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RESUMO 

O gene Receptor β de estrogênio (REβ) desempenha um papel importante na 

regulação da fertilidade tanto em homens e mulheres. O polimorfismo RsaI no éxon 5 do 

REβ tem-se mostrado associada com infertilidade masculina em caucasianos. O objetivo 

deste estudo foi investigar a freqüência deste polimorfismo na etiologia da infertilidade 

idiopática masculina e sua correlação com o tabagismo, etilismo, contato com xenobióticos 

e caxumba. Nós analisamos 287 brasileiros, incluindo 161 inférteis e 126 homens férteis 

para avaliar a associação do polimorfismo RsaI do gene REβ com a infertilidade masculina. 

Os alelos variantes do polimorfismo RsaI (AA, AG ou GG) foram determinadas pela reação 

em cadeia da polimerase alelo-específica. Em comparação com um grupo controle (homens 

normozoospérmicos), a freqüência do genótipo heterozigoto RsaI-AG foi quatro vezes 

maior em homens inférteis (9,94 vs. 2,38%, P = 0,01), cinco vezes maior em 

azoospérmicos (11,36 vs. 2,38% , P = 0,02) e sete vezes maior em teratozoospérmicos 

(17,79 vs. 2,38%, P = 0,001). A freqüência do genótipo heterozigoto RsaI-AG foi três 

vezes maior nos fumantes inférteis (23,8 vs. 7,4%, P = 0,038) em comparação com não 

fumantes inférteis e nove vezes maior em fumantes azoospérmicos (66,7 vs. 6,9%, P = 

0,035), comparado com não fumantes azoospérmicos. O polimorfismo RsaI no gene REβ 

pode ter efeitos sobre a modulação da espermatogênese humana. Parece haver uma 

associação consistente entre o polimorfismo RsaI e tabagismo em homens inférteis. 

 

Palavras-chave: polimorfismo RsaI, gene REβ, infertilidade masculina, tabagismo. 
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ABSTRACT 

Oestrogen Receptor β (ERβ) gene plays an important role in the regulation of 

fertility in both males and females. The RsaI polymorphism in exon 5 of ERβ has been 

shown to be associated with male infertility in Caucasian patients. The aim of this study 

was to investigate the frequency of this polymorphism in the etiology of idiopathic male 

infertility and to correlate with smoking and ethylism habits, xenobiotic contact and 

mumps. We analyzed 287 Brazilian men, including 161 infertile and 126 fertile men to 

evaluate the association of RsaI polymorphism in male infertility. The RsaI variant alleles 

(AA, AG or GG) of the patients were determined by allele-specific polymerase chain 

reaction. Compared with a control group (normozoospermic men), the frequency of the 

heterozygous RsaI AG-genotype was four times higher in infertile men (9,94 vs. 2,38%; P 

= 0,01), five times higher in azoospermic men (11,36 vs. 2,38%; P = 0,02) and seven times 

higher in teratozoospermic men ( 17,79 vs. 2,38%; P = 0,001). The frequency of the 

heterozygous RsaI AG-genotype was three times higher in infertile smokers (23,8 vs. 7,4%; 

P = 0,038) compared with infertile nonsmokers and nine times higher in azoospermic 

smokers (66,7 vs. 6,9%; P = 0,035), compared with azoospermic nonsmokers. The RsaI 

polymorphism in the ERβ gene may have modulating effects on human spermatogenesis. 

There seems to be consistent association between RsaI polymorphism and smoking habits 

in infertile men. 

 

Keywords: RsaI polymorphism, ERβ gene, male infertility, smoking habits. 
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1- INTRODUÇÃO  

A fertilidade humana é dependente de eventos complexos que envolvem fatores 

femininos e masculinos. Cerca de 8 a 15% dos casais apresentam problemas 

fisiopatológicos de fertilidade reprodutiva, a qual apenas é considerada quando o 

período de tentativas excede por completo um ano (Niederberger & Meacham, 2003; 

Pasqualotto et al., 2007). Nestes casos, vários exames devem ser realizados tanto no 

homem quanto na mulher, para se descobrir as possíveis causas e, a partir daí, quais as 

intervenções possíveis para que o casal gere filhos.  

Hoje, sabe-se que o homem é responsável por cerca de 30% a 40% dos casos em 

que o casal enfrenta problemas para engravidar (Approbato et al., 1999). Em conjunto 

com fatores femininos, mais 20%. Dessa forma, no mínimo 50% dos casos de 

infertilidade contam com a participação masculina. Isso acontece devido ao potencial de 

fertilização do espermatozóide que depende da integração entre várias propriedades, que 

contribuem para sua competência (Bordin et al., 2005).  

A infertilidade masculina relacionada com a produção de espermatozóides é 

constatada inicialmente através de alterações detectadas no espermograma. Pode ocorrer 

ausência total destas células (azoospermia), diminuição do número (oligozoopermia, < 20 

milhões de espermatozóide/mL de ejaculado), alterações na forma (teratozoopermia), na 

capacidade de movimento (astenozoospermia) ou na vitalidade (necrospermia). A 

infertilidade masculina por azoospermia ou oligospermia severa (número de 

espermatozóides < 5 milhões/mL de ejaculado), afeta aproximadamente 7 a 10% de todos 

os homens (WHO - World Health Organization, 1999).  

Várias alterações cromossômicas são associadas à infertilidade masculina. 

Ciccodicola e colaboradores (2000) constataram a incidência de alterações cromossômicas 

masculinas. Krausz e colaboradores (2001) relataram que em homens com azoospermia, 
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21% apresentam alterações cromossômicas significativas. Essas alterações numéricas e 

rearranjos cromossômicos envolvendo os cromossomos sexuais ou autossômicos estão 

associados a danos severos na espermatogênese, causando azoospermia não obstrutiva ou 

oligospermia severa (Pernice et al., 2002). A realização de estudos cromossômicos deve ser 

considerada nesses homens para a detecção das alterações cromossômicas. O diagnóstico 

exato da causa da infertilidade é muito importante para uma completa orientação do 

tratamento do casal infértil (McElravey & Cortes, 2001).  

As condições mais freqüentes associadas à infertilidade masculina podem ser 

classificadas em pré-testiculares, testiculares e pós-testiculares (Kucheria et al., 2003). As 

pré-testiculares são as alterações que ocorrem no sistema hormonal que impedem a 

produção de espermatozóides adequados. As testiculares são as doenças do testículo 

propriamente dito. E as pós-testiculares abrangem problemas no sistema de ductos que 

transportam os gametas masculinos para o exterior (Schiavini, 1999). Um homem 

anteriormente fértil pode se tornar infértil ou até mesmo estéril devido a problemas 

ocorridos ao longo da vida. Além disso, o próprio envelhecimento provoca alterações que 

geram a redução na produção espermática (Aitken et al., 1995).  

Outra condição que estabelece um declínio na capacidade reprodutiva masculina de 

maneira progressiva é o tabagismo. Existem inúmeros trabalhos demonstrando o efeito 

deletério do cigarro sobre a fertilidade masculina (Pasqualotto et al., 2006; Sepaniak et al., 

2006). Uma análise demonstrou que pacientes fumantes apresentam um decréscimo médio 

de 10% na motilidade espermática, 13% na concentração espermática e 3% na morfologia 

espermática (Vine, 1996). O volume seminal apresenta-se diminuído em pacientes 

fumantes, estratificados de acordo com o número de cigarros por dia, quando comparados 

aos pacientes não fumantes (Zinaman et al., 2000; Pasqualotto et al., 2006).  

O tabagismo pode igualmente causar diminuição da fertilidade por alterar os níveis 
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hormonais séricos de testosterona e estradiol bem como alteração no DNA dos 

espermatozóides (Pasqualotto et al., 2006; Sepaniak et al., 2006). A fertilidade masculina 

fica prejudicada pelo tabagismo, na medida em que ocorre um decréscimo nas taxas de 

gravidez e alteração nos parâmetros seminais de pacientes tabagistas (Vogt et al., 1986). 

Por isso, é proposto que homens com qualidade seminal limítrofe, os quais pretendam ter 

filhos, talvez sejam beneficiados com o abandono do cigarro. Contudo, esta medida possui 

dados limitados na tentativa de recuperar a função espermática (Zinaman et al., 2000). 

Além do cigarro, uma série de substâncias de exposição ocupacional tem sido 

considerada deletéria para o sistema reprodutivo masculino, como pesticidas e agrotóxicos 

(Pasqualotto et al., 2004; Queiroz & Waissmann, 2006). 

 

1.1 Espermatogênese 

Dentro das causas pré-testiculares existe uma série de fatores que podem sofrer 

alteração e causar a infertilidade. A espermatogênese é um processo de diferenciação e 

maturação da espermatogônia em espermatozóide, leva cerca de 74 dias para completar o 

ciclo e a produção diária é de cerca de 120 milhões de espermatozóides em homens 

normais (Rose & Scott, 1994). Espermatogônias estão presentes entre as células de Sertoli, 

perto da membrana basal dos túbulos (Figura 1), são as células germinativas mais imaturas 

no testículo, e incluem espermatogônias tipo A, espermatogônias intermediárias 

(encontrada apenas em roedores), e espermatogônias tipo B, sendo estas últimas 

determinadas a sofrerem diferenciação. A população das células germinativas é considerada 

um subconjunto da população tipo A, embora a sua identidade não possa ser diferenciada 

em função da morfologia (Clermont et al., 1972; O’Donnell et al., 2001).  
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Espermatogônias sofrem numerosas mitoses para produzir um grande número de 

células germinativas disponíveis para entrar em meiose. Assim, a proliferação da população 

das espermatogônias fornece a fonte para os milhões de espermatozóides que são 

produzidos por dia. Após a última mitose das espermatogônias tipo B, são formados 

espermatócitos primários. Essas células replicam seu DNA e, consequentemente, iniciam 

meiose e produzem espermatócitos secundários. Essas células rapidamente sofrem a 

segunda divisão meiótica para produzir espermátides haplóides redondas (Russell et al., 

1990; O’Donnell et al., 2001). 

A diferenciação das espermátides redondas na espermátide madura de forma 

alongada (espermatozóide) é o processo conhecido como Espermiogênese. As espermátides 

Figura 1: Esquema de uma pequena porção de um túbulo seminífero. 1)espermatozóide, 2)espermátide, 3) 
espermatócito secundário, 4) célula de Sertoli, 5) espermatogônia, 6) lâmina basal, 7) fibroblasto, 8)células 
intersticiais do testículo (células de Leydig), 9) espermatócito primário, 10) célula em divisão e 11)vaso 
sangüíneo. Fonte: http://rge.fmrp.usp.br/cursos/zm/esp3.htm 
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sofrem condensação nuclear, contração do citoplasma, formação do acrossoma e 

desenvolvimento de cauda, para emergir como espermatozóides flagelados. Estes são 

lançados no lúmen do túbulo pelo processo denominado espermiação, durante o qual a 

maior parte do citoplasma dos espermatozóides é ejetada, na forma de um corpo residual, e 

fica embutido no citoplasma de uma célula de Sertoli (Russell et al., 1993). 

