
4
Fase | . Fase Il
Xenobibtico | Reativos Conjugados
- Metabolitos ’
_ Intermediarios ,
Citocromo P450s N-acetiltransferases
Higlrolases Glutationa S-transferases
Alcool Glucoronil transferases
Cigarro

Figura 2: Representagdo das duas fases de detoxificagdo dos xenobiéticos. Compostos lipofilicos
passam pela ativagcdo metabdlica através das enzimas de fase |, na qual introduz um centro
reativo na molécula, em seguida ocorre a reacdo de conjugacédo de fase Il, resultando em um
produto soldvel em agua. A formacdo de grandes quantidades de reativos metabolicos
intermediarios produz efeitos citotdxicos, mutagénicos, carcinogénicos e imunopatologicos.
(Fonte: Schuppe et al., 2000)

Quantitativamente a formagéo de conjugados corutatgina € a principal reacéo
observada para muitos xenobioticos durante a fagghkehan et al., 2001). De fato, os
niveis celulares (em condicbes normais) de glutaticeduzida (GSH) sao altamente
elevados (~10 mM), indicando que o mecanismo dexdEacao viaglutationa pode
representar uma adaptagcdo bioldgica fundamenta pasobrevivéncia e garantia da
perpetuacdo de muitas espécies (Prabhu et al.).2004

No entanto, quando os produtos formados na fas&#o|sofrem inativacdo ou sao
ativados a substancias mais reativas pelas enzientase |l, estes intermediarios reativos
podem se ligar covalentemente ao DNA e causar shigeiormas de dano ao organismo,
pois agirdo como agentes mutagénicos e/ou caraimg®(Hadfield et al., 2001; Louro et
al., 2002).
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5.2 Metabolismo e Polimorfismo Génico

A forma pela qual o organismo humano responde asurno de uma determinada
droga representa uma variacao interindividual. 3stdeve em parte a variacées no proprio
metabolismo (Santiago et al., 2002).

Variagfes no metabolismo tém sido relacionadasiantas alélicas de genes que
codificam enzimas envolvidas na ativacdo e detagfio de compostos quimicos
(Taspinar et al., 2008). Tais variacoes sdo attdmiia presenca de polimorfismos
genéticos, 0s quais, muitas vezes, estdo corrakis a suscetibilidade a determinados
tipos de enfermidades (Gajecka et al., 2005; Hu. £2006).

Os polimorfismos podem ser definidos como variagi@sequéncia do DNA dos
genes que codificam determinadas enzimas e estamdsstar presentes numa frequéncia
> 1% na populacéo (Joseph et al., 2006). Essas;Gasana sequéncia originam proteinas
com atividades variaveis e com diferentes capaeslatetabdlicas, por parte de subgrupos
de populagdes ou por individuos isolados (Linhateal., 2006). Estima-se que ha uma
variacdo polimorfica a cada 1000 pares de basesedes 3 milhdes que configuram o
genoma humano (Iniesta et al., 2005).

Os polimorfismos mais freqlentes sdo os que afetaminico nucleotideo, e
denomina-se SNP (do inglé&sngle nucleotide polymorphigniTorrades 2002; Iniesta et
al., 2005). Mais de 1,4 milhdes de SNPs foram ifleatlos ao final do Projeto Genoma
Humano (PGH), sendo 60.000 desses polimorfismaaitacios em éxons de genes de
interesse clinico (Lima et al., 2006).

Segundo Iniesta et al., (2005), muitos pesquisades&éio centrando seus estudos
em variantes que conferem susceptibilidade genétioena determinada enfermidade, e
para que essa variante genética seja expressa@ssaga a participacdo de uma exposicao.
Um bom exemplo s&o as variantes nulas (assim clesmaarque anulam a funcdo) em
genes que codificam enzimas glutationa S-transdsrgd8STM1e GSTT). Individuos
fumantes e portadores de uma variante nula poddaeamsco aumentado de pulmao,
possivelmente por serem incapazes de metabolizearagn0genos do tabaco (Duarte et
al., 2006).

As novas tecnologias em genética molecular est@endo para esta area de estudo

uma verdadeira revolucdo no conhecimento dos nm&oasi etiolégicos, como também na
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conduta terapéutica, abrindo perspectivas parsseoterta de medidas de prevengédo no
futuro (Palli et al., 2007).

Atualmente, vem se demonstrando, cientificamentegda homogeneidade da
populacado, o que pode ser verificado em relacdgums indices de suscetibilidade a uma
dada exposi¢do, em que a relacédo entre o metalmotisnxenobioticos e o dano genético
apresenta variacdes entre individuos de uma mespugagdo (Linhares et al., 2006). A
biologia molecular vem sendo relevante para a ay@i desse risco pessoal, com
potencial de construir uma arma de prevencédo ertéota (Rossit et al., 2000; Ruiz et
al., 2008).

Um grande numero de genes que codificam enzimashédas nas vias de
biotransformacdo de xenobidticos e na defesa celida identificado e clonado,
aumentando assim, o conhecimento sobre as varialdesas desses genes que tornam a
susceptibilidade as doencas variavel (Thier e@D3).

Dentre os genes polimérficos da via de metabolzagderecem destaque as
enzimas CYP, as GSTs e as NAT-s (N-acetyltrangdsjagstes polimorfismos resultam
na falta da proteina funcional ou causam aumentoeducédo da atividade metabdlica
(Schuppe et al.,, 2000). O polimorfismo das enzimassuperfamilia da glutationa S-
transferase estd presente em 50% dos caucasiatmsta{kGuimaraes et al.,, 2005).
Polimorfismos nos gengsSTM1 GSTM3e GSTM5vém sendo associados a infertilidade
masculina (Aydemir et al., 2007).

Segundo Joseph et al.,, (2006), isto tem sido detnamizs pelo aumento das
evidencias de estudos epidemioldgicos envolvenpaioorfismo genético de enzimas de
metabolizacdo de xenobioticos, na qual tem dememtstier um importante papel tanto na
inducdo quimica da carcinogénese como na susdelatd® de outras doencas nao
malignas, assim como a infertilidade masculinat¢Ehie et al., 1998; Schuppe et al., 2000;
Chen et al., 2002).

Recentes estudos relatam um significativo declivdioqualidade seminal humana
(Fritsche et al., 1998) ou até mesmo a deteriordedespermatogénese com o passar das
décadas (Pajarinem et al., 1996). A real causa di=stlinio ainda nao foi esclarecida,
apesar de que os compostos quimicos ambientaiseexezfeitos adversos ao sistema
reprodutor masculino (Benoff et al., 2000; Pasdt@let al., 2004). Em particular, os
distarbios endocrinos, producdo de reativos de émig (ROS), o consumo de alcool,

cigarro, manipulacdo de agrotoxicos ou materiagages e até mesmo o uso de terapias
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médicas, sdo muitas vezes 0s xenobidticos de nmajpacto na fertilidade masculina
(Fritsche et al., 1998; Shen et al., 1999; Benotfle 2000; Pasqualotto et al., 2004;
Queiroz et al., 2006; Cocuzza et al., 2007; Sntitd.e2007).

Esses polimorfismos sédo freqientes e, tanto o diymmto a frequéncia, étnico-
dependentes. Os polimorfismos avaliados em popegab@asileiras até agora mostram
muitas vezes frequéncias diferentes das obtidasteias semelhantes presentes em outros
paises, provavelmente reflexo da intensa miscigenague caracteriza a populacdo

brasileira (Amorim et al., 2002; Rossini et al.02

5.3 Superfamilia da Glutationa S-Transferase (GST)

As GSTs estdo amplamente distribuidas na natueezantradas desde a bactéria
até o homem (Souza et al., 2008). Estima-se quta@xipelo menos 20 GSTs na espécie
humana, estando estas presentes no citoplasmaseuanal e mitocondrias (Hemachand et
al., 2003). Sua maior expressao é no tecido hepdtigado), mas também pode ser
expressa em tecidos extra-hepéticos (testicul@siasy pulméo e intestino delgado) (Chen
et al., 2002; Nakata et al., 2004).

A familia das GSTs é composta por proteinas dimgrgollveis (Rossit et al.,
2000). As GSTs sao enzimas multifuncionais, paisre&ponsaveis pela detoxificacado de
uma grande variedade de compostos eletrofilicasédrda reacdo de conjugacdo (Soya et
al., 2007; Xiao et al., 2007). Estas enzimas fiumtionais catalisam o ataque nucleofilico
da glutationa reduzida (GSH) a compostos que ami@®eum carbono, um nitrogénio ou
um atomo de enxofre eletrofilicos e tem a funcatod®ar os produtos da reacao de fase Il
menos toxicos e mais sollveis em agua, facilitamdexcrecdo (Schuppe et al., 2000;
Huber et al., 2008).

A glutationa reduzida (GSH) € um tripeptideo conpake glicina, acido glutamico
e cisteina, possui papel central na biotransformac&liminacdo de xenobidticos e na
defesa das células contra o estresse oxidativegfiost al., 1997), sendo encontrado
intracelularmente em altas concentracdes, essei@iéd em todos 0S organismos
aerdbicos (Huber et al., 2008). A deplecdo da GSH rlacionada a estados patologicos;
incluindo cancer, doencas neurodegenerativas aovastulares. Devido a importante
funcdo da GSH na protecédo contra o estresse osxddatdetoxificacdo de xenobidticos,
sua disponibilidade na forma reduzida pode ser ator fessencial para a manutencao da
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saude. Consequentemente, sua determinacdo encitvgrbumanos é necessaria (Alvarez
et al., 2006).

Segundo Gattas et al.,, (2004), a grande maioriarelages catalisadas entre a
glutationa e compostos eletrofilicos resultam epdptos de detoxificacdo, apesar de que
em alguns casos o0 produto metabdlico pode ser raats/o que o original. Caso isso
aconteca ha possibilidade da formacao de aduct@¥Ndeem sitios génicos importantes
(Linhares et al., 2006).

