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Resumo

Juchniuk de Vozzi, M S. Fatores genéticos na espermatogénese de homens inférteis.
2010, Tese (Doutorado) Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao

Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

A infertilidade masculina é responsavel por 50% dos casos de Fertilizagao in vitro,
sendo a maioria classificada como idiopatica. A analise do sémen para avaliacdo do
fator masculino constitui a primeira etapa de investigagdo de infertilidade.
Adicionalmente, a analise genética do espermatozodide fornece informacdo sobre
anormalidades cromossémicas numéricas e estruturais que conseguiram finalizar a
meiose sem serem detectadas pelos checkpoints meidticos. A apoptose é um tipo de
morte celular envolvida em diferentes passos da espermatogénese, primeiro na
puberdade, no inicio da espermatogénese e posteriormente nas génadas adultas,
controlando a espermatogénese normal. Vdrios estudos demonstraram que a
desregulamentacdo do processo de apoptose nas células germinativas pode resultar
em infertilidade masculina. O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a
segregacao meidtica e a freqliéncia de gametas apoptdticos em células germinativas
de homens oligozoospérmicos com diagndstico de infertilidade. Foram avaliadas
amostras de sémen de quinze homens inférteis (grupo |) e de sete homens normais
controles, com fertilidade comprovada (grupo IlI). Foi também realizado estudo
citogenético de sangue periférico dos dois grupos. Para avaliar a segregacdo meidtica
dos cromossomos 3, 13, 21, 22, X e Y foi utilizada a técnica de Hibridagdo in situ
fluorescente (FISH) em gametas descondensados e para avaliar a presenca de
apoptose foi detectada a externalizacdao de fosfatidilserina utilizando anexina V
marcada. O grupo de homens inférteis apresentou heteromorfismos do cromossomo 9
em 13,3 % dos caridtipos e um individuo apresentou cromossomo marcador. A
frequéncia de aneuploidias totais dos cromossomos envolvidos foi de 6, 88% nos
espermatozdides de homens inférteis e 3,98% nos controles. As freqliiéncias de
dissomias dos cromossomos 3, 13, 21, 22, XY, XX e YY foram respectivamente 0,34%,
0,51%, 0,77%, 0,65%, 0,68%, 0,19% e 0,20% nos pacientes inférteis. Homens inférteis e
controles apresentaram diferengas significativas (p<0,05) nas freqliiéncias de
aneuploidias dos cromossomos 13, 21, 22 e de dissomias XY. As diferencas entre os
grupos estudados podem ser explicadas por falha na recombinagdo meidtica,
interferindo no processo correto de segregacao. Evidenciamos também diferenca
significativa entre a incidéncia de células apoptdticas em homens inférteis e controles
(p<0,05). O aumento das freqiiéncias de gametas apoptdticos em homens inférteis
poderia ser justificado pelo processo denominado apoptose abortiva. A possivel
relacdo entre dissomias totais e morfologia espermatica sugere que a selecdo de
gametas seja estritamente controlada na espermatogenése, sendo desregulada em
homens oligozoospérmicos.

Palavras-chaves: espermatozdide, infertilidade, segregacdo meidtica, FISH, apoptose.



Abstract

Juchniuk de Vozzi, M S. Genetic factors in the spermatogenesis of infertile males.
2010, Tese (Doutorado) Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao

Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Male infertility is responsible for 50% of in vitro fertilization procedures, the majority
of the cases classified as idiopathic. Semen analysis to assess the male factor is the
first step for infertility investigation. Additionally, genetic analysis of sperm provides
information about numerical and structural chromosomal aberrations which were able
to finish meiosis without being detected by meiotic checkpoints. Apoptosis is a type of
cell death involved in different steps of spermatogenesis, first at puberty, at the
beginning of spermatogenesis and subsequently in adult gonads, controlling the
normal spermatogenesis. Several studies have shown that the deregulation of
apoptosis in germ cells can result in male infertility. The main objective of this study is
to evaluate the meiotic segregation of gametes and the frequence of apoptotic germ
cells of oligozoospermic men with a diagnosis of infertility. We have studied semen
samples of fifteen infertile men (group I) and seven male normal controls with proven
fertility (group 1l). Cytogenetic studies of peripheral blood were also carried out for
both groups. The fluorescent in situ hybridization (FISH) technique was used for
evaluation of the meiotic segregation of chromosomes 3, 13, 21, 22, X and Y in the
gametes. The presence of apoptosis was detected by externalization of
phosphatidylserine using annexin V-labeled fluorescein. We have detected
heteromorphism of chromosome 9 in 13.3% of the infertile man karyotypes and one
patient had a marker chromosome. The frequency of total aneuploidies of
chromosomes was 6, 88% in infertile men and 3.98% in the control group. The
frequencies of disomies of chromosome 3, 13, 21, 22, XY, XX and YY respectively was
0.34%, 0.51%, 0.77%, 0.65%, 0.68%, 0, 19% and 0.20% in infertile patients. Infertile
men and controls showed significant differences (p <0.05) in the frequencies of
aneuploidies of chromosomes 13, 21, 22 and XY disomy. The differences between the
groups could be explained by failure in meiotic recombination, interfering with the
correct process of segregation. Our results revealed a significant difference between
the incidence of apoptotic cells in infertile men and controls (p <0.05). The increased
frequencies of apoptotic gametes in infertile men could be explained by the process
called abortive apoptosis. The possible relationship between total disomies and sperm
morphology suggests that the selection of gametes would be strictly controlled in
spermatogenesis, being unregulated in oligozoospermic patients.

Keywords: sperm, infertility, meiotic segregation, FISH, apoptosis.
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I.1. Infertilidade masculina

O casal infértil é definido como aquele que ndo obteve gravidez apods
relacionamentos sexuais durante um ano, sem o emprego de qualquer método de
anticoncepcdo (HEALY et al.,1994; GNOTH et al.,2005). A infertilidade masculina é
responsavel por 50% dos casos de Fertilizacdo in vitro e a maioria dos casos de
infertilidade masculina é classificada como idiopatica (NANASSY e CARRELL, 2008). A
analise do sémen para avaliacdo do fator masculino constitui a primeira etapa de
investigacdo de infertilidade. A técnica de ICSI (Injecdo Intra Citoplasmatica do
Espermatozoide) é amplamente utilizada no tratamento de homens inférteis com
pardametros seminais alterados. Esta metodologia apresenta-se como uma técnica
eficiente na pratica clinica, mas existem relatos de aumento da transmissdo de
defeitos citogenéticos a descendéncia (BONDUELLE et al., 1998, 2002; VAN
STEIRTEGHEM et al., 2002a e 2002b).

O espermograma convencional abrange o estudo dos aspectos particulares da
fungdo espermatica, como concentragao, motilidade e morfologia. Segundo as normas
da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) (2002) a concentracdo dos espermatozoides
é caracterizada como (1) Normozoospermia, quando a concentragdo encontra-se = 20
x 10° espermatozéides/ml; (2) Oligozoospermia, quando < 20 x 10°
espermatozéides/ml; (3) Polizoospermia, quando = 200 x 10° espermatozdides/ml; (4)
Azoospermia, quando nao ha nenhum espermatozdide no ejaculado.

A motilidade, também classificada pela OMS (1992), pode ser diferenciada em

Tipo A, quando os espermatozdides sdo mdoveis com progressao rapida; Tipo B, para
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espermatozéides moveis com progressao lenta; Tipo C, quando ha espermatozodides
moveis sem progressao e Tipo D quando os espermatozdides encontram-se imoveis.

A morfologia é avaliada pela coloragao de Shorr e os espermatozoides sao
classificados em dois grupos: (A) Normal, sendo a cabeca levemente oval, Unica e lisa
sem gotas citoplasmaticas e o acrossoma ocupando cerca de 40% a 70% da cabeca. O
didmetro varia de 3 a 5 pl, podendo apresentar até dois vacuolos citoplasmaticos. A
peca intermediaria deve medir de 6 a 10 um e a cauda deve ser Unica e desenrolada,
com um tamanho de 45 pum. (B) Anormal, com diferentes alteragdes: (B1) No
acrossoma, que pode ser pequeno (<40%) ou grande (= 70%); (B2) No corpo e peca
intermediaria, que podem ser alteracbes da peca intermediaria larga, da gota
intracitoplasmatica ou da peca intermediaria separada; (B3) Altera¢Ges estruturais,
que incluem forma piriforme, achatada, forma de ampulheta, superficie irregular,
presenca de mais de dois vacuolos, forma achatada no sitio de implantacdo da cauda
ou forma redonda; (B4) Alteragbes da cauda, divididas em inser¢do anémala, cauda
espiralada, angulo >90° e formas imaturas.