 

1.2 Regulação da Espermatogênese 

Desenvolvimento das células germinativas tem uma interação altamente coordenada 

com a célula de Sertoli. Ambas podem comunicar-se diretamente através de interações 

mediadas ligante-receptor ou fatores parácrinos. A produção e secreção de muitas proteínas 

das células de Sertoli estão envolvidas no desenvolvimento de células germinativas 

ocorrerendo em cada fase de forma dependente (Parvinen et al., 1982), refletindo na 

capacidade da célula de Sertoli em se adaptar à evolução das necessidades das células 

germinativas. Durante muitos anos, foi considerado que células de Sertoli eram as 

responsáveis pelo controle do desenvolvimento das células germinativas; no entanto, 

estudos recentes investigando animais com transplante de espermatogônias de rato para 

camundongo demonstraram claramente que células germinativas de rato em contato com 

células de Sertoli de camundongo desenvolvem de acordo com a cinética da 

espermatogênese do rato, trazendo assim o papel das células germinativas no controle de 

seu próprio destino (França et al., 1998). 

Bem como a produção de espermatozóides, o testículo está envolvido na produção 

de hormônios que são necessários para diversas funções no corpo, incluindo a manutenção 

das características sexuais secundárias, e feedback sobre o hipotálamo e hipófise para 

controlar a secreção de gonadotrofinas: hormônio luteinizante (LH, Luteinising Hormone) e 

hormônio folículo estimulante (FSH, Follicle-stimulating hormone) (França et al., 1998). 
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É bem conhecido que as gonadotrofinas são os principais reguladores endócrinos da 

espermatogênese. LH estimula a Célula de Leydig para a secreção de andrógenos, a saber, 

testosterona, o que, por sua vez, age em receptores andrógenos no epitélio seminífero para 

controlar a espermatogênese. FSH estimula receptores dentro da célula de Sertoli para 

regulamentar a espermatogênese, estimulando a produção de inúmeros fatores nas células 

de Sertoli. Os papéis de testosterona e FSH no testículo têm sido extensivamente estudados, 

ainda que relativamente pouco se saiba sobre o modo como estes hormônios agem dentro 

da célula de Sertoli para estimular e manter espermatogênese (Weinbauer et al., 1993; 

Sharpe, 1994; McLachlan et al., 1996).  

 Têm sido mostrados androgênios sozinhos estimulando todas as fases de 

desenvolvimento nas células germinativas em camundongos, que têm deficiência congênita 

do hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH, gonadotropin-releasing hormone) e, por 

conseguinte, FSH e LH (Singh et al., 1995), destacando a exigência de andrógeno na 

espermatogênese. A questão de saber se FSH é essencial para a espermatogênese nos ratos 

foi respondida pela geração de ratos transgênicos que possuíam orientadas perturbações do 

receptor de FSH (Dierich et al., 1998) ou na subunidade-β do gene FSH (Kumar et al., 

1997). Machos de ambos os modelos transgênicos são férteis e exibem todas as fases de 

desenvolvimento de células germinativas, sugerindo que o FSH não é um requisito absoluto 

para a fertilidade. No entanto, em ambos os casos, os testículos são menores, e menos 

espermatozóides são produzidos (Singh et al., 1995; Kumar et al., 1997; Dierich et al., 

1998), devido à exigência de FSH durante o período neonatal na divisão da célula de Sertoli 

(Singh et al., 1996). 

 Mais recentes estudos quantitativos sobre a falta de receptor de FSH em 

camundongos também demonstraram defeitos de desenvolvimento espermático, levando a 

má qualidade da produção de espermatozóides (Krishnamurthy et al., 2000). Assim, 
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embora o FSH não seja essencial para a espermatogênese, é claramente essencial para 

espermatogênese quantitativamente normal e fertilidade.  

 A iniciação e manutenção de espermatogênese quantitativamente normal dependem 

da regulamentação endócrina por FSH, LH, e andrógenos, e assim, a plena fertilidade 

depende do delicado equilíbrio do eixo hipotálamo-hipófise-testículo. Mas um crescente 

corpo de evidência sugere que o estrógeno deve ser adicionado à lista de hormônios 

envolvidos na regulação da espermatogênese (O’Donnell  et al., 2001).  

 

1.3 Estrógeno no trato Reprodutivo Masculino  

A visão tradicional do estradiol como o hormônio "feminino" e da testosterona 

como o hormônio "masculino" tem sido contestada nos últimos anos (Sharpe, 1998). A 

espermatogênese é conhecida há muitos anos por ser regulada por FSH e andrógenos, 

entretanto, surgem provas de modelos animais, incluindo ratos transgênicos, sugerindo que 

o estrógeno deve ser adicionado à lista de hormônios importantes para a espermatogênese 

(O’Donnell et al., 2001). Apenas recentemente pesquisas identificaram genes envolvidos na 

regulação da espermatogênese. O conhecimento cada vez maior do genoma humano e dos 

genes que controlam a reprodução humana se torna fundamental no estudo da fertilidade 

(Lahn & Page, 1997).  

Foi constatado, na década de 1930, que o desenvolvimento testicular era responsivo 

ao hormônio "feminino" (Wolff & Ginglinger, 1935; Weniger, 1990; Hess, 2003). Também 

foi constatado nas décadas de 1930 e 1940 que a exposição a altas doses de estrógenos 

poderia induzir malformações do trato reprodutivo masculino (Burrows, 1935; McLachlan 

et al., 1975; Arai et al., 1983; Hess, 2003). Assim, durante os anos formativos da biologia 

reprodutiva como uma disciplina, foi sugerido que o estrógeno pode ser importante no 

homem (Greco et al., 1993; Hess, 2003).   
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A importância potencial do estrógeno durante o desenvolvimento do aparelho 

reprodutor masculino foi constatada pelo relato que tratamento com dietilestilbestrol (DES) 

durante a gravidez induzia criptorquidia (quando o um ou os dois testículos não descem 

para a bolsa escrotal) e cistos no epidídimo em ratos do sexo masculino (McLachlan et al., 

1979). Esta descoberta abriu a porta a inúmeras investigações sobre os efeitos em longo 

prazo da exposição de compostos estrogênicos sobre o desenvolvimento do trato 

reprodutivo masculino (Hess, 2003). 

A concentração de estrogênios no sangue periférico é geralmente baixa no sexo 

masculino, mas varia de 2-180 pg/mL, dependendo da espécie (de Jong et al., 1973; Waites 

& Einer-Jensen, 1974; Dohler & Wuttke, 1975; Ganjam & Amann, 1976; Eiler & Graves, 

1977; Overpeck et al., 1978; Kumari et al., 1980; Setchell, 1982; Claus et al., 1985; Melnyk 

et al., 1992; Claus et al., 1992; Bujan et al., 1993). Concentrações de estrógeno são 

normalmente mais elevados na veia testicular e vasos linfáticos do que na circulação geral. 

Além disso, no trato reprodutivo, estrógenos podem atingir concentrações relativamente 

elevadas (Hess, 2003), são também abundantes no sêmen e, dependendo da espécie, a sua 

concentração pode variar de 14 a cerca de 900 pg/mL (Ganjam & Amann, 1976; Bujan et 

al.,1993; Waites & Einer-Jensen, 1974; Eiler & Graves, 1977; Claus et al., 1985).  

Mais interessante foi a descoberta que a aromatase P450, que é capaz de converter 

andrógenos em estrógenos (Figura 2), está presente no testículo (Tcholakian et al., 1974; 

Dorrington et al., 1978; Pomerantz, 1979; Valladares & Payne, 1979; Weniger & Zeis, 

1983).  

Estudos prévios indicaram que a principal fonte de estrógeno nos homens imaturos 

seja a célula de Sertoli (van der Molen et al., 1981). No testículo adulto, as células de 

Leydig expressam aromatase (P450arom) e sintetizam estradiol, a uma taxa muito maior do 

que a verificada no adulto nas células de Sertoli (Rommerts & Brinkman, 1981; Rommerts 
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et al., 1982; Payne et al., 1987; Levallet et al., 1998; Carreau et al., 1999; Levin, 2002; 

Carreau et al., 2003). Atualmente, um crescente corpo de evidências indica que células 

germinativas também sintetizam estrógeno e, eventualmente, servem como a principal fonte 

deste esteróide no trato reprodutivo masculino (Carreau et al., 2003). 

 

  

 

   

 As fontes potenciais de estrogênio no trato reprodutivo masculino são ilustradas na 

Figura 3. Estrógeno é produzido em tecidos periféricos e chegam ao trato reprodutivo 

através do plasma, mas também é sintetizado por células de Leydig, no interstício testicular. 

A contribuição do estrógeno do testículo para o plasma e da vasculatura para o testículo é 

desconhecida, mas presume-se que a maioria dos estrógenos linfáticos seria derivado de 

células de Leydig, e juntamente com as células germinativas contêm aromatase no testículo 

adulto. Células de Leydig podem também contribuir para concentrações desse hormônio no 

fluido da rede testicular, mas é mais provável que a produção pelas células germinativas 

prevê o estrogênio que terá como alvo o epitélio do ducto eferente, na região que contém a 

maior concentração de receptores de estrógeno (RE) (Hess, 2003). 

Figura 2: Conversão de testosterona em estrógeno feita pela enzima aromatase P450. Fonte: 
http://fanaticcook.blogspot.com/2007/09/aromatase-on-becoming-woman-or man.html 
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Nitta e colaboradores (1993) relataram pela primeira vez que P450arom está 

presente em células germinativas testiculares do rato macho adulto. Sua presença foi 

confirmada por análise isolada de Western blot e Northern blot de células germinativas. Sua 

atividade em células germinativas foi igual ou excedeu a atividade encontrada nas células 

intersticiais. A enzima foi localizada no Complexo de Golgi em todo o citoplasma das 

espermátides alongadas e tardias. Mais recentemente, Carreau e colaboradores (2003) e 

Rago e colaboradores (2003) demonstraram expressão e atividade da aromatase no esperma 

humano.  

A presença de aromatase nas células germinativas masculinas foi demonstrada em 

várias espécies, incluindo rato (Figura 4), camundongo, urso pardo, galo e no homem (Nitta 

et al., 1993; Hess et al., 1995; Kwon et al., 1995; Janulis et al., 1996; Janulis et al., 1998; 

Hess et al., 2001; Kotula-Balak et al., 2003; Rago et al., 2003; Lambard et al., 2003). 

 

Figura 3: Fontes de estrógeno. E2: estrógeno; LC: célula de Leydig; GC: Célula germinativa. Fonte: 
Hess, 2003.  