As GSTs constituem um importante sistema enzimatom capacidade de
detoxificar os metabdlitos reativos, como os hidrbonetos policiclicos aroméaticos
(HPA), prevenindo que eles reajam com o DNA (Duettal., 2006), e também atuam na
protecdo contra produtos do estresse oxidativoafkt al., 1997Zendeh-Boodiet al.,
2008). Segundo Do Vale Bosso et al., (2006), emamas, uma substancial variabilidade
na resposta biologica aos HPAs é esperada, desdb&ydiferencas inter-individuais na
taxa e vias de metabolizagdo destes compostosnietelos pelos polimorfismos
genéticos das enzimas de fase | e Il.

Recentemente, as GST, tém sido utilizadas comooriamtes moléculas
envolvidas na ativacao de genes citoprotetoreshéres et al., 2006). Costa et al., (2006),
também verificaram que detoxificacdo dos pesticalasus reativos é feita via enzimas de
metabolizacao.

Além disso, as GSTs tém um importante papel no boétmno do estrogénio
(Morais et al., 2008). Elas agem na metabolizagdéicesterdides e radicais livres que
podem indiretamente serem produzidos pelo metabolido estrogénio, reduzindo sua
genotoxicidade. Assim, polimorfismos nos genes Gfddem modificar o risco de
desenvolver cancer de mama relacionado ao estmd®torais et al., 2008). Estudos
recentes tém demonstrado que as GSTs possuem awamnte papel na protecdo da
espermatogénese (Chen et al., 2002).

Os polimorfismos nos genes responsaveis pela péoddas GST, tém sido bem
caracterizados e a sua frequéncia encontra-sdomd@a a fatores étnicos. Existem trés
genes principais envolvidos com esses polimorfist@&IM1 GSTT1e GSTP1(Do Vale
Bosso et al., 2006).

Segundo Klautau-Guimaraes et al., (2005), as G8ishas estédo localizadas em
diferentes cromossomos humanos. Baseada na stadarida sequéncia de aminoacidos,

sete classes (designadas pelas letras do alfalego)gle glutationa transferases (GSTSs)
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citossodlicas soluveis de mamiferos sao descrithha®A@) no cromossomo 6, Mpyj no
cromossomo 1 , Pir§ no cromossomo 11, Thetf))(no cromossomo 22, Zet#) (no
cromossomo 14, Sigma)(e a mais recente descoberta Ome&gaCoughlin et al., 2002).

A expressdo de enzimas desta familia em humanesgaer uniforme e independente do
tipo celular (Aydemir et al., 2007; Huber et al008). Em adic&o as diferencas tecido-
especificas e propriedades cataliticas, as enzieraidticas de metabolizacédo (ex.GSTs)
podem exibir uma consideravel variabilidade intBvidual (Boccia et al., 2008).

As GSTs sdo encontradas em todos os mamiferos giaonstituem mais de 4%
do total de proteinas soluveis (Hatagima., 2002nti2 os genes desta superfamilia os
mais conhecidos séo os ge@&STM1le GSTT1(Habdous et al., 2003).

A classep é talvez a mais extensa, cinco genes (GSTM aé&)iforam mapeados
no cromossomo 1 (1p13.3). Os genes estdo sepapatogproximadamente 20 kb e
localizados na seguinte ordem: 5GSTM4 — GSTM2 — GSTMAGSTM5..3". O gene
GSTM3localiza-se ap6s GSTM5 porém numa orientacdo 3°- 5° (Klautau-Guimardes e
al., 2005) [Figura 3].
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Figura 3: Localizagdo dos genes da familia GST classe Mu,crmnossomo 1,
representacdo do alelo selvagem e delecédo conguaejaneGSTM1 (Fonte: Parl., 2005)

Os genes da superfamilia citocromo P450 e glutat®transferases, envolvidos na
ativacdo e detoxificacdo de xenobioticos, sdo andbe pelos seus polimorfismos
(Hatagima., 2002; Joseph et al., 2006).
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O geneGSTM1é polimérfico, ou seja, trés diferentes alelosiferidentificados no
mesmo loco, dentre eles dois alelos funcionais (BA e GSTM1*B) e um alelo com
atividade nula por delecdo (GSTM1*@gndo que os alelos funcionais possuem a mesma
eficacia de detoxificacdo (Coughlin et al., 200@s alelos funcionas se diferem pela
substituicdo da base C por G na posi¢cdo 534 (Getitdls, 2004). Pacientes homozigotos
para o alelo GSTM*0 sdo incapazes de produziremoteima correspondente ao gene
GSTM1 (Hadfield et al., 2001).

Individuos com pelo menos um dos dois alelos fura® para GSTM1
(GSTM1*A e GSTM1*B) sdo chamados de GSTM1 presentapresentam a mesma
eficiéncia metabdlica (Sata et al., 2003).

Recentes estudos demonstram que individuos GSTNM) (exibem auséncia da
atividade enzimatica e sugerem que eles possuansomaumentado para efeitos de uma
grande variedade de carcinégenos ambientais (Hetaal, 2006; Quifiones et al., 2006;
Rubes et al., 2007; Taspinar et al., 2008).

O gendtipo GSTM1(nulo) foi positivamente associadm niveis altos de aductos
no DNA, sugerindo que este possa influenciar narmagénese (Losi-Guembarovski et al.,
2001). Sendo que algumas variantes dos genes C®B3 & foram encontradas associadas
a diversos tipos de cancer (Manfredi et al., 2007).

A frequéncia do genoétipo GST (nhulo) em humanosavanitre 30-50% dependendo
da origem étnica do individuo. A maior prevalénusa o gendtipo nulo observada pelos
autores ocorreu entre os caucasianos estudados),(S8%uida pelos negros (33%) e
indigenas (20%) (Linhares et al., 2006).

Dentre os tipos de tumores frequentemente assacedaséncia do gene GSTM-1,
destaca-se o cancer de pulmao, pelo fato de queTM&a e GSTM-1b sédo ativos na
detoxificacdo de certos epoxidos dos hidrocarb@netmmaticos policiclicos (HPA)
encontrados na fumaca do cigarro e em outros predle combustéo (Ford et al., 2000).

O geneGSTT1tem 8,1 kb, foi mapeado no cromossomo 22 (22q.l&.Zssim
como 0GSTM1 é polimorfico; dois diferentes alelos funcionfesam descritos para o
locus doGSTT1(Kim et al., 2007).

Individuos com pelo menos um alelo funcional p&8TM1 e GSTT1 sdo
agrupados em tipos conjugacao positivos, sendo athasn de GSTM1(positivo) e
GSTT1(positivo), respectivamente (Gattas et al04200 locus do gen€STTltambém

possui um unico alelo que pode estar presente sente) dando origem ao fendétipo nulo
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por delecdo. A delecdo daSTT1€é causada por uma recombinacdo homéloga envolvendo
duas sequéncias altamente repetitivas que flangueigene (HA3 e HAS), resultando na
perda de 54kb do gene inteiro. Os individuos coilecde em homozigose dos genes,
consequentemente a auséncia ou a forma inativeenisimas, sdao denominados pelo
genotipo GSTM1(nulo) ou (GSTM*0) e GSTT1 (nulo) ¢@STT*0), respectivamente
(Xiao et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Localizacdo dos genes da familia GST classe Tetacromossomo 22,
representacéo do alelo selvagem e dele¢éo congaeaneGSTT1 (Fonte: Parl., 2005)

A delecdo em homozigose do ggb8TM1é observada em frequéncias que variam
de 20 a 70% nas diferentes populacdes, enquantpayaeo gen&STTlesta variacao é
de 11 a 38% (Arruda et al., 1998). O polimorfisdeoGSTT1lassim como d&STM1é
causado por delecdo, resultando na auséncia daitprgénico (Do Vale Bosso et al.,
2006). O genotipo GSTT (nulo) tem sido associad@a@oento no risco de desenvolver
cancer de boca e de pulméo (Sreelekha et al., Zi&nsen et al., 2004).

Individuos australianos expostos & pesticidas eaguesentavam genoétipo GSTT
(nulo), possuiam maior chance de desenvolver mBladkeinson’s (Menegon et al., 1998).
Joseph et al (2006), demonstrou que mulheres iasiaom delecdo de ambos os genes
GSTM1 e GSTT1 possuem maior chance de desenvolugRWn(Papilomavirus Humano

— do ingléshuman papilloma virds
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O polimorfismo nos gen€STM1e GSTT1é capaz de influenciar na freqiéncia de
aberracdes cromossdémicas nos linfocitos de tratbatba rurais expostos a pesticidas (Liu
et al., 2006).

Segundo Soya et al (2007), o polimorfismo dos geieesodificacdo das enzimas
de detoxificacdo de carcindbgenos apresentam vasaebtre diferentes grupos étnicos e
raciais. Aproximadamente 10-65% dos individuos iterehtes grupos étnicos apresentam
genotipo nulo para GSTM1 ou GSTT1.

5.4 ROS, GST, Infertilidade

Acredita-se que 0 estresse oxidativo esteja ermmhna etiologia de muitas
doencas humanas. Os organismos sdo submetidosressesoxidativo através de fontes
endogenas e exodgenas, incluindo a exposicdo ansedvee outros poluentes do meio
ambiente (Aydemir et al.,, 2007). Os ROS (do inglésactive oxygen species) sao
componentes capazes de induzir varios danos matzonteres, celulares e até mesmo a
nivel tecidual, isto pode ocorrer através de eseiftotoxicos diretos, promoc¢éo de eventos
genotoxicos primarios ou geracao de reativos irgdrémos de oxigénio (Shen et al.,
1999).