A vitalidade é avaliada através da combinagdo dos corantes eosina e nigrosina.
O resultado é apresentado em porcentagem total dos espermatozdides vivos. Os ndo
corados conservam a sua membrana integra. Para considerar entre os parametros
normais a amostra deve apresentar mais do 50% dos espermatozéides vivos (OMS,

2002).
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I.2. Analise da segregacao meidtica do espermatozdide

A andlise do espermatozdide fornece informagdo sobre anormalidades
numéricas e estruturais que conseguiram finalizar a meiose sem serem detectadas
pelos checkpoints meidticos. O espermatozéide pode ser analisado por duas diferentes
metodologias: (1) fecundacao in vitro heterdloga e (2) Hibridacao in situ fluorescente
(FISH) em nucleos descondensados.

A fecundagdo in vitro heterdloga permite a analise direta da constituicdo
cromossOmica do espermatozoide (RUDAK et al., 1978). A técnica é baseada na fusdo
de ovécitos de hamster com espermatozdides humanos e subsequente analise dos
cromossomos do pro-nucleo masculino. Os cromossomos obtidos por este método
podem ser analisados por técnicas convencionais de citogenética e por FISH.

A Hibridagdo In Situ Fluorescente (FISH), utilizando sondas de DNA marcadas
com fluorocromos, permite a deteccdo de seqliéncias especificas de DNA para
identificar mudangas numéricas ou estruturais presentes nas células. Constitui uma
técnica rapida e alternativa para detecgdo de anomalias cromossdmicas em
espermatozoéides. Ndao é necessaria a habilidade de fertilizar ou motilidade para o
sucesso da FISH, sendo que pacientes com 100% de espermatozdides anormais podem
ser avaliados pela técnica. As primeiras publicacdes sobre esta utilizacdo da FISH foram
realizadas por ROBBINS e colaboradores (1993) e por HOLMES & MARTIN (1993). Uma
década antes, JOSEPH e colaboradores (1984) estudaram as aneuploidias em

espermatozdides com a técnica de hibridacao in situ (ISH) ndo fluorescente.
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A meiose masculina foi primeiramente analisada registrando as anomalias
cromossOmicas numéricas. Com as diferentes sondas de DNA disponiveis no mercado
foi possivel também analisar a segregacdo meidtica de pacientes portadores de
translocacgGes e inversdes (VAN HUMMELEN et al., 1996). Atualmente é plausivel fazer
combinacGes de sondas para estudar a segregacdo meidtica de determinados
pacientes com aneuploidias, assim como também pacientes portadores de rearranjos
estruturais. Pacientes expostos a determinados agentes mutagénicos também tém
sido avaliados (MARTIN AND BARCLAY, 1996) para analise de segregacdo e futuro
aconselhamento genético.

Para o estudo de aneuploidias podem ser utilizadas as sondas de enumeracao,
sendo estas centroméricas (CEP) (PELLESTOR et al., 2001), ou sondas de sequéncia
Unica (LSI). Para rearranjos estruturais utilizaram-se combinac¢des de sondas CEP, LSI
ou teloméricas de acordo com o rearranjo a ser analisado (OLIVER-BONET et al., 2002;
CIFUENTES et al.,, 1998) e sondas WCP (whole chromosome painting), que podem
também avaliar translocag¢bes robertsonianas, diferenciando os gametas normais e
balanceados na segregacdo alternada (MOREL et al., 2001).

A literatura apresenta dados de frequéncias de aneuploidias de vdarios
cromossomos em pacientes inférteis com parametros seminais normais e anormais
(DURAKBASI-DURSUN et al., 2008 ; VEGETTI et al., 2000; PANG et al., 1999; ). As
frequéncias de aneuploidias para os cromossomos variam de acordo com a presenca
de oligozoospermia leve ou severa, teratozoospermia e astenozoospermia, assim
como a combinacdo dessas alteracdes nos parametros seminais (MARTIN et al., 2003).

As anormalidades cromossdmicas apresentam-se mais frequentes em

espermatozdides de homens inférteis que na populagcdo geral, predominando as
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anormalidades de cromossomos sexuais (NICOPOULLOS et al., 2008). A frequéncia de
dissomias varia entre 0,15%-5,4% (SANCHEZ-CASTRO et al., 2009; PANG et al., 1999).
MARTIN e colaboradores (2003) determinaram as frequéncias de dissomias para os
cromossomos 13, 21, X e Y em grupos de oligozoospérmicos leve, moderado e severo.
Nestes subgrupos as frequéncias variaram entre 0,30%; 0,24%; 0,17% ,
respectivamente para o cromossomo 13, sendo 0,58%; 0,44%; 0,22% para o
cromossomo 21. Para o par sexual as freqliéncias variaram de 0,04% para YY (leve) a
0,25% para dissomia XY.