Fontes de estrógeno 
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A presença da aromatase em células germinativas e espermatozóides foi confirmada 

recentemente e demonstrou que representam aproximadamente 62% do total da aromatase 

testicular (Levallet & Carreau, 1997; Levallet et al., 1998; Carreau et al., 1988). Outros 

demonstraram à ausência de aromatase no epidídimo do rato (Schleicher et al., 1989), 

assim, a conversão de andrógenos a estrógenos no esperma continua a ser a principal fonte 

de estrogênio na luz do trato reprodutivo da espécie. Esta observação levanta novas e 

excitantes hipóteses quanto à possibilidade de estrogênio regular funções no ducto eferente, 

epidídimo e ducto deferente (Hess, 2003). 

 

 

 

Figura 4: Localização da aromatase em células testiculares de ratos adultos. E2: estradiol. Fonte: Carreau et 
al., 2007.  
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1.4 Receptores de Estrógenos no Trato Reprodutivo Masculino 

Existem dois tipos de hormônios: os hidrossolúveis e os lipossolúveis, que também 

são denominados esteróides. Os hidrossolúveis representam a grande maioria e atuam sobre 

receptores situados na membrana plasmática. Os lipossolúveis como, por exemplo, o 

estrógeno e a progesterona, atravessam a membrana celular com facilidade e se fixam em 

receptores localizados no citoplasma e no núcleo da célula alvo (Junqueira & Carneiro, 

1997). 

Os genes regulados pelos hormônios esteróides são diferentes conforme o tipo da 

célula-alvo. De uma forma geral, as respostas da célula ativada pelo hormônio dependem 

do próprio hormônio e das características da célula-alvo. Os receptores podem ser 

semelhantes, mas os genes ativados são diferentes, dependendo do tipo celular (Junqueira 

& Carneiro, 1997), portanto hormônios esteróides regulam a função celular através de 

receptores intracelulares específicos expressos em seus tecidos-alvos.  

A clonagem de cDNAs codificando um número de receptores de estrógenos e a 

comparação de suas seqüências revelou que, juntamente com os receptores de hormônios 

tireoidianos, eles pertencem a uma grande superfamília de genes que atuam como fatores de 

transcrição ligante-ativada (Carson-Jurnica et al., 1990). 

Na década de 90 novas descobertas levaram à hipótese de que o estrogênio não 

apenas tem funções importantes no trato reprodutivo masculino adulto, mas que o 

estrógeno e seus receptores são "essenciais" para a fertilidade normal. Este novo 

paradigma, para o papel do estrógeno no homem começou com a descoberta de que células 

germinativas testiculares e epididimais contenham aromatase e sintetizam estrógeno (Nitta 

et al., 1993). Esta descoberta explica a presença de uma elevada concentração de estradiol 

na rede testicular fornecendo uma fonte de estrógeno para a alta concentração de receptores 

que foram posteriormente encontrados no trato reprodutivo masculino (Cooke et al., 1991; 
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Iguchi et al., 1991; Hess et al., 1995; Fisher et al., 1997; Goyal et al., 1997; Hess et al., 

1997a).  

Os receptores de estrógeno (RE) são fatores de transativação mediada através da 

ligação com o hormônio esteróide 17-β-estradiol, isto em ambos os sexos, masculino e 

feminino (Enmark et al., 1997), sendo as chaves regulatórias do processo que envolve o 

desenvolvimento e a manutenção do sistema reprodutivo (Clarke & Sutherland, 1990). 

Duas isoformas da proteína receptora para o estrógeno foram encontradas, clonadas e 

caracterizadas em várias espécies, denominadas receptor-α estrogênico (REα) e receptor-β 

estrogênico (REβ) (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996; Moore et al., 1998; Ogawa 

et al., 1999). Estes receptores são membros da superfamília dos genes que compreendem 

receptores nucleares de diversos ligantes hidrófobos, como os hormônios esteróides 

(estrógeno, progesterona, glucocorticóides, mineralocorticóides), ácidos retinóicos 

(vitamina A), vitamina D, protaglandina e hormônios da tireóide (Gronemeyer, 1991; 

Mangelsdorf et al., 1995). 

No entanto, a função do estrógeno não foi descoberta até ratos sem receptores α de 

estrógeno, ERα knockout (αERKO), terem sidos produzidos (Lubahn et al., 1993). O rato 

αERKO mostrou pela primeira vez que ERα é essencial para a fertilidade do macho (Eddy 

et al., 1996; Dupont et al., 2000). Este modelo animal foi desenvolvido para mostrar que o 

estrógeno fornece uma função fisiológica na regulação fluido-dinâmica no trato reprodutivo 

masculino, uma função que é "essencial" para o desempenho reprodutivo normal (Hess et 

al., 1997b; Lee et al., 2000; Hess & Nakai, 2000; Nakai et al., 2001; Zhou et al., 2001; Lee 

et al., 2001; Oliveira et al., 2001; Oliveira et al., 2002). 

Todos os REs partem de um composto estrutural básico similar, tendo domínios de 

A a F (Mangelsdorf et al., 1995) e REβ não é exceção (Figura 5). Como REα e outros 

membros da família de receptores hormônio esteróide, o gene hREβ (humano) é codificado 
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por oito exons e foi mapeado e localizado no braço longo do cromossomo 14 no loco 2 

entre os sublocos 2 e 4 (14q22-24) (Enmark et al., 1997). 

 

 

 

 

Os papéis dos domínios funcionais de receptores esteróides foram definidos por 

experiências em que domínios individuais dos receptores foram trocados, ou atividades de 

receptores modificadas por mutagênese sítio-dirigida (Carson-Jurnica et al., 1990). Os 

cDNAs do REβ em seres humanos (Mosselman et al., 1996), ratos (Kuiper et al., 1996) e 

camundongos (Tremblay et al., 1997) foram clonados e mostraram ter seqüências com 

homologia significativa (Figura 5).  

O domínio A/B é uma região pouco conservada entre as espécies e contém a Função 

Ativadora 1, sendo importante para a transativação do gene específico. O domínio C, ao 

contrário do anterior, é mais conservado em ambas as formas α e β do receptor humano e 

entre as espécies. É responsável pela ligação específica junto ao estrógeno e contribui ainda 

para a dimerização e transativação (Kumar et al., 1987; Green & Chambon, 1987). 

Figura 5. Estrutura dos domínios do Receptor de estrógeno β (REβ). A localização das diferentes domínios 
(A-B, C, D, E e F) são indicados para o (a) hREβ e a percentagem de homologia de aminoácidos entre ERβ no 
Homem e dos receptores homólogos identificados em (b) ratos e (c) camundongos são mostrados. (d) 
Homologia entre hREβ e hREα é apresentada para comparação. Fonte: Saunders, 1997. 
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O domínio D acredita-se estar envolvido nas mudanças conformacionais da 

molécula durante a ativação (Kumar & Chambon, 1988). A região E contém o domínio da 

Função Ativadora 2, que por sua vez está envolvida na trasativação da Função Ativadora 1 

(Tasset et al., 1990; Seielstad et al., 1995). A região F desempenha o papel de distinguir 

entre as agonistas e antagonistas do estrógeno (Montano et al., 1995). 

Mosselman et al. (1996) relataram, pela primeira vez, o sequenciamento do cDNA 

REβ de humanos, anunciando uma proteína de 477 aminoácidos. Moore et al. (1998) e 

Ogawa et al. (1999) clonaram o cDNA e encontraram 53 aminoácidos adicionais na região 

terminal amino do REβ. Recentes estudos confirmam a expressão do comprimento total da 

proteína REβ, contendo 530 aminoácidos.  

Baseando-se nas análises do RNAm, o REβ é encontrado em vários tecidos, 

incluindo o sistema nervoso central, sistema cardiovascular, sistema imune, trato 

urogenital, trato gastrintestinal, rins e pulmões (Enmark et al., 1997). A detecção de REβ 

nestes sítios tem sido limitada à expressão do RNAm devido à falta da especificidade e da 

sensibilidade dos anticorpos que detectam a proteína REβ no tecido normal. Autores 

relatam que não se compreende muito a função da proteína REβ, que requer maiores 

investigações através do uso de sondas moleculares e biológicas (Pavao & Traish, 2001).  

Recentemente várias variantes do gene REβ foram descritas, incluindo o 

polimorfismo RsaI, que é super-expresso em disfunções ovulatórias. Neste polimorfismo 

ocorre a troca de bases guanina por adenina na posição do nucleotídeo 1082, no exon 5, do 

gene REβ. No entanto, faltam estudos genéticos sobre essas variantes. Tais informações 

poderiam ajudar no conhecimento sobre o papel do estrógeno na fisiologia e fisiopatologia 

do sistema reprodutivo masculino (Aschim et al., 2005). 

Aschim e colaboradores (2005) realizaram, pela primeira vez, estudo mostrando 

uma associação entre variantes genéticas do gene REβ e infertilidade masculina, e 
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constataram a freqüência do genótipo AG do polimorfismo RsaI aumentada em homens 

inférteis, comparado com grupo controle.  
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2- OBJETIVO GERAL 

 Analisar a freqüência alélica do polimorfismo RsaI do gene  receptor-β de 

estrógeno (REβ) com métodos genético-moleculares em pacientes masculinos e 

correlacionar com alterações no espermograma. 

 

2.1 Objetivos Específicos  

• Analisar os possíveis genótipos (AA, AG ou GG) do polimorfismo RsaI no 

gene (REβ) nos pacientes; 

• Pesquisar a correlação hábito de fumar, consumir bebida alcoólica, contato 

com xenobióticos e ter sido acometido por caxumba com alteração espermática; 

• Pesquisar a correlação hábito de fumar, consumir bebida alcoólica, contato 

com xenobióticos e ter sido acometido por caxumba com os genótipos do polimorfismo 

RsaI no gene (REβ). 
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3- JUSTIFICATIVA 

A infertilidade masculina idiopática precisar ser desvendada. O estudo dos 

receptores de estrógeno pode ajudar no desenvolvimento de melhores métodos de 

diagnóstico e na expansão dos conhecimentos sobre a espermatogênese. Apenas 

recentemente pesquisas identificaram genes envolvidos na regulação da espermatogênese. 

O conhecimento cada vez maior do genoma humano e dos genes que controlam a 

reprodução humana se torna fundamentais no estudo da fertilidade. 

Homens com diagnóstico de alterações no espermograma, correlacionado com 

infertilidade, deveriam passar por uma investigação pré-tratamento. Este passo é de grande 

importância visando posterior encaminhamento para técnicas de reprodução assistida.  

Com a utilização das técnicas como a injeção intra-citoplasmática de 

espermatozóide (ICSI) e fertilização in vitro (FIV), homens inférteis podem se tornar pais. 

Através dessas técnicas podem ser usados espermatozóides de indivíduos com síndromes 

ou translocações e obter crianças com doenças semelhantes ou mais graves que as dos pais. 