Recentes estudos relatam um significativo decliv@cqualidade seminal humana
nas ultimas 4 ou 5 décadas (Panjarinen et al.,;198én et al., 2002, Hemachand et al.,
2002; Aydemir et al., 2007; Lucchese et al., 2007)

Dentre as possiveis causas da infertiidade masgulmuitos pesquisadores,
acreditam na hipotese de que fatores ambientam®xé&ticos) possam estar envolvidos na
deteriorizagdo na funcao e desenvolvimento do tegtoodutor masculino (Shuppe et al.,
2000).

A infertilidade idiopatica pode ser causada pedeessiva producdo de espeécies
reativas de oxigénio no plasma seminal, levandesiesse oxidativo (Lucchese et al.,
2007). As espécies reativas de oxigénio tais coramxo de hidrogénio, anion
superéxido e radical hidroxil, podem ser produzigesos espermatozéides humanos
(Alkan et al., 1997., Aydemir et al., 2007).

O DNA e a membrana fosfolipidica dos espermatozdgio as duas estruturas
mais danificadas pelos ROS e seus metabdlitos (Sthal, 1999). Segundo Alvarez et al
(2006), os espermatozoides sao susceptiveis a ganosidativos por apresentarem, em

suas membranas, grandes quantidades de acidoss gpaknsaturados. A membrana
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plasmatica dos espermatozéides humanos € extrertearsensivel aos danos causados
pelos ROS (Aydemir et al., 2007), sendo o perdxdéohidrogénio o mais téxico ao
espermatozoide humano (Ochsendorf et al., 1998 emRes estudos demonstram que 0s
danos causados pelo peréxido de hidrogénio na naealztos espermatozoéides humanos,
0 caracterizam como um importante mecanismo fisadfpgico na infertilidade masculina
(Agarwal et al., 2003). Os ROS possuem efeitos télebs nas funcdes dos
espermatozoides, tais como a motilidade e axonégfesn et al., 1999).

Estudos tém demonstrado que os espermatozoidesibampassuem capacidade de
gerar espécies reativas de oxigénio quando incgbadioambiente aerébio, sendo que as
maiores fontes de espécies reativas de oxigénio sémen sdo o0s leucdcitos,
espermatozoides com citoplasma residual e esperdidés imaturos (Fritsche et al.,
1998; Schuppe et al., 2000; Chen et al., 2002; hewme et al., 2007).

Estudando sémen de homens inférteis, Pajarineh (@986), observaram que a
producdo elevada de ROS reduz a motilidade espeemdtvine (1996), também
demonstrou que a fusdo entre o espermatozoide wilo ém fertilizacbesn vitro, €
prejudicada quando ha uma elevada producéao de ROS.

Os espermatozoides humanos e o plasma seminalegpossirios sistemas anti-
oxidantes para eliminar os ROS e minimizar os darelaslares causados por esses
compostos quimicos (Agarwal et al., 2003). Os psas de anti-oxidacdo dos ROS é feita
através da detoxificacdo dos excessos de ROS, assilguer deficiéncia neste processo
de defesa, resulta em um significativo dano oxigatincluindo enzimas de inativacéo,
degradacédo de proteinas, aductos de DNA, peroxadigugéica (Saleh et al., 2002).

O sistema de defesa anti-oxidante, na qual enuaive variedade de reacdes de
detoxificacdo (Hemachand et al., 2003), baseiarsassegurar a manutencao do equilibrio
entre a producédo e remocédo dos ROS enddgenosas qué-oxidantes (Aydemir et al.,
2007).

Em 1978, Mukhtar et al., observaram uma quantidegiaficante de glutationa S-
transferase (GST) no sémen humano, esta enzimaiipassapacidade de atenuar a
toxicidade causada pelas espécies reativas denxigROS) presentes no sémen. Os
genes da familia GST produzem uma importante isoenzapaz de proteger contra o
estresse oxidativo (Ochsendorf et al., 1998), oasinde ROS esta associado a redugao

da atividade da GST, ocasionando danos na membesaeamatica (Chen et al., 2002).
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Chen et al (2002), demonstrou que as bases deboriicléicas sdo susceptiveis
ao estresse oxidativo e que varios danos oxidagmoshivel de DNA espermatico estao

envolvidos na etiologia da infertilidade masculi@@amo mostra a Figura 5:
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Figura 5: Conceito para avaliagdo das desordens quimicamente induzidas na funcdo reprodutiva
masculina. Os xenobioticos podem reagir isoladamente e ter efeito direto via interacdo covalente
com macromoléculas celulares ou se ligarem a receptores hormonais e agirem como disruptores
enddcrinos. Efeitos indiretos podem ocorrer através de dois mecanismos, ou seja, reacdes
bioquimicas no metabolismo de xenobioticos ou respostas imunes adquiridas espeficicas e inatas,

e também através a interag&o entre os dois sistemas. (Fonte: Schuppe et al., 2000)

Alvarez et al (2006), descreve que 40% dos homefésteis tém quantidades
detectaveis de ROS no sémen, e néo foi detectivielagle de ROS no sémen de homens
férteis. Em humanos, varias observacfes em chimeafertilizacdo demonstraram que a
glutationa esta presente no plasma seminal e & adgte anti-oxidante ndo enzimatico é
significativamente menor no sémen de individuogriefs quando comparado com o0s
normais (Hemachand et al., 2002).

Até o momento, a variabilidade genética na capdeidde metabolizacdo dos
xenobioticos no trato reprodutor masculino, aind@ rfoi extensamente estudada.
Pajarinen et al (1996), analisou a relagcdo entmlonorfismo da GSTM1 e os danos
causados pela ingestdo de alcool na espermatogémiiseduos GSTM1 (nulo) estariam
mais propensos a desenvolver danos testiculaneggarado com os que possuiam GSTM1

funcional.
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Varios estudos epidemiolégicos tém demonstradooggenotipo nulo de GSTM1
esta correlacionado com o aumento da susceptitbdide@ doencas associadas ao estresse
oxidatidativo e propde que a GSTM1 seja uma isoeazile extrema importancia na
detoxificacdo dos produtos resultantes do estiegdativo (Alvarez et al., 2006). Chen et
al (2002), demonstrou que o esperma de individoos earicocele e gendtipo GSTM1
(nulo) s&o mais propensos aos danos oxidativos.rBesmo autor observou que o plasma
seminal e os espermatozoides de homens com ifaedd idiopatica possuiam maior
quantidade de ROS em relacéo a homens férteis (i@augt al., 2001).

Se a deficiéncia enzimatica das isoformas GSTM/G®%$tR correlacionada ao
aumento do risco de certas doengas associadasuaos akidativos, assim sera possivel a
associacao entre os diferentes gendtipos das GSihfertilidade idiopatica. Apesar dos
diferentes potenciais dos mecanismos de detox#icaga catalase, peroxidase GSH,
superéxido e GSH ja serem investigados em indidaom infertilidade idiopatica (Lewis
et al., 1995; Alkan et al., 1997), ndo se tem nsudidigos relacionando o polimorfismo das
GSTs e a infertilidade idiopatica. Por essa raziAmbjetivo do presente estudo sera
detectar se o genotipo polimorfico GST possa emtapociado aos diferentes laudos de

espermograma de homens com infertilidade idiopatica
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6. Objetivos

6.1. Geral

e Detectar o polimorfismo dos gene&STM1 e GSTT1 em homens
diagnosticados com infertilidade idiopatica pelorv@é® de Reproducdo Humana do

Hospital das Clinicas de Goiania (HC), segundaiddados espermogramas.

6.2. Especificos

* Analisar as frequéncias génicas e genotipicas g estudados;

» [Estabelecer uma relagcdo entre o polimorfismo géeiam tipo de alteracao
encontrada no espermograma,

* Determinar a distribuicdo polimorfica dos ge@&STM1(nulo) eGSTT1(nulo)
na populacado em estudo;

» Confrontar e identificar possiveis associacdesargrgenotipos GSTM1 (nulo)

e GSTT1 (nulo) e fatores ambientais (tabagismdisnab).
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7. Metodologia

7.1 Grupo Amostral

Amostras de sangue periférico (10 mL) e/ou sénwant obtidas de 304 pacientes
encaminhados ao Laboratério de Reproducdo Humanadakpital das Clinicas de
Goiania—GO (Bordim et al., 2005; Approbato et &99). Os pacientes assinaram termo
de consentimento livre e esclarecido (Anexos 1 &es pacientes tinham idade entre 15
- 69 anos, e foram diagnosticados com infertilidatiepatica, no periodo entre 2004 -
2006. Individuos com azoospermia obstrutiva, tusave filhos foram excluidos do
estudo. Dados relativos aos pacientes, incluindnenddade na época do diagndstico,
tabagismo, etilismo, atividade profissional, antiesrges familiares e niamero de filhos ou
nao foram colhidos de questionarios dos respecpaogentes e anotados em formularios
apropriados (Anexo 3). O presente estudo foi aployeelo Comité de Etica em Pesquisas
da Universidade Catolica de Goias, Goiania — G@gdrado no CEP/UCG sob o parecer
namero 150/2004, de 11 de novembro de 2004 (Angxo 4

7.2 Coleta e Armazenamento das amostras

Foram coletados 10 mL de sangue periférico hegado, colhidos em tubo
Falcon de 12 mL e preservados a - 20°C, para posetracao de DNA.

As amostras de sémen foram coletadas por mastorbagécoletores de plastico,
com periodo de abstinéncia de no minimo 3 e ma&ndaas. A liquefacdo do material
ocorreu por volta de 30 minutos apds a coleta enpéeatura ambiente (37°C) e em
seguida o material foi armazenado em microtubds)ados e preservados a - 20°C, para

posterior extracdo de DNA.

7.3 Espermograma

O sémen foi analisado pela técnica estabelecida quexdrdo pela Organizagdo
Mundial da Saude (OMS, 1999), no Laboratorio derBdycdo Humana HC-UFG (Anexo
5).