Resultados publicados sobre pacientes inférteis tém demonstrado que homens
com parametros seminais alterados apresentam aumento da incidéncia de
aneuploidias e diploidias em comparacdo com a populacdo geral (BERNARDINI et al.,
1998; ARAN et al., 1999; PANG et al., 1999; EGOZCUE et al., 2000; VEGETTI et al., 2000;
CALOGERO et al.,, 2001; MARTIN et al., 2003). Alguns autores consideram que o
aumento da taxa de anormalidades cromossémicas é inversamente proporcional a
concentracdo espermdtica (VEGETTI et al., 2000; MARTIN et al., 2003). Estudos
genéticos tém sugerido que as anormalidades cromossOmicas podem ser explicadas
por erros meiodticos (SARRATE et al.,2005) sendo os erros associados as mutacdes em
genes meidticos especificos envolvidos no processo sindptico de recombinacdo e
reparo do DNA (BAARENDS et al., 2001) e fatores ambientais (MROZ et al., 1999;
EGOZCUE et al.,, 2000). Alguns estudos relataram mutacdes génicas no bloqueio
meidtico, que é considerado o inicio da producdo de gametas cromossomicamente
ndo balanceados (MIYAMOTO et al., 2003; JUDIS et al., 2004; SCIURANO et al., 2006).

A introducdo da técnica de ICSI (PALERMO et al., 1992) revolucionou o

tratamento de casais inférteis com fator masculino severo. O estudo da relacdo entre
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parametros alterados do sémen e o aumento da incidéncia de aneuploidias nos
espermatozdides de homens inférteis tornou-se de suma importancia devido ao
possivel risco de transmissdo de aneuploidias aos descendentes (SANCHEZ-CASTRO et
al., 2009). Considerando este aspecto, alguns estudos tém analisado as repercussées
clinicas das anormalidades cromossémicas dos espermatozdides para ciclos de
Fecundacdo in vitro (FIV). Os resultados demonstraram que as aneuploidias e as
diploidias em homens inférteis estavam diretamente relacionadas as falhas de
implantagdo recorrentes depois de ciclos de ICSI (BURELLO et al., 2003; NICOPOULLOS
et al., 2008), abortos recorrentes (PANG et al., 1999; RUBIO et al., 2001) e ao aumento
da freqliéncia de aneuploidias em recém-nascidos (BONDUELLE et al., 2002; DEVROEY
e VAN STEIRTEGHEM, 2004).

As trissomias de origem paterna apresentam uma importante varia¢ao, de
acordo com o cromossomo envolvido. A ndo-disjuncdo paterna é responsavel por
aproximadamente 50% dos casos 47,XXY, 100% dos 47,XYY e 5 a 10% dos casos de
trissomias dos cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22 (HASSOLD et al., 1996).

As aneuploidias originam-se de erros na meiose | ou meiose Il. A teoria mais
aceita é a ndo-disjuncdo de bivalentes (ZENZES et al., 1992; KAMIGUCHI et al., 1993;
DAILEY et al.,1996). Os mecanismos que poderiam levar a ndo-disjuncdo podem ser
apresentados como reducdo na recombinacdo meidtica e defeitos na sinapse dos
cromossomos (MARTIN et al., 2005).

UROZ e colaboradores (2008) relataram a existéncia de separacgdo prematura
de cromatides irmas, o que explicaria o ganho e a perda de cromatides. Este modelo
foi proposto por ANGELL em 1991, ao observar cromatides extras em fixacGes de

oocitos em metafase Il (MIl). A pré-divisdao de cromatides irmas pode ser equilibrada
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ou desequilibrada, podendo ou ndo causar perdas e ganhos de material genético. A
separacdo prematura das cromatides também tem sido frequentemente observada
em sindromes de instabilidade cromossomica. Estudos em células somaticas sugerem
que a base desse fendmeno seja erros no processo de checkpoint (MATSUURA et al.,

2000).