Isto precisa ser discutido com o casal que deve ser submetido a um exame de 

aconselhamento genético. Seguramente, a ICSI foi um grande acontecimento para a 

reprodução humana, mas esta técnica deve ser usada com parcimônia e sabedoria e o casal 

tem que participar das decisões, recebendo todas as informações.  
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4- MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Coleta de amostras 

 Foram coletadas amostras de sangue periférico (10mL) e/ou sêmen de 287 pacientes 

encaminhados ao Laboratório de Reprodução Humana do Hospital das Clínicas de Goiânia-

GO, com clínica de infertilidade idiopática. Foi motivo de exclusões pacientes com 

azoospermia obstrutiva ou tumores. Dados relativos aos pacientes incluindo nome, idade na 

época do diagnóstico, tabagismo, etilismo, contato com xenobióticos (agrotóxicos, 

combustíveis e material usado em fotocópia), atividade profissional, acometimento por 

caxumba, antecedentes familiares e filhos ou não, foram colhidos dos prontuários e/ou dos 

respectivos pacientes (através de um questionário – Anexo I) e anotados em formulários 

apropriados. Foi feita também a submissão a cada paciente do Termo de Consentimento 

Livre Esclarecido (Anexo II) e do Consentimento da participação da pessoa como sujeito 

(Anexo III), aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisas com seres humanos da 

Universidade Católica de Goiás CEP/UCG (347/2005) e pela Comissão Nacional de Ética 

em Pesquisa / Sistema Nacional de Informações Sobre Ética em Pesquisa envolvendo Seres 

Humanos CONEP/SISNEP (FR060948). 

 

4.2 Espermograma 

O sêmen foi analisado pela técnica estabelecida como padrão pela Organização 

Mundial da Saúde (WHO, 1999), no Laboratório de Reprodução Humana HC-UFG, pelos 

profissionais deste laboratório. Os pacientes estiveram em abstinência de 2 a 5 dias. A 

coleta foi realizada no próprio laboratório, em local apropriado. Após trinta minutos da 

coleta do sêmen, verificou-se a liquefação, o volume e o pH, e em seguida foi feito o exame 

microscópico para observação da motilidade na câmara de Makler, e a vitalidade com 
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eosina a 2% sob lamínula. Com a coloração rápida (panótico) faz-se a contagem 

morfológica, classificando os espermatozóides em normais ou anormais segundo os 

critérios da sociedade de urologia (Schiavini, 1999) e Organização Mundial da Saúde 

(WHO, 1999). 

 

4.3 Extração de DNA Genômico 

A análise molecular foi realizada no Núcleo de Pesquisas Replicon da Universidade 

Católica de Goiás. Para a extração de DNA genômico foi utilizado o Kit GFXTM 

(Amersham Pharmacia Biotech, EUA).  

 

4.4 Reação em cadeia da polimerase – PCR 

Foi realizada PCR alelo-específica nas amostras de DNA de cada paciente para detectar 

as variantes do polimorfismo RsaI do gene REβ. Duas reações por paciente foram 

realizadas, uma utilizando primer específico para a variante polimórfica “A” e uma 

utilizando primer específico para a variante do tipo selvagem “G”, cada reação feita 

juntamente com primers controles. Os primers (Tabela I) utilizados foram sugeridos por 

Aschim e colaboradores (2005).  

As condições da PCR foram estabelecidas para gerar tanto um fragmento controle e um 

mais curto, banda alelo-específica, na presença da variante; e só o fragmento controle na 

sua ausência da variante. 

Portanto os possíveis resultados dos genótipos do polimorfismo RsaI do gene REβ 

que podem ser encontrados com o uso dos primers propostos por Aschim e colaboradores 

(2005) são AA, AG ou GG.  
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Tabela I: Seqüência dos primers e tamanho esperado dos fragmentos. 

Primer Seqüência (5’- 3’) 
Tamanho do fragmento, pares de 

bases (bp) 

RsaI Fw 
ACT TGC CAT TCT GTC TCT ACA 

 

RsaI Rev Controle 
CAC AGG ACC CTG AAT CCT 409 (controle) 

RsaI RevA 
AGC TCT CCA AGA GCC GT 127 (variante A) 

RsaI RevG 
AGC TCT CCA AGA GCC GC 127 (variante G) 

FONTE: Aschim et al. (2005). 
 

O protocolo usado para a amplificação está especificado na Tabela II e o protocolo 

de termociclagem está especificado na Tabela III.  

Para a análise dos produtos obtidos pela PCR, o material amplificado foi submetido 

à eletroforese em gel de agarose a 1,5% em solução tampão Tris-borato de EDTA (TBE) a 

1x. O gel foi submetido a um campo elétrico constante de 10 V/cm por um período de 1 

hora aproximadamente. Os géis foram corados com brometo de etídio a 5 µg/ml, por um 

período de 20 minutos. O registro visual do gel foi feito com o auxílio de um sistema de 

vídeo-documentação (Image Master VDS® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA).   

 

4.5 Análise estatística 

A comparação da distribuição das idades entre os grupos de pacientes alterados e 

normais quanto ao espermograma foi feita usando o teste U Mann Whitney. As freqüências 

dos genótipos do polimorfismo RsaI do gene receptor-β de estrógeno (REβ) foram 

comparadas com as alterações espermáticas usando o teste Exato de Fisher. As freqüências 

dos pacientes com alteração espermática foram com as variáveis (hábito de fumar, ingestão 

de bebida alcoólica, contato com xenobióticos e acometimento por caxumba) usando o teste 
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Qui-Quadrado. Estes testes estatísticos foram feitos com o auxílio do software Bioestat 

(versão 5.0, Fonte: biocistron.blogspot.com/) 

 
 
Tabela II:  Protocolo para amplificação do polimorfismo RsaI do gene REβ (RsaI variante 
A, RsaI variante G). 

REAGENTES [ ] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA 

RsaI variante A 

Tampão 1X 2,5 µL 

MgCl2 (50mM) 1,5 mM 1,5 µL 

dNTPs 1,25 mM de cada 1 µL de cada = 4 µL 

Taq polimerase 5 U/µL 2,5 U/µL 0,2 µL 

Primer Fw 20 pMol 0,5 µL 

Primer Rev controle 20 pMol 0,5 µL 

Primer Rev A 20 pMol 0,5 µL 

H2O Mili Q --- 13,3 µL 

DNA amostra 200 ng/µL 2 µL 

Volume final 25 µµµµL 

RsaI variante G 

Tampão 1X 2,5 µL 

MgCl2 (50mM) 1,5 mM 1,5 µL 

dNTPs 1,25 mM de cada 1 µL de cada = 4 µL 

Taq polimerase 5 U/µL 2,5 U/µL 0,2 µL 

Primer Fw 20 pMol 0,5 µL 

Primer Rev controle 20 pMol 0,5 µL 

Primer Rev G 20 pMol 0,5 µL 

H2O Mili Q --- 13,3 µL 

DNA amostra 200 ng/µL 2 µL 

Volume final 25 µµµµL 



 34

Tabela III:  Protocolo de Termociclagem para amplificação dos primers. 
 Temperatura (ºC) Tempo (minutos) Ciclos 

Desnaturação 96ºC 3 1 

 

Amplificação cíclica 

96ºC 

58ºC 

72ºC 

1 

30 segundos 

3 

 

35 

Extensão final 72ºC 7 1 

Armazenamento 4ºC   
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5- RESULTADOS 

 
A média de idade observada nos pacientes alterados segundo o laudo de 

espermograma é 35,11 (DP ± 7,81), próxima à média obtida dos pacientes normais quanto 

ao espermograma que é 33,71 (DP ± 9,9). Utilizando o teste U Mann Whitney, teste de 

normalidade de variáveis, o valor P é maior que 0,05 indicando que a diferença das idades 

entre os grupos não é estatisticamente significante, comprovando assim a homogeneidade 

entre as idades dos grupos de pacientes alterados e normais segundo espermograma (Tabela 

IV). 

Tabela IV:  Comparação das idades dos pacientes normais e alterados quanto ao 
espermograma. 

 

 

As freqüências fenotípicas, segundo o laudo do espermograma, observadas dentre 

os pacientes normais foram de 43,9% (126/287) e no grupo de pacientes com alteração no 

laudo foram 56,1% (161/287). Sendo que 15,3% (44/287) dos pacientes alterados são 

azoospérmicos, 15% (43/287) são oligozoospérmicos, 10,1% (29/287) apresentaram 

astenozoospermia e 15,7% (45/287) apresentaram teratozoospermia (Tabela V). 

As freqüências genotípicas do gene receptor β de estrógeno (REβ) nos pacientes 

normais para o espermograma foram 2,38% (3/126) do genótipo AG e 97,62% (123/126) 

do genótipo GG. Nos pacientes com alterações no espermograma, 9,94% (16/161) são do 

genótipo AG e 90,06% (145/161) são do genótipo GG. 

Grupo N Idade Média DP P α 

Normais 126 33,71 9,9 

Alterados 161 35,11 7,81 

0,087 

α Valor P do Teste U Mann Whitney. 
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Tabela V: Distribuição fenotípica dos pacientes estudados baseado no laudo do espermograma. 

Laudo do Espermograma N (%) 

Normal  126 (43,9) 

Alterados   161 (56,1) 

 Azoospermia 44 (15,3) 

 Oligozoospermia 43 (15,0) 

 Astenozoospermia 29 (10,1) 

 Teratozoospermia 45 (15,7) 

Total  287 (100%) 

 

Não foi encontrado genótipo AA em nenhum dos grupos estudados. Houve a 

constatação que a freqüência do genótipo heterozigoto do polimorfismo RsaI AG nos 

pacientes alterados é cerca de quatro vezes maior do que no grupo com espermograma 

normal, sendo P = 0,01 (Tabela VI). 

 
Tabela VI:  Distribuição dos genótipos AA, AG e GG do polimorfismo RsaI entre os 
pacientes normais e alterados segundo espermograma. 

RsaI  

AA AG GG P α Diagnóstico 

N  % N  % N  % 
 

Normal (n = 126) 0  0 3  2,38 123  97,62 

Alterado (n = 161) 0 0 16  9,94 145  90,06 

0,01 

α Valor P do Teste Exato de Fisher. Genótipo polimórfico AG versus genótipo GG dos pacientes com 
alteração, comparado com os normais. 

 

Foram analisadas as freqüências genotípicas do gene REβ para cada tipo de 

alteração encontrada no espermograma (Tabela VII). Nos azoospérmicos (44) foi 
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constatado 11,36% (5/44) com genótipo AG e 88,64% (39/44) com genótipo GG. No grupo 

dos pacientes oligozoospérmicos (43) foi constatado 6,98% (3/43) com genótipo AG e 

93,02% (40/43) com genótipo GG. No grupo com astenozoospermia 100% (29) têm o 

genótipo GG. Nos pacientes com teratozoospermia (45) foi constatado que 17,79% (8/45) 

têm genótipo AG e 82,21% (37/45) têm genótipo GG.  O genótipo AA para o polimorfismo 

RsaI do gene receptor β de estrógeno (REβ) não foi encontrado em nenhum dos pacientes 

estudados (Tabela VII). 