7.4 Extracao de DNA das amostras em estudo

Para a extracdo de DNA foi utilizado sangue tofaluesémen. A extracao e
purificacdo de DNA das amostras seguiram as indglo kit Illustra Blood Genomic

DNA (Amersham Pharmacia Biotechjle acordo com o protocolo sugerido pelo
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fabricante. As amostras extraidas foram rotuladasr@zenadas a -20°C para utilizacao
posterior nas reacoes de PCR.

7.5 Genotipagem do$sSTM1 e GSTT1 pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
- PCR

As amostras foram submetidas a PCR emL28e reacédo, tendo a seguinte

composicao quimica (Tabela IlI):

Tabela IIl- Protocolo referente a composicdo quimica e cdramgies dos reagentes
utilizados nas reacoes de PCR - NPR 2008
REAGENTES [1UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampéo 1X 2,5uL
MgCl, (50mM) 1,5 mM 1,0uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,5uL de cada = 1L
Taq polimerase 5 YL 2,5 UL 0,3pL
Primer sense 20 pMol 1L
Primer antisense 20 pMol 1L
H,O Mili Q 13,2pL
DNA amostra 200ng/uL 4 pL
Volume final 25puL

NPR: Nucleo de Pesquisas Replicon

Os fragmentos gendmicos das amostras foram anagldg utilizando-s@rimers
especificos para os gen@STM1 GSTT1le RH92600 para PCR, nas seguintes condicdes
(Tabela IV):

Tabela IV- Caracteristicas moleculares dos primers RH926EIM 1 e GSTT1- NPR
2008

e TAMANHO
PRIMER SEQUENCIA epiaiyit
F: 5 TCATATGCAAAACAGCTTCCC 3
RH92600 R: 5' CTGGTCCTTCAAGCCTGTATG 3' 135pb
F- 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3
GSTM1 R: 5 GTTGGGCTAAATATACGGTGG 3’ 215pb
F- 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3
GSTT1 R: 5' TCACCGGATCATGGCCAGCA 3' 480pb

NPR: Nucleo de Pesquisas Replicon Fonte: RoHr,&tGD4

A amplificacdo da sequéncia do DNA de interessetdibimetida por 35 ciclos que

seguem a seguinte sequéncia (Tabela V):
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Tabela V- Protocolo de ciclagem das reagdes de PCR Muttipl&PR 2008

TEMPERATURA TEMPO N°. CICLOS
94°C 5 minutos 1
94°C 1 minuto
56°C 90 segundos 35
72°C 1 minuto
72°C 7 minutos 1
4°C 00

NPR: Nucleo de Pesquisas Replicon

Para analise dos produtos obtidos pela PCR, o whatal da reacédo (Rb) foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 2¢n%olucdo tampao Tris-borato de
EDTA (TBE) a 1x. O gel foi submetido a um campdréé constante de 8 V/cm por um
periodo de 2 horas aproximadamente. Posteriormenge] foi corado com brometo de
etidio (EtBR) a 5 pg/mL, por um periodo de 20 nosuiO registro visual do gel foi feito
com o auxilio de um sistema de video-documentagaage Master VDS® Amersham
Pharmacia Biotech, EUA), para andlise da ampliica@ amplificacdo do fragmento de
135pb refere-se ao primer RH92600, sendo este wgado controle enddégeno da reacao.
Quando visualizados fragmentos de 215pb e 480pibuiai-se gendtipo positivo para
GSTM1e GSTT1] respectivamente. Os gendtig@STM/T Inulo) foram identificados pela

auséncia dos fragmentos de amplificacao de 21%80gb, respectivamente para um gene

ou para ambos, desde que o controle interno fassealizado (Figura 6).
01 02 03 04 M

Figura 6: Gel de agarose a 2% indicando resultado da genotipagem do gene GSTM1 e GSTT1.
Amostra de sémen; 01: GSTT1 positivo; 02: GSTM1 / GSTT1 nulos; 03: GSTM1 / GSTT1positivos;
04: GSTML1 positivo; M: ladder (50 pb). RH92600: controle enddgeno da reacgéo.
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7.6 Andlise Estatistica

Os dados da genotipagem, tanto dos casos comamdtrsles, foram tabulados em
planilhas do software Excel® (2003). Posteriormenteste qui-qudrado foi utilizado para
verificacdo de possiveis associacdes entre a analidecular e a infertilidade idiopatica
masculina. O programa BioEstat® 3.0 (Sociedadel @Gamiraua / MCT-CNPq) foi
utilizado para realizacao dos testes.
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8. Resultados

A média de idade observada entre os pacientes ttemragde, segundo laudo de
espermograma foi de 34,66 (DP+7,46), proxima daianétiservada para o0s pacientes
normais de 33,38 (DP £10,01). A utilizacdo dogest normalidade de variaveis permitiu
a comprovacao da homogeneidade entre os grupangesinormais e pacientes alterados
(P =0,096) [Tabela VI].

Tabela VI- Comparacdo entre a média de idade dos paciem@sais e pacientes
alterados - Laboratério de Reprodu¢cdo Humana d@®04 - 2006

GRUPO N MEDIA DP p
Idade

Normais 134 33,38 10,01

Alterados 170 34,66 7,46 0,096

Legenda: HC: Hospital das Clinicas
Teste: U Mann Whitney;

As frequéncias fenotipicas baseadas nos laudesmgErmograma foram normais
em 44,1% (134/304) e alterados 58,9% (170/304)d&epe 27,1% (46) dos pacientes
alterados s&o oligozoospérmicos, 22,4% (38) astaspErmicos, 24,7% (42)
teratozoospérmicos e 25,9% (44) azoospérmicos. tesle do 12, a diferenca estatistica
entre os grupos de pacientes mostrou-se signifecgi@ra o grupo de pacientes alterados
(P <0,001) [Tabela VII].

Tabela VII- Distribuicao fenotipica entre os pacientes estaddaseado no laudo do
espermograma - Laboratorio de Reproducdo HumaméCda004 - 2006

GRUPO N % p
Espermograma
Normal 134 44,1
Oligo 46 27,1
Asteno 38 22,4 < 0,001
Terato 42 24,7
Azoo 44 25,9
Total 304 100,0

Legenda: Oligo: oligozoospermia, Asteno: astenozéomsia, Terato: teratozoospermia, Azoo: azoosperidia:
Hospital das Clinicas
Teste qui-quadrado

Dentre as amostras de DNA de sémen analisadaficeerse que a frequéncia do
genotipo nulo para ambos os gel@STM1le GSTT1foi de 28,6% (30/105) dentre os

pacientes normais. O genoétipo nulo para ambos wssgeESTM1e GSTT1se mostrou o
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mais frequente dentre os pacientes alterados 506@%28). Na avaliacdo do genotipo
GSTM1 (positivo) e GSTT1 (nulo) respectivamente, os pacientes do grupo Horma
apresentaram 9,5% (10) e 7,8% (10) eram do gruggnadb. A frequéncia genotipica
GSTM1(nulo) eGSTT1(positivo) dentre os pacientes normais é a mgrsfgiativa 32,4%
(34), j4 os pacientes alterados apresentam fregi@eaotipicaGSTM1(nulo) eGSTT1
(positivo) de 18,8% (24). O gendtipo positivo pammbos os gene&STMle GSTT1
corresponde a 29,5% (31) entre os normais e 2330 dntre os alterados. Quando
analisada a frequiéncia genotipica dentro de cadalasrgrupos de pacientes normais e
alterados, verifica-se a significativa relacdo téstiaa entre o polimorfismo do gene
GSTM1eGSTTI1com a infertilidade masculina idiopatidda£ 0,008) [Tabela VIII].

Tabela VIII- Distribuicdo da freqiéncia genotipica das amosteasémen dos pacientes
do grupo normal e alterado — NPR 2008

GRUPO NORMAL ALTERADO
N % N % p
SEMEN
GSTM1/GSTT1
00 30 28,6 64 50,0
10 10 9,5 10 7,8
01 34 32,4 24 18,8 0,008
11 31 29,5 30 23,4
Total 105 100,0 128 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendtipo positivo;RRicleo de Pesquisas Replicon
Teste qui-quadrado

Ao serem analisadas as frequéncias genotipicasrdastras de sangue tanto de
pacientes normais e alterados, observou-se difésemigando comparada as amostras de
sémen. Nenhuma relacao significativa entre o pofisrao dos gene&STM1le GSTTle
a infertilidade masculina idiopatic® & 0,429). As frequéncias génicas nas amostras de
sangue se distribuem: gendtipo nulo para amboseogs§fsSTM1 e GSTT1,este se
mostrou o mais frequiente dentre os dois gruposadeptes normais 46,6% (34) e 58,4%
(73) alterados. O gendtigSTM1(positivo) eGSTT1(nulo) representam 16,4% (12) dos
normais e 11,2% (14) dos alterados. A frequéncizotjjigica GSTM1 (nulo) e GSTT1
(positivo) representa 19,2% (14) em pacientes nigrnea16,0% (20) em pacientes
alterados, enquanto que a freqUéncia genotipica parbos 0s genotipos positivos
GSTM1/T1(positivo) representam 17,8% (13) dos pacientemais e 14,4% (18) dos
pacientes alterados. A distribuicdo das respectreggiéncias encontra-se na Tabela IX.
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Tabela IX- Frequéncia genotipica das amostras de sangymdmstes do grupo normal e
alterado - NPR 2008

GRUPO NORMAL ALTERADO
N % N % p

Sangue
GSTM1/GSTT1

00 34 46,6 73 58,4

10 12 16,4 14 11,2

01 14 19,2 20 16,0 0,429

11 13 17,8 18 14,4

Total 73 100,0 125 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendtipo positivo;RIRicleo de Pesquisas Replicon
Teste qui-quadrado

Para verificar se a presenca do polimorfismo desegGSTMle GSTT1lera
encontrada em uma mesma freqiéncia quando analisattzstras de sangue e sémen de
um mesmo paciente, foi realizado o teste estatisticentre as variaveis apresentadas na
Tabela X. Sendo assim, do total de 127 pacientegigeram amostras de sangue e sémen
concomitantemente analisadas; a maioria 57,1% dd8)pacientes apresentou genotipo
GSTM1/T1(nulo) tanto para as amostras de sangue quardoagalle sémen e 0 genopito
que aparece em menor frequéncila8TM1 (nulo) e GSTT1 (positivo) no sangue e
GSTM1(positivo) eGSTT1(nulo) no sémen sendo 0,0% (0,0). A diferenca pitiita
encontrada entre as amostras de sangue e sémes plasientes mostrou-se significativa
(P=0,022) [Tabela X].

Tabela X- Comparacgao entre o polimorfisn@S5TM1e GSTT1ldas amostras pareadas de
sangue e sémen dos pacientes normal e alteradB 20168

SANGUE
GSTM1/GSTT1 N % N % N % N % p
Sémen
GSTM1/GSTT1
00 40 57,1 6 35,3 5 29,4 8 34,8
10 6 8,6 4 23,5 0 0,0 1 4,3
01 10 14,3 3 17,6 6 35,3 3 13,0 0,022
11 14 20,0 4 23,5 6 35,3 11 47,8
Total 70 100,0 17 100,0 17 100,0 23 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendtipo positivo;RIRicleo de Pesquisas Replicon
Teste qui-quadrado

As mesmas amostras de sangue e sémen foram aaslsgplaradamente dentro
dos grupos normal e alterado. Sendo assim veriisaque o polimorfismo dos genes
GSTMle GSTT1ldentre o grupo de pacientes normais nada alteRemO0(715) e a
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freqUéncia genotipica de maior expressdsSd M1/T1(nulo) tanto para o sangue quanto

para o sémen 36,4% (8) [Tabela XI].

Tabela Xl - Comparacao entre o polimorfist@8STM1e GSTT1das amostras de sangue e
sémen dos pacientes normais - NPR 2008

SANGUE
GSTM1/GSTT1 00 % 10 % 01 % 11 % p
Sémen
GSTM1/GSTT1
00 8 36,4 2 28,6 4 57,1 1 12,5
10 2 9,1 1 14,3 0 0,0 0 0,0
01 5 22,7 2 28,6 1 14,3 2 25,0 0,715
11 7 31,8 2 28,6 2 28,6 5 62,5
Total 22 100,0 7 100,0 7 100,0 8 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendtipo positivo;RIRicleo de Pesquisas Replicon
Teste qui-quadrado

Quando analisadas as amostras do grupo alterpdoagamente, tanto de sangue
como de sémen, foi verificada uma associacdo emtrgenétipo GSTMITL1 (nulo)
polimdrfico e uma das possiveis causas da inféaitlie idiopatica masculin®%€ 0,002). O
polimorfismo génico mais freqiiente neste grupordesdras foi dGSTM1/T1(nulo) tanto
para 0 sangue quanto para o sémen 66,7% (32) Eadgl Foi realizado o teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg para saber se a pgfolaestudada encontra-se em

equilibrio e o resultado aponta que ndo esta erititagm (P <0.0001).

Tabela XII - Comparacao entre o polimorfis@5STM1e GSTT1das amostras de sangue
e sémen dos pacientes alterados — NPR 2008

SANGUE
GSTM1/GSTT1 00 % 10 % 01 % 11 % p
Sémen
GSTM1/GSTT1
00 32 66,7 4 40,0 1 10,0 7 46,7
10 4 8,3 3 30,0 0 0,0 1 6,7
01 5 10,4 1 10,0 5 50,0 1 6,7 0,002
11 7 14,6 2 20,0 4 40,0 6 40,0
Total 48 100,0 10 100,0 10 100,0 15 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendétipo positive’,R Nucleo de Pesquisas Replicon Teste qui-quadrado

Analisando as quatro alteragbes no espermogramficee-se que o genotipo nulo
GSTM1/T1(nulo) foi o mais frequente em todos os tipos lteracdes e o gendtipo menos
freqiente dentre as alteracbes encontra-S8SGM1 (positivo) e GSTT1 (nulo) em

pacientes azoospérmicos 10,0% (1). Ja em relacditelaacdo no espermograma mais
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relevante quando apresentado genoétipo nulo paraosarab genes a oligozoospermia
representa 39,1% (25), seguida da teratozoosp@®nido (17), astenozoospermia 21,9%
(14) e por fim a azoospermia 12,5% (8). A relag8tabelecida entre o gendtipo das
amostras de sangue dos pacientes alterados e detiptteracdo seminal encontrada, néo
teve significancia quando comparad@s 0,434) [Tabela XIlI].

Considerando o genétipo positivo para ambos o0s sgeeno selvagem, 0S
pacientes astenozoospérmicos mostram ser os mehw®iicamente alterados dentre o
grupo amostral de sémen 36,7% (11) [Tabela XI8gndo o gendtipo nulo para ambos o0s
genes observa-se que pacientes oligozoospérmicd®%325) possuem uma maior chance
de serem acometidos pela infertilidade idiopaticpossivelmente atribuirem a fatores
genéticos a causa desta patologia [Tabela XIII].

Tabela Xlll — Relacédo entre o gendtipo das amostras de sénsepagdeentes alterados e
os resultados dos exames de espermograma — NPR 2008

SEMEN M1/T1 M1/T1 M1/T1 M1/T1
Grupo alterado 0-0 % 1-0 % 0-1 % 1-1 % p
Exame
Oligo 25 39,1 3 30,0 5 20,8 5 16,7
Asteno 14 21,9 2 20,0 5 20,8 11 36,7
Terato 17 26,6 4 40,0 11 45,8 9 30,0 0,434
Azoo 8 12,5 1 10,0 3 12,5 5 16,7
Total 64 100,0 10 100,0 24 100,0 30 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendtipo positivaQligo: oligozoospermia, Asteno: astenozoospérmiarafb:
teratozoospermia, Azoo: azoospermia; NPR: NicleBadguisas Replicon
Teste qui-quadrado

Feita a mesma andlise genotipica entre as amod&asangue de pacientes
alterados, verificou-se que dentre as 125 amostredisadas, 58,4% (73) possuiam
genotipo nulo para ambos os genes (Tabela XIV);camatando com os resultados
encontrados nas amostras de sémen apresentadarargete (Tabela Xlll). O restante
das amostras de sangue representa 11,2%6334M1(positivo) eGSTT1(nulo), 16,0%

(20) s&oGSTM1(nulo) eGSTT1(positivo) e os 14,4% (18) restante possuem as gknes
mutadosGSTM1/T1(nulo) [Tabela XIV].

Com base na analise do exame e sua genotipageoibhdervado que o genaotipo
nulo de ambos os genes era predominante e senido sssubdividia em: 32,9% (24)
pacientes azoospérmicos, seguido de 28,8% (21)oasigErmicos, 21,9% (16)

teratozoospérmicos e 16,4% (12) astenozoospérnmAcosesma relacao estatistica de nédo
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significancia entre o gendtipo das amostras amsa a alteracdo semial, foi verificada
nas amostras de sangie=(0,738) [Tabela XIV].

Considerando o gendétipo positivo para ambos ogeaomo selvagem, 0s
pacientes oligozoospérmicos mostram ser os menoagrficamente alterados dentre o
grupo amostral de sangue 38,9% (7) [Tabela XIV].

Tabela XIV- Relacdo entre o gendtipo das amostras de sangygadientes alterados e 0s
resultados dos exames de espermograma — NPR 2008

SANGUE M1/T1 M1/T1 M1/T1 M1/T1
Grupo alterado 0-0 % 1-0 % 0-1 % 1-1 % p
Exame
Oligo 21 28,8 4 28,6 4 20,0 7 38,9
Asteno 12 16,4 3 214 3 15,0 5 27,8
Terato 16 21,9 4 28,6 5 25,0 1 5,6 0,738
Azoo0 24 32,9 3 21,4 8 40,0 5 27,8
Total 73 100,0 14 100,0 20 100,0 18 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendtipo positivo;igll oligozoospermia, Asteno: astenozoospérmia,atber
teratozoospermia, Azoo: azoospermia; NPR: Nicle@atgjuisas Replicon
Teste qui-quadrado

A fim de verificar a predominancia polimérfica den dos dois genes dentro do
grupo amostral, foram individualizados os ge@3TMle GSTT1lpara cada uma das
amostras estudas e feita a analise estatisticaatda testel2entre as variaveis alteracao
no exame do espermograma e genétipo da amostra2Bramostras de sémen analisadas
29,7% (38) sao oligozoospérmicas, 25,0% (32) sé&nasoospérmicas, 32,0% (41) sao
teratozoospérmicas e 13,3% (17) sdo azoospérn@sapacientes oligozoospérmicos sao
predominantes em relacdo ao gend@HTM1(nulo) 78,9% (30), pois 0 gendtigadSTM1
(positivo) em pacientes azoospérmicos € o menqgsidrae e representa apenas 35,3% (6)
das amostras (Tabela XV). O geB&TT1(nulo) esta mais frequente entre os pacientes
oligozoospérmicos 73,7% (28) assim como o ges8d@M1 igualmente a&sSTM1o gene
GSTT1 (positivo) também se encontra menos frequente %47(8) em pacientes
azoospérmicos. Tanto as frequéncias genotipicaget® GSTM1 e GSTT1 ndo se
mostraram significantes estatisticamente quandtisadas separadamente, (P=0,350) e
(P=0,132) respectivamente (Tabela XV).
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Tabela XV- Distribuicdo independente do genoti@®TMle GSTT1lde pacientes do
grupo alterado, para amostras de sémen — NPR 2008