 

 

RsaI 

Diagnóstico 

AA (%) AG (%) GG (%) 

P α 

Normal (n = 126) 0 (0) 3 (2,38) 123 (97,62)  

Azoospermia (n = 44) 0 (0) 5 (11,36) 39 (88,64) 0,020 

Oligozoospermia (n = 43) 0 (0) 3 (6,98) 40 (93,02) 0,330 

Astenozoospermia (n = 29) 0 (0) 0 (0) 29 (100) 1,000 

Alterados 

Teratozoospermia (n = 45) 0 (0) 8 (17,79) 37 (82,21) 0,001 

α Valor P do Teste Exato de Fisher. Genótipo polimórfico AG versus genótipo GG dos pacientes com 
alteração, comparado com os normais. 

 

Houve significância estatística (P < 0,05), pelo teste de Exato de Fisher, para os 

grupos dos azoospérmicos, sendo P = 0,020. A freqüência do genótipo polimófico AG do 

gene β receptor de estrógeno (REβ) nos pacientes com azoospermia é aproximadamente 

cinco vezes maior do que no grupo normal. A freqüência do genótipo AG nos pacientes 

com teratozoospermia é aproximadamente 7,5 vezes maior do que no grupo normal, sendo 

significante estatisticamente já que P = 0,001. Não houve significância estatística para os 

Tabela VII:  Distribuição dos genótipos AA, AG e GG do polimorfismo RsaI entre os pacientes normais e 
entre cada tipo de alteração encontrada no espermograma. 
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astenozoospérmicos (P = 1,000), já que em nenhum dos pacientes deste grupo foi 

encontrado o genótipo polimórfico AG.  Nos oligozoospérmicos a freqüência do genótipo 

AG é aproximadamente três vezes maior que a freqüência do genótipo AG do grupo 

normal, entretanto não tem significância estatística, sendo P = 0,330 (Figura 6, Tabela VII). 

 

 

 

Dos 287 pacientes cujas amostras foram estudadas 74,6% (214/287) responderam ao 

questionário sobre hábitos de fumar, ingerir bebida alcoólica, contato com xenobióticos e 

também histórico de ter tido caxumba, feito no ato da coleta, sendo 40% (85/214) com 

espermograma normal e 60% (129/214) com espermograma alterado. Foi feita uma 

correlação entre o laudo do espermograma e os itens do questionário (Tabela VIII).  

Dentre os pacientes que apresentaram espermograma normal, 18,8% (16/85) fumam 

e 81,2% (69/85) não praticam este hábito. Dentre os pacientes com alteração espermática 

16,3% (21/129) praticam ou praticaram o hábito de fumar e 83,7% (108/129) nunca 

fumaram. A diferença das freqüências de fumantes, entre normais e com alteração no 

espermograma, não é estatisticamente significativa, sendo P = 0,766. 

Frequência do genótipo RsaI AG  

 Teratozoospermia 

 Astenozoospermia 

Normal

0 4 8 12 16 20 

Azoospermia 
 

Oligozoospermia 
 

α 

α 

Figura 6: Freqüência do genótipo RsaI AG. Proporção do RsaI AG nos diferentes grupos.  α Grupo com 
diferença estatística significante comparada ao grupo normal. 
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Tabela VIII:  Comparação entre o laudo do espermograma com hábitos de fumar e ingerir bebida alcoólica, 
caxumba e contato com xenobióticos. 

Normal  Alterados  

Grupos 

N % N % 

P α 

Fuma     

 Sim  
16 18,8  21  16,3 

 Não 
69 81,2 108  83,7 

0,766 

 Total 
85 129  

Bebe  
   

 Sim  
41 48,3 59 45,7 

 Não 
44 51,7 70 54,3 

0,827 

 Total  
85 129  

Caxumba  
   

 Sim  
46 54,1 59 45,7 

 Não 
39 45,9 70 54,3 

0,289 

 Total  
85 129  

Xenobióticos  
   

 Sim  
30 35,3 42 32,6 

 Não 
55 64,7 87 67,4 

 Total  
85 129 

0,789 

α Valor P do Teste Qui-Quadrado. Pacientes com espermograma normal versus pacientes com espermograma 
alterado que responderam ‘Sim’, comparado com os pacientes que responderam ‘Não’, para cada uma das 
variáveis. 
 

 Dentre os pacientes normais, segundo laudo do espermograma, 48,3% (41/85) 

ingerem bebida alcoólica e 51,7% (44/85) não ingerem. E aqueles com alteração no 

espermograma 45,7% (59/129) bebem e 54,3% (70/129) não bebem. Sendo o valor P = 

0,827 a diferença das freqüências de pacientes que ingerem bebida alcoólica, entre normais 

e com alteração no espermograma, não é estatisticamente significativa neste estudo.  
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Quanto a ter sido acometido por caxumba, 54,1% (46/85) dos pacientes normais 

quanto ao espermograma tiveram a doença e 45,9% (39/85) não tiveram. Já com os 

pacientes alterados quanto ao espermograma, 45,7% (59/129) tiveram a doença e 54,3% 

(70/129) não tiveram caxumba. Neste estudo não há significância estatística na diferença 

entre as freqüências de pacientes que já tiveram a doença no grupo com alteração 

espermática comparado com o grupo dos normais segundo espermograma, sendo P = 

0,289. 

Dentre os pacientes com espermograma normal, 35,3% (30/85) tiveram contato com 

xenobióticos e 64,7% (55/85) não tiveram. No grupo dos pacientes com teste espermático 

alterado, 32,6% (42/129) tiveram contato com xenobióticos e 67,4% (87/129) não tiveram. 

Sendo o valor P = 0,767, a diferença das freqüências de pacientes que tiveram contato com 

xenobióticos, entre normais e com alteração no espermograma, não é estatisticamente 

significativa neste estudo.  

A correlação entre os genótipos do polimorfismo RsaI encontrados nas amostras de 

DNA analisadas (AG e GG) com o hábito de fumar, ingerir bebida alcoólica, ter contato 

com xenobióticos e com o fato de já ter sido acometido por caxumba está demonstrada na 

Tabela IX. 

Dentre os pacientes fumantes, 13,5% (5/37) são do genótipo AG e 86,5% (32/37) 

apresentaram genótipo GG. Dentre os pacientes não fumantes 5,1% (9/177) são do genótipo 

AG e 94,9% (168/177) são GG. A freqüência do genótipo AG do polimorfismo RsaI é 

aproximadamente duas vezes maior em fumantes comparada com a freqüência em não 

fumantes. Mas essa diferença não tem significância estatística, sendo P = 0,136. 

Tabela IX: Correlação dos genótipos do polimorfismo RsaI AG e GG do gene REβ com o 
hábito de fumar, ingerir bebida alcoólica, caxumba e xenobióticos.  

Variáveis / Genótipos AG GG P α 
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N % N % 

Fuma 
 

   

 Sim (n = 37) 5 13,5 32 86,5 

 Não (n = 177) 9  5,1 168 94,9 

0,136 

Bebe     

 Sim (n = 100) 6  6 94 94 

 Não (n = 114) 8  7 106 93 

0,790 

Caxumba     

 Sim (n = 105) 7  6,7 98 93,3 

 Não (n = 109) 7 6,4 102 93,6 

1,000 

Xenobióticos     

 Sim (n = 72) 6 8,3 66 91,7 

 Não (n = 142) 8  5,6 134 94,4 

0,559 

α Valor P do Teste Exato de Fisher. Genótipo polimórfico AG versus genótipo tipo selvagem GG dos 
pacientes que responderam ‘Sim’, comparado com os pacientes que responderam ‘Não’, para cada uma das 
variáveis. 
  

  No grupo de pacientes que ingerem bebida alcoólica, 6% (6/100) são do genótipo 

AG para o polimorfismo estudado e 94% (94/100) são do genótipo GG. Dentre os pacientes 

que não bebem 7% (8/114) são AG e 93% (106/114) são GG quanto ao genótipo. As 

freqüências do genótipo AG são aproximadamente iguais entre aqueles que bebem e 

aqueles que não bebem, sendo P = 0,790, não havendo diferença estatisticamente 

significativa na relação entre os genótipos do polimorfismo RsaI e o hábito de ingerir 

bebida alcoólica nos pacientes estudados.  

Dentre os pacientes analisados que tiveram caxumba, 6,7% (7/105) apresentam 

genótipo AG e 93,3% (98/105) apresentaram genótipo GG. Quanto aos pacientes que não 
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tiveram a doença, 6,4% (7/109) são AG e 93,6 (102/109) são GG quanto ao genótipo. As 

freqüências do genótipo AG são aproximadamente iguais entre aqueles que tiveram 

caxumba comparada com aqueles que não tiveram a doença, por isso P = 1,000, não 

havendo diferença estatisticamente significativa na relação entre os genótipos do 

polimorfismo RsaI e a doença nos pacientes cujas amostras de DNA foram estudadas. 

No grupo de pacientes que tiveram contato com xenobióticos, 8,3% (6/72) 

apresentaram genótipo AG e 91,7% (66/72) apresentaram GG. Já no grupo de pacientes que 

não tiveram contato com xenobióticos, 5,6% (8/142) apresentaram genótipo AG e 94,4% 

(134/142) apresentaram genótipo GG.  Não há diferença estatisticamente significativa entre 

os genótipos do polimorfismo RsaI na relação com o contato com xenobióticos nos 

pacientes cujas amostras de DNA foram estudadas, sendo P = 0,559. 

A comparação das variáveis: hábito de fumar, ingerir bebida alcoólica, ter caxumba 

e contato com xenobiótico com os genótipos do polimorfismo RsaI do gene REβ 

encontrados no estudo para cada grupo classificado (normal ou alterado) segundo o laudo 

do espermograma foi realizada (Tabela X). 

Dentre os pacientes fumantes com espermograma normal, 0% (0/16) tem o genótipo 

AG e 100% (16/16) apresentaram genótipo GG. Dentre os pacientes não fumantes com 

espermograma normal 1,5% (1/69) são do genótipo AG e 98,5% (68/69) são GG. As 

freqüências do genótipo AG são relativamente próximas entre os fumantes e não fumantes, 

normais quanto ao espermograma, por isso P = 1,000. Não há, portanto significância 

estatística na diferença entre os genótipos do polimorfismo RsaI e o hábito de fumar nos 

pacientes com espermograma normal deste estudo. 



 43

Tabela X: Comparação das variáveis: hábito de fumar, ingerir bebida alcoólica, ter 
caxumba e contato com xenobiótico com os genótipos do polimorfismo RsaI GG e AG do 
gene REβ para cada grupo classificado (normal ou alterado) quanto ao laudo do 
espermograma. 