Exame
Grupo alterado  Oligo % Asteno % Terato % Az00 % p
SEMEN
GSTM1
0 30 78,9 19 59,4 28 68,3 11 64,7
1 8 21,1 13 40,6 13 31,7 6 35,3 0,350
Total 38 100,0 32 100,0 41 100,0 17 100,0
GSTT1
0 28 73,7 16 50,0 21 51,2 9 52,9
1 10 26,3 16 50,0 20 48,8 8 47,1 0,132
Total 38 100,0 32 100,0 41 100,0 17 100,0

Legenda: 0- genodtipo nulo; 1- gendtipo positivo;ig®l oligozoospermia, Asteno: astenozoospérmia,atber
teratozoospermia, Azoo: azoospermia; NPR: Nicle@atgjuisas Replicon. Teste qui-quadrado

A tabela XVI nos mostra a distribuicdo polimoérfide cada um dos genes em
estudo dentro do grupo amostral sangue; sendo assit25 amostras de sangue se
distribuem da seguinte maneira: 28,8% (36) saoomtigspérmicos, 18,4% (23) sédo
astenozoospérmicas, 20,8% (26) sdo teratozoos@EymiB2,0% (40) sdo azoospérmicas.
Valores idénticos foram encontrados para as ansostia sangue dos pacientes
oligozoospérmicos e polimorficos tanto para os gga8TMIT1 (nulo) 69,4% (25) e
GSTM1/T1(positivo) 30,6% (36). Os pacientes astenozoospésriambém apresentaram
resultados idénticos em relacdo a distribuicdonpifica dos gene§&SSTM1 (nulo) e
GSTT1(positivo), 65,2% (15) e 34,8% (8) respectivamente

Com uma maior representatividade entre o grupo tatcsangue, 0s pacientes
azoospermicos 32,0% (40) possuem predominantengemiétipo GSTM1 (nulo) 80,0%
(32) e quando se refere ao g&®TT1ha predominancia também do gendtipo nulo 67,5%
(27). Apesar das diferengcas estatisticas encostragdre o0s grupos de pacientes
teratozoospérmico&STML1 (nulo) 80,8% (21) é5STM1 (positivo) 19,2% (5),GSTT1
(nulo) 76,9% (20) e5STT1(positivo) 23,1% (6) e azoospérmicGSTM1(nulo) 80,0%
(32) eGSTM1(positivo) 20,0% (8)GSTT1(nulo) 67,5% (27) &STT1(positivo) 32,5%
(13), quando analisados os resultados referentiéstrébuicdo genotipica independente de
cada um dos genes ndo houve significancia estatigiando comparados ao tipo de
alteracdo no exame de espermograRm {,441 para o genéSTMle P= 0,813 para o
gene GSTT); mostrando que independente do g&feTM1ou GSTTla ser mutado



61

alteracdes seminais apareceram numa mesma fregiémcihomens com infertilidade

idiopatica. A distribuicdo das respectivas freqignencontra-se na Tabela XV e XVI.

Tabela XVI- Distribuicdo independente do genoti@®TMle GSTT1de pacientes do
grupo alterado, para amostras de sangue — NPR 2008

Exame
Grupo
alterado Oligo % Asteno % Terato % Azo0 % p
SANGUE
GSTM1
0 25 69,4 15 65,2 21 80,8 32 80,0
1 11 30,6 8 34,8 5 19,2 8 20,0 0,441
Total 36 100,0 23 100,0 26 100,0 40 100,0
GSTT1
0 25 69,4 15 65,2 20 76,9 27 67,5
1 11 30,6 8 34,8 6 231 13 32,5 0,813
Total 36 100,0 23 100,0 26 100,0 40 100,0

Legenda: 0- gendtipo nulo; 1- gendtipo positivo;igll oligozoospermia, Asteno: astenozoospérmia,atber
teratozoospermia, Azoo: azoospermia; NPR: NicleBadguisas Replicon
Teste qui-quadrado

A fim de verificar a influencia do habito tabagist etilista dos pacientes como uma
possivel causa da infertilidade, foi feita uma mealestatistica correlacionando estes
habitos sociais ao fendtipo apresentado nos examesspermograma, sendo assim dos
134 pacientes normais 30,6% (41) eram fumantes,4%6993) ndo fumantes, ja em
relacdo 169 aos pacientes alterados, 27,8% (4fusdmtes e 72,2% (122) ndo fumantes.
Apesar de muitos autores afirmarem que o cigap@j@dicial a fertilidade masculina, ndo
foi encontrado valores estatisticos significanRes{,596). O consumo de bebida alcodlica
também ndo demonstrou estar intimamente respong@el aumento da infertilidade
masculina, ja que dentre as 133 amostras de pesiantmais analisadas 51,9% (69) ndo
bebiam e 48,1% (64) faziam uso de bebidas alcapleaentre os 169 pacientes alterados
51,5% (87) nédo bebiam e 48,5% (82) bebi&m ©,945) [Tabela XVII].

Na tentativa de verificar os efeitos dos xenoba#icno sistema reprodutor
masculino, foram analisadas 134 amostras de pasi@armais e dentre estes 38,1% (51)
ndo foram expostas a qualquer tipo de xenobidtivas, 61,9% (83) pacientes alguma vez
ja estivemos expostos a xenobidticos. No grupoadeeptes com laudo de espermograma
alterado 44,7% (76) pacientes ndo tiveram contato genobioticos, mas 55,3% (94)

estavam expostos aos diversos tipos de xenobid@ipossivelmente muito deles poderiam
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estar relacionadas as causas da infertilidade h@sddiopatica destes pacientes, mas
estatisticamente os dados ndo comprovam esta &fienfe= 0,243) [Tabela XVII].

Tabela XVII - Comparacao das variaveis nos grupos estudad®R-2808

GRUPO NORMAL % ALTERADO % p
Fuma
Sim 41 30,6 47 27,8
N&o 93 69,4 122 72,2 0,596
Total 134 100,0 169 100,0
Bebe
Sim 69 51,9 87 51,5
N&o 64 48,1 82 48,5 0,945
Total 133 100,0 169 100,0
Caxumba
Sim 78 58,2 92 54,1
N&ao 56 41,8 78 45,9 0,476
Total 134 100,0 170 100,0
Xenobiéticos
Sim 51 38,1 76 44,7
N&o 83 61,9 94 55,3 0,243
Total 134 100,0 170 100,0

Legenda: Xenobidticos — manuseio de metais pesa&ipssicdo as pesticidas, irradiagdo por ondasosiagnéticas,
uso de quimioterapico, etc; NPR: Nicleo de Pesqisaticon
Teste qui-quadrado
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9. Discussao

Em homozigose os alelos nulo do g&#®TM1e GSTT1sao considerados grupo de
risco para muitas patologias, principalmente s@stqs a elevados niveis de carcinbgenos
e compostos quimicos, devido ao defeito enzimé&tico seu sistema de detoxificacao
(Nakata et al., 2004). Dentre as patologias emadas na literatura associadas ao GST
nulo, merecem destaque: cancer de pulmao (Duagk, &006), oral (Drummond et al.,
2004; Cha et al., 2007), ovario (Coughlin et a02), cervical e uterino (Huang et al.,
2006; Joseph et al., 2006), prostata (Quifionet,2(06); mama (Linhares et al., 2006);
trato aerodigestivo (Soya et al., 2007), leucer(iiaspinar et al., 2008; Xiao et al., 2007;
Rohr et al., 2004) e outras doencas, tais comeriaesclerose da coronéaria (Manfredi et
al., 2007), endometriose (Kim et al., 2007; Nalaital., 2004; Sata et al., 2003; Hadfield
et al., 2001) perda recorrente de gravidez (Saah,e2003) varicocele (Chen et al., 2002) e
infertilidade masculina (Aydemir et al., 2007; Robeet al., 2007; Schuppe et al., 2000;
Fritsche et al., 1998; Pajarinen et al., 1996).

A infertilidade relacionada ao fator masculino esigada a multiplas
irregularidades incluindo as de concentracéo, idatle e morfologia espermatica (Huynh
et al., 2002).

Aproximadamente 25% dos casos de infertilidade ugalj estdo atribuidos a
diminuicdo da qualidade seminal. Uma das possiaées para este declinio seminal
seriam 0s xenobidticos, aos quais 0s homens estaigostos freqientemente e que

poderiam afetar o sistema reprodutor masculinogirdstto et al., 2008).

Ao analisarmos a idade dos homens com infertilidatiepatica verificamos
homogeneidade para as amostras de pacientes ceraca#s espermaticas e pacientes
normais. Apesar de ainda ndo estar bem definidaflaéncia da idade na qualidade
seminal. Pasqualotto et al., (2006), demonstrarame gxiste um decréscimo na
concentracdo esperméatica apos os 45 anos de iditbskovtsev et al (2006), apds
estudarem 1125 homens inférteis relatam que o damoDNA espermatico é
significativamente maior em homens com mais dert3 ale idade. A média de idade dos
pacientes em nosso trabalho é de 34,66% em indizidom alteracbes de espermograma

e 33,38% em individuos normais, mas a idade n&irmese significante.
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O envelhecimento acarreta alteragbes sistémicasrgenismo. Neste contexto,
incluem-se modificacdes morfofisiologicas testicedae, conseqientemente, na funcéo
reprodutiva masculina (Kuhnert et al., 2004; Slaeral., 2006). Homens mais velhos
apresentam menor volume seminal, concentracdo detaspermatozoides, vitalidade e
aumento na morfologia espermética anormal com diigdio das formas normais e
aumento na quantidade de espermatozdides com wacdibplasmaticos (Kidd et al.,
2001). Um dos cofatores para estas alteracOes fisarfOgicas testiculares seriam 0s

xenobidticos.

A disponibilidade de informacdes sobre os polinsonos do genésSTM1 e
GSTT1na populacdo brasileira é escassa. Rossit ef18P9), em estudo realizado em
brasileiras provenientes dos Estados do Para €&&o, mostraram frequéncia de 47,3 e
18% para os gendtipo&STML (nulo) e GSTT1 (nulo), respectivamente. Em nossos
estudos individuos alterados apresentaram frecgiégenotipica de (50,0%) quando
analisamos o0 genétip@STM1/T1 (nulo) simultaneamente em amostras de sémen.
Pesquisadores chineses estudando pacientes cotocedei e inférteis, verificaram uma
elevada incidéncia d8STM1(nulo) (43,8%) (Chen et al., 2002).

A populagdo analisada no presente estudo ndo est&qeilibrio de Hardy-
Weinberg (P <0.0001). Varios estudos indicam qupressupostos do teorema de Hardy-
Weinberg n&o séo atendidos quando se analisa negtgedis dificiimente uma populacdo
estara em equilibrio devido a fatores como exposagébiental e perfil genético variado
(Crow., 1999). Iniesta et al., (2005), afirmam gasos envolvendo polimorfismos génicos
e que ndo cumpram o equilibrio de Hardy-Weinberdepo ser um indicativo de que o
polimorfismo esteja associado a enfermidade endestu

Georgellis & Rydstrom (1987) demonstraram, pelanpiia vez, em modelo
experimental a capacidade dos testiculos de métabah xenobiodticos. As enzimas de
fase | e fase Il foram detectadas em tecido tdaficde animais de laboratorio (ex.
camundongos). O polimorfismo nos gen8STM1 e GSTT1tém sido associados a
infertilidade masculina (Schuppe et al., 2000)reld@m a infertilidade feminina (Hadfield
et al., 2001; Sata et al., 2003).

Quando analisadas a frequéncia genotipica dentrcada um dos grupos de
pacientes normais e alterados em amostras de s&meica-se significativa relacdo

estatistica entre o polimorfismo do ggB8TM1e GSTT1lcom a infertilidade masculina
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idiopatica. O genotip@&sSTM1/T1(nulo) é o mais frequente em individuos com laddo
espermograma alterado e a oligozoospermia a ateissgminal em que mais se associa ao

polimorfismo nulo das GST M1 e T1.

Em nosso estudo o gendti@STM1/T1(nulo) e o gendtipo selvage®STM1/T1
(positivo) foram encontrados numa frequéncia de 29% individuos normais e em
individuos com laudo de espermograma alteradoggidrecia genotipica de 50,0% quando
GSTM1/T1(nulo) e 23,4% quand@STM1/T1(positivo). Fritsche et al., (1998), relataram
que individuos com infertilidade segundo laudo dpeemograma possuem frequéncias
elevadas para o polimorfismo das enzimas de f&¥@&I1AL, jA que esta enzima participa
do metabolismo de substratos endégenos, dentre®llesrmoénios esterdides. Um estudo
na Turquia com individuos inférteis segundo osdos da OMS demonstrou que néo ha
diferenca significativa na frequiéncia genotip@8&TM1 (nulo) entre pacientes do grupo
infértil (51,9%) quando comparado ao grupo conti@le,7%) [Aydemir et al., 2007].
Entretanto, este mesmo autor verificou a associegée o polimorfismo do ger@STM1

e marcadores de estresse oxidativo em pacienteméentilidade idiopatica.

A anadlise de nossos resultados permitiu conclwr @jpresenca de pelo menos um
alelo ndo mutado do geri@STM1e GSTT1protege o individuo contra os efeitos nocivos
dos xenobidticos ao DNA, visto que o geBSTML (nulo) € duas vezes maior em
individuos normais quando somente T1 estd presentsem diferenca quando M1
presente. Estes achados nos levam a ressaltaoaamga do gen&STT1no processo de
detoxificac&o testicular, apesar de que a mai@sathbalhos que associam a infertilidade

masculina e o polimorfismo das GSTs tem como genestuddGSTM1

Uma possivel explicacdo para os individuos pertgeseao grupo alterado e
genotipo selvagem seria a causa da infertilidadbuada a outros fatores, tais como:
microdelec¢des do cromossomo Y (Farah et al., 2@@yracdes cromossdémicas (Maduro
et al.,, 2002); varicocele (Jarow., 2001); uso dmdl (Benoff et al., 2000); tabaco
(Mehrannia et al., 2007) e espécies reativas dgéaio (Gracia et al., 2005). A auséncia
em homozigose dos gen&STM1le GSTT1locasionam efeitos citotoxicos e genotoxicos
no aparelho reprodutor masculino, pois os xenatmétindo detoxificados impedem as
células de Sertoli e Leydig de exercem suas fungbemte a espermatogénese (Castelldn
et al., 1999).
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Nossos resultados estdo de acordo com Chen e2@02), que associaram 0
elevado polimorfismdGSTM1(nulo) em homens com varicocele e varicocele $uoicel
quando comparado a individuos férteis. Neste mesat@mlho utilizando um programa
computadorizado GASA - computer assisted semen anglyaisavaliacdo da funcéo
espermatica de 80 pacientes com varicocele, demangue individuos com genotipo
GSTMInulo) apresentavam redugdo na qualidade morf@dogimotilidade seminal. Em
nosso trabalho a oligospermia representa a alerss@inal com maior frequéncia tanto
paraGSTM1(78,9%) quant&sSTT1(73,7%), apesar de ndo ser significante..

Estes dados estdo em conformidade com a pesqusgde Alkan et al., (1997),
que relataram uma predominancia de hom@83 M1 (nulo) e inférteis com laudo de
espermograma oligozoospérmicos somente ou asseciadoastenozoospermia ou
teratozoospermia. Uma possivel explicacdo paracéediespermatica em individuos
GSTM1/T1(nulo) seria a reducdo no volume dos tubulos séngs e o aumento de
fibroses no tecido testicular, ja que o acumulxel®biodticos ndo detoxificados na regiao
testicular danificariam a matriz celular das cé&ulesticulares, o que acarretaria danos a

espermatogénese (Pajarinen et al., 1996).

Existem inUmeros fatores clinicos que se asso@awligozoospermia: idade,
patologias inflamatérias, auto-imunidade, disfurschermonais, ingestdo de alcool, fumo,
agrotoxicos, periodo de abstinéncia, fatores gewste idiopaticos (Pasqualotto et al.,
2006). Dentre os fatores idiopaticos, as alteracdes genoma dos gametas
(polimorfismos), a presenca de xenobidticos e agfies hormonais podem constituir

provaveis causas de degradacdo da homeostasialtastShefi et al., 2006).

A associacdo entre espermatozoéides imaturos e giodile espécies reativas de
oxigénio (ROS) esta intimamente relacionada a @@ qualidade seminal (Pasqualotto
et al., 2008; Smith et al., 2007; Alvarez et d00&; Arabi et al., 2005).

Em humanos, varios estudos em clinicas de fegdiaaém demonstrado que a
glutationa reduzida (GSH) est4 presente no plagmansl e o nivel deste anti-oxidante
nao enzimatico é significativamente menor no sémenindividuos inférteis quando

comparados com individuos normais (Hemachand,e2G023).

Quando analisadas amostras de sangue o polimortisngeneGSTM1/T1 (nulo)
nao se mostraram significativos, assim como nagdiaasociacado com nenhuma alteracao

seminal especifica.
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Como o genoma humano dipldide consiste em 22 plgresomossos autossémicos
e 1 par de cromossos sexuais (X/Y ou X/X) (Jaralet2008), espera-se que um individuo
possua um mesmo perfil polimorfico para um deteagn gene, independente do tipo
celular a ser coletado e estudado. Analisando 6l pedimorfico de 127 individuos
encontramos resultados surpreendentes, pois amadtrasangue (células somaticas) e
sémen (células germinativas) entre os pacientegadlis de um mesmo individuo
possuiam diferencas genotipicas. Individuos altesragie possuiam genoti@STM1/T1
(positivo) para as amostras de sangue e genGipoM1/T1(nulo) para sémen freqiéncia
de (46,7%), ja individuos alterados que possuiamétygo GSTM1/T{nulo), para as
amostras de sangue e genot(pS8TM1/T{positivo) para sémen, freqiéncia de (14,6%).
Assim verificamos uma significativa diferenca pdiriica quando analisadas tipos
celulares diferentes de um mesmo pacieRte(,002). O gend6tip&STM1/T1(nulo) em
pacientes alterados foi o mais frequente (66,7%nda observado nas analises de DNA
sangue/semén agrupadas. Isto nos prova o conetatado por (Fritsche et al., 1998) de
que o polimorfismo das glutationas S-transferagele godeterminar uma susceptibilidade

genética individual para as desordens reproduthasculinas.

Nossos achados sugerem que pode ter ocorrido g@ter@do polimorfismo das
enzimas glutationas S-tranferases (GST) de fasdabe Il durante a espermatogénese,
devido a influéncia de xenobidticos. Os espermadesdpodem sofrer danos devido ao
grande numero de divisbes celulares e ao estresdatioo durante a espermatogénese,
um importante mecanismo fisiopatologico (Leduc ket 2008; Aydemir et al., 2007;
Hemachand et al., 2003). Assim, a GST exerceria fsumgdo detoxificante mais
intensamente nas células espermaticas tentandoaatarformacdo de aductos de DNA,
essa intensa atividade mitética propiciaria o aumel® mutacdes e consequentemente

diferencas polimoérficas nas enzimas de fase | e Il.