Fuma Bebe Caxumba Xenobiótico 

Grupos /  
Variáveis 

Sim (%) Não (%) Sim (%) Não (%) Sim (%) Não (%) Sim (%) Não (%) 

GG  16 (100) 68 (98,5) 41 (100) 43 (97,7) 46 (100) 38 (97,4) 29 (96,7) 55 (100) 

AG  0 (0) 1 (1,5) 0 (0) 1 (2,3) 0 (0) 1 (2,6) 1 (3,3) 0 (0) 

Total 16 69 41 44 46 39 30 55 

N
or

m
al

 

P α 1,000 1,000 0,458 0,353 

GG  16 (76,2) 100 (92,6) 53 (89,8) 63 (90) 52 (88,1) 64 (91,4) 37 (88) 79 (90,8) 

AG  5 (23,8) 8 (7,4) 6 (10,2) 7 (10) 7 (11,9) 6 (8,6) 5 (12) 8 (9,2) 

Total 21 108 59 70 59 70 42 87 A
lte

ra
d

os
 

P α 0,038 0,784 0,570 0,756 

α Valor P do Teste Exato de Fisher. Pacientes que responderam ‘Sim’ com polimórfico AG versus os 
pacientes que responderam ‘Não’com polimórfico AG, comparado com os pacientes com genótipo 
polimórfico GG, para cada uma das variáveis. 

  

No grupo de pacientes que ingerem bebida alcoólica com espermograma normal, 

0% (0/41) é do genótipo AG para o polimorfismo estudado e 100% (41/41) são do genótipo 

GG. Dentre os pacientes que não bebem com espermograma normal, 2,3% (1/44) são AG e 

97,7% (43/44) são GG quanto ao genótipo. Dentre os pacientes normais quanto ao 

espermograma, as freqüências do genótipo AG são relativamente próximas entre os que 
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bebem e os que não bebem, por isso P = 1,000. Não há, portanto diferença estatisticamente 

significativa entre os genótipos do polimorfismo RsaI e o hábito de ingerir bebida alcoólica 

nos pacientes com espermograma normal deste estudo.  

Dentre os pacientes que tiveram caxumba com espermograma normal, 0% (0/46) 

apresentou genótipo AG e 100% (46/46) apresentaram genótipo GG. Quanto aos pacientes 

que não tiveram a doença, 1,6% (1/39) são AG e 97,4% (38/39) são GG quanto ao 

genótipo. A diferença entre as freqüências do genótipo AG entre aqueles que tiveram 

caxumba comparada com aqueles que não tiveram a doença não é estatisticamente 

significativa nos pacientes cujos espermogramas são normais neste estudo, sendo P = 

0,458. 

Dentre os pacientes normais quanto ao espermograma que tiveram contato com 

xenobióticos, 3,3% (1/30) apresentou genótipo AG e 96,7% (29/30) apresentaram genótipo 

GG. Quanto aos pacientes que não tiveram contato com xenobióticos, 0% (0/55) é AG e 

100% (55/55) são GG quanto ao genótipo. A diferença entre as freqüências do genótipo AG 

entre aqueles que tiveram e não tiveram contato com xenobióticos não tem significância 

estatística, nos pacientes cujos espermogramas são normais, neste estudo, sendo P = 0,353. 

Dentre os pacientes fumantes com espermograma alterado, 23,8% (5/21) tem o 

genótipo AG e 76,2% (16/21) apresentaram genótipo GG. Dentre os pacientes não 

fumantes com espermograma alterado 7,4% (8/108) são do genótipo AG e 92,6% (100/108) 

são do genótipo GG. A freqüência do genótipo AG do polimorfismo RsaI do gene REβ nos 

fumantes com espermograma alterado é três vezes maior que nos não fumantes com 

espermograma alterado. Esta diferença é estatisticamente significante, sendo P = 0,038. 

No grupo de pacientes que ingerem bebida alcoólica com espermograma alterado, 

10,2% (6/59) são do genótipo AG e 89,8% (53/59) são do genótipo GG. Dentre os 

pacientes que não bebem com espermograma alterado, 10% (7/70) são AG e 90% (63/70) 
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são GG quanto ao genótipo. As freqüências do genótipo AG são relativamente próximas 

entre os que bebem e os que não bebem, alterados quanto ao espermograma, sendo P = 

0,784. Não há, portanto significância estatística na diferença entre os genótipos do 

polimorfismo RsaI no hábito de ingerir bebida alcoólica nos pacientes com espermograma 

alterado deste estudo.  

Dentre os pacientes que tiveram caxumba com espermograma alterado, 11,9% 

(7/59) apresentou genótipo AG e 88,1% (52/59) apresentaram genótipo GG. Quanto aos 

pacientes que não tiveram a doença e com espermograma alterado, 8,6% (6/70) são AG e 

91,4% (64/70) são GG quanto ao genótipo. A pequena diferença entre as freqüências do 

genótipo AG entre aqueles que tiveram caxumba comparada com aqueles que não tiveram a 

doença não é estatisticamente significativa nos pacientes cujos espermogramas são 

alterados neste estudo, sendo P = 0,570. 

Dentre os pacientes que tiveram contato com xenobióticos com alteração no 

espermograma, 12% (5/42) apresentaram genótipo AG e 88% (37/42) apresentaram 

genótipo GG. Quanto aos pacientes que não tiveram contato com xenobióticos, 9,2% (8/87) 

é AG e 90,8% (79/87) são GG quanto ao genótipo. A diferença entre as freqüências do 

genótipo AG entre aqueles que tiveram e não tiveram contato com xenobióticos não tem 

significância estatística, nos pacientes cujos espermogramas são alterados neste estudo, 

sendo P = 0,756. 

 Foi realizada uma comparação das variáveis: hábito de fumar, ingerir bebida 

alcoólica, ter caxumba e contato com xenobióticos, com os genótipos do polimorfismo RsaI 

encontrados no estudo para cada uma das alterações segundo o laudo do espermograma 

(Tabela XI). 
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Tabela XI: Comparação das variáveis: hábito de fumar, ingerir bebida alcoólica, ter 
caxumba e contato com xenobiótico com os genótipos do polimorfismo RsaI (GG e AG) 
para cada alteração quanto ao laudo do espermograma. 

Fuma Bebe Caxumba Xenobiótico 
Grupos / 

 Variáveis 
Sim (%) Não (%) Sim (%) Não (%) Sim (%) Não (%) Sim (%) Não (%) 

GG  1 (33,3) 27 (93,1) 8 (80) 20 (90,9) 11 (84,6) 17 (89,5) 5 (100) 23 (85,2) 

AG  2 (66,7) 2 (6,9) 2 (20) 2 (9,1) 2 (15,4) 2 (10,5) 0 (0) 4 (14,8) 

Total 3 29 10 22 13 19 5 27 

A
zo

o 

P α 0,035 0,572 1,000 0,593 

GG  6 (85,7) 23 (92) 15 (93,7) 14 (87,5) 12 (92,3) 17 (89,5) 10 (77) 19 (100) 

AG  1 (14,3) 2 (8) 1 (6,3) 2 (12,5) 1 (7,7) 2 (10,5) 3 (23) 0 (0) 

Total 7 25 16 16 13 19 13 19 

O
lig

o 

P α 0,993 1,000 1,000 0,058 

GG  3 (100) 21 (100) 10 (100) 14 (100) 12 (100) 12 (100) 12 (100) 12 (100) 

AG  0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Total 3 21 10 14 12 12 12 12 A
st

en
o 

P α 1,000 1,000 1,000 1,000 

GG  6 (75) 29 (87,9) 20 (87) 15 (83,3) 17 (81) 18 (90) 10 (83,3) 25 (86,2) 

AG  2 (25) 4 (12,1) 3 (13) 3 (16,4) 4 (19) 2 (10) 2 (16,7) 4 (13,8) 

Total 8 33 23 18 21 20 12 29 T
er

at
o 

P α 0,577 1,000 0,662 0,995 

Legenda: Azoo: azoospermia, Oligo: oligozoospermia, Asteno: astenozoospermia, Terato: teratozoospermia.  
α Valor P do teste Exato de Fisher. 

 

No grupo dos pacientes fumantes com azoospermia, 66,7% (2/3) tem o genótipo AG 

e 33,3% (1/3) apresentaram genótipo GG. Dentre os pacientes não fumantes com 



 47

azoospermia, 6,9% (2/29) são do genótipo AG e 93,1% (27/29) são do genótipo GG. A 

freqüência do genótipo AG do polimorfismo RsaI do gene REβ nos fumantes com 

azoospermia é aproximadamente 9,7  vezes maior que nos não fumantes com azoospermia. 

Esta diferença é estatisticamente significante, sendo P = 0,035. 

No grupo de pacientes que ingerem bebida alcoólica com azoospermia, 20% (2/10) 

são do genótipo AG e 80% (8/10) são do genótipo GG. Dentre os pacientes que não bebem 

com azoospermia, 9,1% (2/22) são AG e 90,9% (20/22) são GG quanto ao genótipo. A 

freqüência do genótipo AG nos pacientes que bebem com azoospermia é aproximadamente 

duas vezes maior do que a freqüência do genótipo AG dos pacientes que não bebem com 

azoospermia, mas essa diferença não é estatisticamente significativa, sendo P = 0,572. 

Dentre os pacientes que tiveram caxumba com azoospermia, 15,4% (2/13) 

apresentou genótipo AG e 84,6% (11/13) apresentaram genótipo GG. Quanto aos pacientes 

que não tiveram a doença e com azoospermia, 10,5% (2/19) são AG e 89,5% (17/19) são 

GG quanto ao genótipo. A pequena diferença entre as freqüências do genótipo AG nos 

pacientes que tiveram caxumba comparada com aqueles que não tiveram a doença não é 

significativa estatisticamente para os pacientes azoospérmicos deste estudo, sendo P = 

1,000. 

Dentre os pacientes que tiveram contato com xenobióticos com azoospermia 0% 

(0/5) apresentou genótipo AG e 100% (5/5) apresentaram genótipo GG. Quanto aos 

pacientes que não tiveram contato com xenobióticos com azoospermia, 14,8% (4/27) é AG 

e 85,2% (23/27) são GG quanto ao genótipo. A diferença entre as freqüências do genótipo 

AG entre aqueles azoospérmicos que tiveram e não tiveram contato com xenobióticos não é 

estatisticamente significativa neste estudo, sendo P = 0,593. 

Dentre os pacientes fumantes com oligozoospermia, 14,3% (1/7) tem o genótipo AG 

e 85,7% (6/7) apresentaram genótipo GG. Dentre os pacientes não fumantes com 
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oligozoospermia 8% (2/25) são do genótipo AG e 92% (23/25) são GG. A diferença entre 

as freqüências do genótipo AG do polimorfismo RsaI nos fumantes e não fumantes, com 

oligozoospermia, não é significativa estatisticamente nos pacientes deste estudo, sendo P = 

0,993.                                 

 No grupo de pacientes que ingerem bebida alcoólica com oligozoospermia, 6,3% 

(1/16) são do genótipo AG para o polimorfismo estudado e 93,7% (15/16) são do genótipo 

GG. Dentre os pacientes que não bebem com oligozoospermia, 12,5% (2/16) são AG e 

87,5% (14/16) são GG quanto ao genótipo. A diferença entre as freqüências do genótipo 

AG do polimorfismo RsaI no pacientes com oligozoospermia que bebem e não bebem não 

é estatisticamente significativa, sendo P = 1,000. 

Dentre os pacientes que tiveram caxumba com oligozoospermia, 7,7% (1/13) 

apresentou genótipo AG e 92,3% (12/13) apresentaram genótipo GG. Quanto aos pacientes 

que não tiveram a doença e com oligozoospermia, 10,5% (2/19) são AG e 89,5% (17/19) 

são GG quanto ao genótipo. A pequena diferença nas freqüências do genótipo AG e GG do 

polimorfismo RsaI entre os pacientes que tiveram caxumba comparada com aqueles que 

não tiveram a doença não é estatisticamente significativa nos pacientes oligozoospérmicos, 

sendo P = 1,000. 

Dentre os pacientes que tiveram contato com xenobióticos com oligozoospermia 

23% (3/13) apresentou genótipo AG e 77% (10/13) apresentaram genótipo GG. Quanto aos 

pacientes que não tiveram contato com xenobióticos com oligozoospermia, 0% (0/19) é AG 

e 100% (19/19) são GG quanto ao genótipo. A freqüência do genótipo AG do polimorfismo 

RsaI nos pacientes oligozoospérmicos que tiveram contato com xenobióticos é vinte e três 

vezes maior que a  freqüência de AG nos pacientes oligozoospérmicos que não tiveram 

contato com xenobióticos. Apesar de existir uma grande diferença entre as freqüências do 

genótipo AG, esta diferença não é estatisticamente significante, sendo P = 0,058. 
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Todos os pacientes astenozoospérmicos são GG quanto ao genótipo, assim sendo 

nenhum paciente com esta alteração é do genótipo AG, por isso as freqüências genotípicas 

AG e GG para cada uma das variáveis serão sempre iguais, 0% e 100% respectivamente e o 

valor de P será sempre 1,000. Portanto não haverá diferença estatística nas freqüências dos 

genótipos do polimorfismo RsaI nos pacientes astenozoospérmicos estudados. 

Dentre os pacientes fumantes com teratozoospermia, 25% (2/8) tem o genótipo AG 

e 75% (6/8) apresentaram genótipo GG. Dentre os pacientes não fumantes com 

teratozoospermia 12,1% (4/33) são do genótipo AG e 87,9% (29/33) são do genótipo GG. 

A freqüência do genótipo AG nos teratozoospérmicos fumantes é aproximadamente duas 

vezes maior que nos não fumantes. A diferença entre essas freqüências do genótipo AG do 

polimorfismo RsaI nos fumantes e não fumantes, com teratozoospermia, não é 

estatisticamente significativa nos pacientes deste estudo, sendo P = 0,577.                       

No grupo de pacientes que ingerem bebida alcoólica com teratozoospermia, 13% 

(3/23) são do genótipo AG para o polimorfismo estudado e 87% (20/23) são do genótipo 

GG. Dentre os pacientes que não bebem com teratozoospermia, 16,4% (3/18) são AG e 

83,3% (15/18) são GG quanto ao genótipo. A diferença entre as freqüências do genótipo 

AG do polimorfismo RsaI no pacientes com teratozoospermia que bebem e não bebem não 

é estatisticamente significativa, sendo P = 1,000.           

Dentre os pacientes que tiveram caxumba com teratozoospermia, 19% (4/21) 

apresentou genótipo AG e 81% (17/21) apresentaram genótipo GG. Quanto aos pacientes 

que não tiveram a doença e com teratozoospermia, 10% (2/20) são AG e 90% (18/20) são 

GG quanto ao genótipo. A diferença nas freqüências do genótipo AG e GG do 

polimorfismo RsaI entre os pacientes que tiveram caxumba comparada com aqueles que 

não tiveram a doença não é estatisticamente significativa nos pacientes teratozoospermia, 

sendo P = 0,662. 
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Dentre os pacientes que tiveram contato com xenobióticos com teratozoospermia 

16,7% (2/12) apresentou genótipo AG e 83,3% (10/12) apresentaram genótipo GG. Quanto 

aos pacientes que não tiveram contato com xenobióticos com teratozoospermia, 13,8% 

(4/29) é AG e 86,2% (25/29) são GG quanto ao genótipo. A diferença entre as freqüências 

do genótipo AG do polimorfismo RsaI nos teratozoospérmicos que tiveram e não tiveram 

contato com xenobióticos não é estatisticamente significativa neste estudo, sendo P = 

0,995. 
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6- DISCUSSÃO 
 
 

Estudos atuais têm demonstrado que aproximadamente 20% dos casais, ou seja, um 

em cada cinco casais, apresenta problemas de infertilidade, dentre estes, 40% dos casos se 

devem a fatores masculinos (Santos & Ortega, 2000) e estão ligados à produção dos 

espermatozóides. Além das causas masculinas, a infertilidade pode ter causa feminina, ou 

uma combinação de ambos, ainda há casos onde não há causas aparentes para o problema. 

Alterações genéticas podem estar envolvidas em alguns casos, sobretudo, quando se refere 

à infertilidade idiopática. Em cerca de 40% dos casos de infertilidade masculina, a causa 

não chega a ser identificada (Ruiz, 1996). 

O interesse no estudo das causas da infertilidade sempre foi grande, atualmente, 

porém, tem aumentado paralelamente ao desenvolvimento de novas tecnologias 

reprodutivas. O advento da fertilização in vitro e, principalmente, da injeção intra-

citoplasmática de espermatozóides têm permitido que homens com alto grau de 

infertilidade possam, finalmente, tornarem-se pais. 

Nos últimos anos o conhecimento sobre a etiologia genética da infertilidade tem 

ampliado graças aos avanços de novas tecnologias reprodutivas, pois diferentes 

anormalidades genéticas têm sido identificadas, sendo que atualmente representam uma 

parte considerável na etiologia deste problema (Maegawa & Centa, 2000).  

Apenas recentemente pesquisas identificaram genes envolvidos na regulação da 

espermatogênese. O conhecimento cada vez maior do genoma humano e dos genes que 

controlam a reprodução humana se tornam fundamentais no estudo da fertilidade (Lahn & 

Page, 1997). Pesquisas recentes mostram um crescente corpo de evidências sugerindo que o 

estrógeno deve ser adicionado à lista de hormônios envolvidos na regulação da 

espermatogênese, que é conhecida há muitos anos por ser regulada por FSH e andrógenos 
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(O’Donnell et al., 2001).  

Aschim e colaboradores (2005) realizaram, pela primeira vez, estudo mostrando 

uma associação entre variantes genéticas do gene receptor-β de estrógeno (REβ) e 

infertilidade masculina, e constataram a freqüência do genótipo AG do polimorfismo RsaI 

aumentada em homens inférteis, comparado com grupo controle.  

Em nosso estudo verificamos que a freqüência do genótipo RsaI AG do gene 

receptor-β de estrógeno (REβ) em homens com alteração espermática (azoospermia, 

oligozoospermia, astenozoospermia ou teratozoospermia) é cerca de quatro vezes maior 

que nos homens normais segundo o laudo do espermograma. Dentre as alterações 

espermáticas, foi constatado que a freqüência do genótipo RsaI AG do gene REβ é cerca de 

cinco vezes maior nos azoospémicos, aproximadamente 7,5  vezes maior nos 

teratozoospérmicos e três vezes maior nos oligozoospérmicos comparados aos normais 

segundo laudo do espermograma. Sendo que nos oligozoospérmicos não houve 

significância estatística, que pode ser devido ao baixo poder estatístico resultante de 

pequenas amostras. 

Estes dados estão em conformidade com a pesquisa feita por Aschim e 

colaboradores (2005), que relataram uma freqüência do genótipo RsaI AG do gene REβ três 

vezes maior em homens inférteis comparado com controles. No estudo de Aschim, os 

homens foram classificados, de acordo com o espermograma, observando apenas a 

alteração relativa ao número de espermatozóides, portanto não foi analisada a morfologia e 

a motilidade espermática. Neste estudo os homens foram classificados como inférteis por 

terem concentração espermática menor que 5 milhões/mL de ejaculado (oligozoospermia 

severa), e o grupo controle composto por aqueles com concentração espermática maior do 

que 5 milhões/mL de ejaculado, onde estariam também os oligospérmicos não severos com 

concentração espermática entre 5 e 20 milhões/mL de ejaculado.  
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Nossos achados estão em conformidade com a observação do aumento do risco de 

uma redução da qualidade do sêmen em homens expostos ao dietilestilbestrol, potente 

estrogênio, no útero (Gill et al., 1977). Além disso, estudos mostram que ocorre suspensão 

da espermatogênese quando os homens estão em terapia de estrogênio em longo prazo, 

antes de cirurgias de mudança de sexo (Schulze, 1988; Aschim et al., 2004), e portanto, 

parece plausível supor que uma maior exposição aos estrogênios dificulta a 

espermatogênese. Um outro papel direto de estrogênio na espermatogênese é indicado pela 

detecção de ERβ em células de Sertoli no testículo humano, bem como as células germinais 

(Saunders et al., 2001). 

Os mecanismos que envolvem a função alterada do gene REβ em indivíduos com 

genótipo AG do polimorfismo RsaI não são ainda elucidados. Uma mudança de G para A 

não leva a mudança de aminoácidos na proteína. Pode-se especular, no entanto, que esse 

polimorfismo está em desequilíbrio com outras variações genéticas que possam afetar sua 

expressão gênica ou função. Um estudo recente mostrou que o polimorfismo RsaI estava 

em desequilíbrio completo com um polimorfismo localizado pouco antes do éxon 8 do gene 

ERβ (Forsti et al., 2003). Isto pode potencialmente afetar o splicing deste éxon, levando a 

formação de uma proteína com propriedades diferentes da proteína do tipo selvagem 

(Ogawa et al., 1998; Peng et al., 2003). O polimorfismo RsaI poderia também ter um efeito 

direto através da mudança da seqüência nucleotídica e, assim, levar a  mudança na estrutura 

secundária do mRNA ERβ, possivelmente levando a alterações na síntese de mRNA, 

splicing, maturação, transportes, tradução, ou degradação (Shen et al., 1999; Iida & Akashi, 

2000). 