Com relagdo ao etilismo verifica-se que muitas seeée esta associado a
disfuncdes testiculares, pois a oxidacdo do alconipete com a producéo testicular da
testosterona e consequentemente leva a uma redoc@lume e concentracdo seminal
(Pasqualotto et al., 2004). Embora os efeitos doodlem pacientes com infertilidade
masculina idiopética sejam controversos na liteaaéimalisada, nossos resultados estdo em
conformidade com as pesquisa de Moura et al., (2@@is ndo foi encontrada influéncia

significativa do consumo de alcool nos parametéssdos dos espermogramas analisados.
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O GSTM1(nulo) e o consumo de alcool, pode representamyportante fator na
susceptibilidade de pacientes desenvolverem dasperraatogénicos (Pasqualotto et al.,
2004). Pajarinen et al. (1996) analisando o polismio desta enzima de detoxificacao e
as desordens causadas na espermatogénese peéoiddutpnsumo de bebidas alcodlicas
encontraram frequéncia genotipi@GSTM1 (nulo) (45,8%). Apesar de que no grupo
amostral de homens que consumiam mais de 80mgcdel glor dia, individuos com
genotipoGSTM1(nulo) mostraram-se menos propensos a desenwidvers testiculares,
comparado com os que possui@8TM1funcional. Uma possivel explicacdo para este
inesperado resultado seria que o gend@BTM1(nulo) poderia resultar em uma maior
quantidade de glutationa reduzida (GSH) que sexdaa na detoxificacdo de compostos

NOCivos.

Ja com o tabaco, a maior prevaléncia de fumanbeservada entre homens jovens
adultos durante o periodo reprodutivo sendo que dé8fumantes estao na faixa etaria
entre 20-39 anos (Trummer et al.,, 2002). Muitasicess relatam associacdo entre 0s
efeitos do tabaco e infertilidade (Arabi et al.020 Pasqualotto et al., (2008) relatam que

0s parametros seminais de homens fumantes samiateao de homens nédo fumantes.

Em nosso estudo ndo encontramos relacdo de s@rofa entre o tabagismo e
pacientes com alteracdes seminais (fenétipo altgrado polimorfismo nas enzimas
GSTML1 e T1 detoxificante de xenobioticos. Os mesraps pelos quais 0s componentes
do cigarro afetam a qualidade seminal ainda n&odsm esclarecidos. Kunzle et al.,
(2003), relatam que os compostos quimicos do taldiswam a qualidade seminal.
Individuos tabagistas possuem menor capacidadexidtnte no plasma seminal (Chen et
al.,, 2002), e consequentemente apresentam danagonsmtina e aductos no DNA
espermatico. Em um estudo prospectivo, Saleh,g280D2), compararam homens inférteis
fumantes com inférteis ndo fumantes; verificou-a& chomens fumantes estavam
associados ao aumento da concentracdo de leucnoifgasma seminal (~ 48%) e o nivel
de ROS aumentado em 107%.

Até o momento ainda ndo ha um consenso a respeiteal efeito do tabaco na
fertilidade masculina (Pasqualotto et al., 2008mRa-Hansen et al., 2007; DeMarini
2004). Um fator que deve ser levado em considera&gao susceptibilidade genética
individual do organismo em metabolizar os diversm®ponentes do cigarro (Arabi et al.,
2005; Saleh et al., 2002; Sharma et al., 2001).
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Estudos epidemiolégicos do polimorfismo metaboligmderdo identificar
populacées com risco de desenvolver infertilidadgidb a exposicdo a xenobioticos.
Desta maneira, estudos futuros sdo necessariasrtamhetabolismo das enzimas de fase |
como de fase Il, e também a elucidacdo de maishdstéenotipicos e suas respostas aos

diferentes genotipos.
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10. Conclusao

« No presente estudo verifica-se a significativa g@ba estatistica entre o
polimorfismo do gen&STM1e GSTT1(nulo) com a infertilidade masculina idiopatica;

* O genotipoGSTM1/T1(nulo) é o mais frequente dentro do grupo de indios

com laudo de espermograma alterado;

* Individuos com genétip&STM1/T1(nulo) sdo mais susceptiveis a reducdo de
namero (oligozoospermia) na qualidade seminal quanparado as demais alteracdes

seminais;

* N&o houve associacdo entre o alcool e os paramedigsscos dos

espermogramas analisados;

* Na&o houve associacdo entre o tabaco e o polimarfisubo da glutationa s-

tranferase M1 e T1 dos individuos analisados;

* No que tange a idade houve homogéneidade entreipgsgnormal e alterado.
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Anexo 1 Termo e Esclarecido

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, cenphuntario, em uma pesquisa. Apos
ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguzaso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que esta em dassUma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocéend@enalizado de forma alguma.
Em caso de divida vocé poder procurar o Comitétida Em Pesquisa da Universidade

Catolica de Goias pelos telefones 3227-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto:_ ANALISE DA INFERTILIDADE MASCUINA IDIOPATICA SOB
ASPECTOS

GENETICO-MOLECULARES Pesquisador Responséavel: _. Biéia Karina Verolli de
O Moura Telefone para contato: 3227-1385 Telefqaga contato: 3227-1385

Eu abaixo qualificado, apds ter sido esclareciddalenente e depois de ler o
resumo do projeto intituladoANALISES DA INFERTILIDADE MASCULINA
IDIOPATICA SOB ASPECTOS GENETICO-MOLECULARES , realizado pelo
Nucleo de Pesquisa Replicon da Universidade CatdicGoias, DECLARO assumir, por
espontanea vontade, livre de qualquer coacdo, pomnsabilidade pela participacéo
voluntéria e gratuita, no grupo de pacientes irteigs da pesquisa. Estou ciente que o
trabalho consiste na analise molecular e citogemélie amostras de sangue periférico e de
sémen, e que 0 mesmo serd armazenado e utilizadbtsiealhos posteriores mantendo o

objetivo decomplementar o meu diagndstico de ittittatle.
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DECLARO que compreendi que a obtencdo das amostadas acontecera sob
minha total ciéncia, e sob os procedimentos adeguaela equipe responsavel pela
pesquisa, sem qualquer prejuizo a minha pessoa ese&m@ mantido o total sigilo dos

resultados, que seréo entregues apenas a mimpmnsasel.

Igualmente, tenho pleno conhecimento de que o rabsera utilizado apenas e tao
somente para fins de pesquisa, além de autorizo, presente, que o0s testes e 0s
resultados sejam utilizados em estudos cientificessalvando o sigilo quanto ao meu

nome, reservando-me o direito de conhecer ou néesatados da referida pesquisa.

* Nome do pesquisador:

» Assinatura do pesquisador:

e Data:
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Anexo 2.Consentimento da participacdo da pessoa comdaujei

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEIT O

Eu, n°RG

CPF n°. n°. de prontuario n°. de matricula

, abaixo assinado, concordo em icipart do estudo

como sujeito. Fui devidamente informado e escldoeci  pelo

pesquisador sobre a pesquisa, o0s

procedimentos nela envolvidos, assim como 0s peissilscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que possgaretheu consentimento a qualquer
momento, sem e que isto leve a qualquer penalidadeinterrupcdo de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esel@mentos sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em patrticipar.

Testemunhas (nédo ligada a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:




Anexo 3.Questionario Informativo

QUESTIONARIO INFORMATIVO

¢ Nome:
* |dade:
« Telefone:

e Filhos: ( )sim ( )né&o Quantos: mesin@ ) meninas ( )

e Deste casamento: ( ) sim ( ) né&o

* N° prontuario:

* N° pront. esposa:

1. Fuma: ( )sim ( ) nao

Quanto tempo: ( ) mais 10 anos ( ) menos b8 an
Quantos cigarros: 5-10/dia ( ) 10-20/dia( 2 ou mais ()

2. Bebe( )sim ( )nao
Todo dia( ) De vez em quando)(
Vinho ( ) Cerveja ( ) Cachacga( Ouytros

lcopo( ) 2-3copos( )3ou+copos( )

3. Jatrabalhou com:

Agricultura: ( ) sim ( ) néo Tempo:
Raio X: ( ) sim ( ) nao Tempo:
Xérox: () sim ( ) né&o Tempo:
Mineracdo: ( ) sim ( ) néo Tempo:

Outros produtos perigosos:

4. Doengas:

Caxumba: ( ) sim ( ) nao
Diabetes: ( ) sim ( ) n&o

5. Acidentes em esportesf ) sim ( ) néo



6. Queda de cavalo( )sim ( ) nao
Houve ferimento na area genital: ( ) sim (ayn

7. Paciente tem ou teve:

Varicocele: ( ) sim ( ) nédo Criptorgaid( ) sim ( ) nao

8. Operou:( )sim ( )néao
9. Esposa fez:

Laqueadura: sim ( ) ndo ( )
Teste pos-coito: sim ( ) ndo ( )

10. Indicacéo Clinica: ICSI( ) FIV ( )
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Anexo 4.Parecer Comité de Etica

PRO-REITORIA DE

POS-GRADUAGAO E PESQUISA

Av. Universitaria, 1069 = Setor Universitério
Caixa Postal 86 = CEP 74605-010

Goidnia = Goias * Brasil

Fone: (62) 227.1071 « Fax: (62) 227.1073
www.ucg.br = heck@ucg.br

UNIVERSIDADE

Catolica

DE GOIAS

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o Projeto: Analises moleculares e
citogenéticas em pacientes masculinos: um screening sobre infertilidade, coordenado
pela Profa. Katia Karina V. de O Moura foi cadastrado no Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Catélica de Goids (COEP/UCG) sob o nimero: COEP/UCG N.
150/2004 na data de: 11/11/2004.

Situag@io atual do projeto em questdo, conforme regimento do Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Catdlica de Goias:
() Aprovado e arquivado no COEP/UCG
(x ) Aprovado com recomendagdes

( ) Pendéncia

() Retirado

() Nao aprovado

() Aprovado e encaminhado para apreciagdo da CONEP

Prof, Dr. 8a
Prosidene do Comtdo Eicy " *
da Universidade Catélica de Goias

Goiania, 21 de fevereiro de 2005.
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Anexo 5.Laudo de Espermograma

ESPERMOGRAMA

« NUMERO SPTZ:

* MOTILIDADE:

* MORFOLOGIA:
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* PH:
Oligospermia: < 20x10/ml
Oligosp. Severa< 5x1¢/ml
LAUDO: Azoospermia:zero SPTZ

Astenospermia:< 50% a + b
Teratospermia: < 30% ovais
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Milhares de Livros para Download:
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