No nosso estudo verificamos também que a freqüência do genótipo AG do 

polimorfismo RsaI do gene REβ nos fumantes com espermograma alterado é três vezes 

maior que a freqüência em não fumantes com espermograma alterado. Dentro dessas 
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alterações espermáticas, foi constatado que a freqüência do genótipo RsaI AG do gene REβ 

é 9,7 vezes maior nos azoospémicos fumantes comparado com os azoospémicos não 

fumantes. 

A exposição a drogas e toxinas ambientais pode alterar a espermatogênese 

diretamente ou através do sistema endócrino. Pesticidas, sulfasalazina, nitrofurantoína, 

cimetidina, cafeína, nicotina, álcool e maconha têm sido indicados como agentes 

gonadotóxicos (Lipshultz, 1980). Embora os resultados dos estudos clínicos, que tentaram 

correlacionar o hábito de fumar como causador de infertilidade masculina, sejam 

heterogêneos, já existe evidência cumulativa suficiente para estabelecer esta relação, sendo 

o tabagismo responsável por alterações da motilidade e morfologia espermática, como 

depressor da espermatogênese (Thompson, 1994), além de alterações nos níveis hormonais 

(Vine, 1996). Pasqualotto e colaboradores (2006), que relataram que o hábito de fumar 

pode alterar os níveis hormonais séricos de testosterona e estradiol bem como alteração no 

DNA dos espermatozóides.  

Nossos estudo veio a contribuir com a escassa literatura referente à infertilidade 

masculina idiopática, por meio de um pioneirismo na análise do polimorfismo RsaI do gene 

REβ em grupos de homens estratificados em grupos, de acordo com cada uma das 

alterações que podem ocorrer no laudo do espermograma separadamente. Pesquisas 

comparando o tabagismo com infertilidade também são por vezes controversas e escassas. 

Nosso estudo foi o primeiro a ser realizado associando o polimorfismo RsaI do gene REβ 

com tabagismo. Muito ainda a respeito da infertilidade masculina precisa ser estudado e 

elucidado, principalmente no entendimento dos mecanismos genéticos que regem a 

fisiologia masculina humana. 

Atualmente, a maioria dos homens inférteis podem conceber com o advento de 

técnicas de reprodução assistida. Isto faz com que exames de detecção de 
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cromossomopatias e alterações genéticas se tornem fundamentais na investigação da 

infertilidade. Existem várias razões para que o rastreamento de homens inférteis seja feito 

como, por exemplo, o fato de que alguns distúrbios genéticos são incompatíveis com a 

fertilização, e também alterações genéticas implicam em um alto risco dos pais passarem a 

constituição genética alterada para os descendentes, tendo como conseqüências a 

infertilidade masculina ou anormalidades genéticas na prole. Este risco deve ser avaliado 

antes da tentativa de fertilização ser feita, porque a fertilização com um doador de sêmen 

pode ser uma alternativa melhor para muitos casais. 
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7- CONCLUSÃO 

• A freqüência do genótipo heterozigoto AG do polimorfismo RsaI do gene receptor-

β de estrógeno (REβ) nos pacientes alterados, segundo espermograma, é cerca de 

quatro vezes maior do que no grupo normal. 

• A freqüência do genótipo heterozigoto AG do polimorfismo RsaI do gene REβ nos 

pacientes com azoospermia é aproximadamente cinco vezes maior do que no grupo 

normal, segundo o laudo de espermograma. 

• A freqüência genótipo heterozigoto AG do polimorfismo RsaI do gene REβ nos 

pacientes com teratozoospermia é aproximadamente 7,5 vezes maior do que no 

grupo normal, segundo o laudo de espermograma. 

• A freqüência do genótipo heterozigoto AG do polimorfismo RsaI do gene REβ nos 

fumantes com espermograma alterado é três vezes maior que nos não fumantes com 

espermograma alterado.  

• A freqüência do genótipo heterozigoto AG do polimorfismo RsaI do gene REβ nos 

fumantes com azoospermia é aproximadamente 9,7 vezes maior que nos não 

fumantes com azoospermia.  
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ANEXOS 

 

Anexo I: 

 

QUESTIONÁRIO  

 

NOME: ____________________________________________________________ 

IDADE: ________________ 

FILHOS: (   ) SIM  (   ) NÃO 

QUANTOS:  MENINOS  (_____)  MENINAS (_____) 

DESTE CASAMENTO: (   ) SIM  (   ) NÃO 

TELEFONE:______________________  TEL. CONTATO: ___________________ 

N° PRONTUÁRIO: _____________________ 

N° PRONT. ESPOSA: ___________________ 

 

1. FUMA: (   ) SIM  (   ) NÃO 

QUANTO TEMPO: (   ) MAIS 10 ANOS  (   ) MENOS 10 ANOS 

QUANTOS CIGARROS: 5-10/DIA (    )  10-20/DIA(    )   20 OU MAIS (     ) 

2. BEBE: (   ) SIM  (   ) NÃO 

TODO DIA (    )  DE VEZ EM QUANDO (    ) 

VINHO (       ) CERVEJA (       ) CACHAÇA(       ) OUTROS______________ 

 1 COPO(     )   2-3 COPOS(      ) 3 OU + COPOS (            ) 

3. JÁ TRABALHOU COM: 

AGRICULTURA: (   ) SIM  (   ) NÃO  TEMPO: ___________ 

RAIO X: (   ) SIM  (   ) NÃO   TEMPO: ___________ 
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XEROX: (   ) SIM  (   ) NÃO   TEMPO: ___________ 

MINERAÇÃO: (   ) SIM  (   ) NÃO   TEMPO: ___________ 

OUTROS PRODUTOS PERIGOSOS: _______________________ 

4. DOENÇAS: 

CAXUMBA: (   ) SIM  (   ) NÃO______________ 

DIABETES: (   ) SIM (   ) NÃO 

5. ACIDENTES EM ESPORTES: (   ) SIM  (   ) NÃO 

 

6. QUEDA DE CAVALO: (   ) SIM (   ) NÃO  

HOUVE FERIMENTO NA ÁREA GENITAL: (   ) SIM  (   ) NÃO 

7. PACIENTE TEM OU TEVE: 

VARICOCELE: (   ) SIM  (   ) NÃO        CRIPTORQUIDIA: (   ) SIM  (   ) NÃO 

8. OPEROU: (   ) SIM  (   ) NÃO 

 

9. ESPOSA FEZ: 

LAQUEADURA: SIM (  ) NÃO (   ) 

TESTE PÓS-COITO: SIM (  ) NÃO (   )   

10. INDICAÇÃO CLÍNICA: ICSI (   )  FIV (   )  

 

ESPERMOGRAMA 

NÚMERO SPTZ: ___________x 106/mL 

MOTILIDADE: ____________ 

MORFOLOGIA: ___________ 

PH: ______________________ 
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LAUDO: _______________________________________ 

Oligospermia: < 20x106/ml 

Oligosp. Severa: < 5x106/ml 

Azoospermia: zero SPTZ 

Astenospermia: < 50% a + b 

Teratospermia: < 30% ovais 

 

COLETA DAS AMOSTRAS 

INICIAIS: ________________ N°:_____________ DATA: ________________________ 

SANGUE: __________ mL: _____________ ANTICOAGULANTE: ________________ 

TUBOS: ______________ 

SÊMEN: ______________ TUBOS: _____________ 

PROCESSAMENTO AMOSTRA: ____________________________________________ 

RESPONSÁVEL COLETA: _________________________________________________ 

OBS.:____________________________________________________________________

_________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________ 
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Anexo II 

 

PRÓ-REITORIA DE PÓS-GRADUAÇÃO E PESQUISA 
COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO 
 

Você está sendo convidado (a) para participar, como voluntário, em uma pesquisa. Após ser 
esclarecido (a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, 
assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do 
pesquisador responsável. Em caso de recusa você não será penalizado de forma alguma. 
Em caso de dúvida você poder procurar o Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Católica de Goiás pelos telefones 227-1071- Prof. Nivaldo ou Leonardo 
 
INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 
 
Título do Projeto: ANÁLISE DA INFERTILIDADE MASCULINA IDIOPÁTICA SOB 

ASPECTOS GENÉTICO-MOLECULARES 

Pesquisador Responsável: Dra. Katia Karina Verolli de O. Moura. 

Telefone para contato: 3227-1385  

 

Eu abaixo qualificado, após ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o 
resumo do projeto intitulado: ANÁLISES DA INFERTILIDADE MASCULINA 
IDIOPÁTICA SOB ASPECTOS GENÉTICO-MOLECULARES, (ABAIXO) realizado 
pelo Núcleo de Pesquisa Replicon da Universidade Católica de Goiás, DECLARO 
assumir, por espontânea vontade, livre de qualquer coação, a responsabilidade pela 
participação voluntária e gratuita, no grupo de pacientes integrantes da pesquisa. 
Estou ciente que o trabalho consiste na análise molecular e citogenética de amostras 
de sangue periférico e de sêmen, e que o mesmo será armazenado e utilizados em 
trabalhos posteriores mantendo o objetivo de complementar o meu diagnóstico de 
infertilidade. 

DECLARO que compreendi que a obtenção das amostras citadas acontecerá 
sob minha total ciência, e sob os procedimentos adequados pela equipe responsável 
pela pesquisa, sem qualquer prejuízo a minha pessoa e que será mantido o total sigilo 
dos resultados, que serão entregues apenas a mim ou responsável. 

Outrossim, tenho pleno conhecimento de que o material será utilizado apenas e 
tão somente para fins de pesquisa, além de autorizar, pelo presente, que os testes e os 
resultados sejam utilizados em estudos científicos, ressalvando o sigilo quanto ao meu 
nome, reservando-me o direito de conhecer ou não os resultados da referida pesquisa. 

 
• Nome do pesquisador:____________________________________________ 
• Assinatura do pesquisador:________________________________________ 
• Data: _________________ 
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Anexo III 

 
PRÓ-REITORIA DE PÓS-GRADUAÇÃO E PESQUISA 

COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
 
 
 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEIT O 
 
Eu, __________________________________________, RG nº_______________ CPF 
nº__________________ nº de prontuário ___________ nº de matrícula 
________________, abaixo assinado, concordo em participar do estudo 
_________________________________________________________________________, 
como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo 
pesquisador________________________________ sobre a pesquisa, os procedimentos 
nela envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha 
participação. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, 
sem e que isto leve a qualquer penalidade ou interrupção de meu 
acompanhamento/assistência/tratamento. 

 

Local e data____________________________________________________________ 
 
Nome do sujeito ou 
responsável:_____________________________________________________ 
 
Assinatura do sujeito ou 
responsável:_____________________________________________________ 
 
 
Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite 
do sujeito em participar 
 
Testemunhas (não ligada à equipe de pesquisadores): 
 
Nome:_______________________________  
Assinatura:___________________________ 
 
Nome:_______________________________  
Assinatura:___________________________ 
 
 
Observações complementares: 
_________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________
_____________________ 
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Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
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Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
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