1.3. Analise da Apoptose em espermatozdides

A formacdo do espermatozdide é um processo Unico envolvendo uma série de
mitoses e meiose, mudancgas na arquitetura do citoplasma, substituicdo das histonas
por proteinas de transicdo e a adicdo final das protaminas, levando a cromatina
fortemente compactada (KUMAROO et al., 1975). Falhas na compacta¢dao do DNA por
protaminacao inadequada, levariam a presenca de “cortes” ou chanfraduras no DNA,
proprios do processo de protaminacdo. A presenca de chanfraduras endégenas em
espermatozéides é caracteristica de células apoptdticas (GORCZYCA et al., 1993a,b). A
Apoptose é um tipo de morte celular envolvida em diferentes passos da
espermatogénese, primeiro na puberdade, no inicio da espermatogénese e nas
gbnadas adultas controlando a espermatogénese normal. Varios estudos
demonstraram que a desregulamentacdo do processo de apoptose nas células
germinativas poderia resultar em infertilidade masculina (SAKKAS et al., 1999). Em
pacientes oligozoospérmicos, a proporcao de células apoptoticas (determinada por ter
a sinalizacdo da proteina Fas) seria maior que em pacientes normozoospérmicos

(SAKKAS et al., 1999) pela presenca de apoptose “abortiva”. As células germinativas,
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presentes em baixo nimero, ndo seriam eliminadas para atingir a capacidade das
células de Sertoli para completar o processo de proliferacdo e diferenciacao celular
(SAKKAS et al., 1999) (Figura 1). Ainda ndo estda claro porque marcadores apoptdticos
em espermatozéides poderiam ser residuos de uma apoptose “abortiva”, pois
depende se o processo iniciou antes da ejaculacdo, ou se a apoptose foi iniciada apds
ejaculacdo (SAKKAS et al., 1999a,b; TESARIK et al., 2002; LACHAUD et al., 2004). Varios
estudos tém explorado a relacdo entre parametros seminais e apoptose no sémen
ejaculado, mas a relacdo entre morfologia e apoptose ndo estd bem caracterizada
(AZIZ et al.,, 2007). A relacdo entre aneuploidias cromossOmicas e apoptose em

pacientes oligozoospérmicos ainda ndo foi descrita na literatura.
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Figural: Espermatogénese de homens com parametros seminais: a) normais b) anormais.

A deteccdo de células apoptoticas pode ser realizada pela quantificacdo de

células com a presenca de indicadores apoptdticos como a proteina Fas ou Caspase-3 e
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Caspase-8, assim como detec¢do de quebras na fita de DNA (uso de corantes
especificos) e deteccdo de mudangas nas mitocondrias (Haugland, 1996). Também
pode ser detectada a presenca da proteina de membrana fosfatidilserina, prépria da
face interna da membrana celular, a qual é exposta exteriormente, sinalizando a
apoptose. A externalizacdo da fosfatidilserina implica no reconhecimento e fagocitose
pelos macréfagos. A detecgdo da fosfatidilserina é utilizada como um marcador tardio
da apoptose. Na técnica emprega-se o anticoagulante anexina V, que é uma proteina
de unido a fosfolipidios dependente de cdlcio e apresenta alta afinidade pela
fosfatidilserina. A anexina V é marcada com molécula fluorescente (FITC =fluorescein),
possibilitando a identificacdo de células apoptdticas pela exposicdo da fosfatidilserina
ao exterior da membrana plasmatica. Para a deteccdo de células necrdticas, pode ser
utilizado o corante Pl (propidium iodide). Esta técnica permite a deteccdo dos
resultados com citometria de fluxo e o uso de microscépio de fluorescéncia. Varios kits
de diferentes empresas existem no mercado com diferentes fluorocromos e corantes
vitais. O kit Vybrant Apoptosis Assay Kit #3 permite observar células apoptdticas em
coloracdo verde (FITC) e células necréticas em vermelho (Pl), com facil observacdo em

microscopio de fluorescéncia (VERMES et al., 1995)

I.4. Analise de microdele¢oes do cromossomo Y

Diferentes microdele¢Ges do cromossomo Y foram descritas recentemente. As
microdelecdes causam falhas na espermatogénese resultando em infertilidade

masculina. A regido género especifica do cromossomo Y (MSY), que compreende 95%
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do cromossomo, é franqueada pelas regiGes pseudo-autossomicas (SKALESKY et al.,
2003). A MSY pode ser afetada por delegdes que classicamente sdo subdivididas em
trés regides chamadas AZFa, AZFb, AZFc (VOGT et al., 1996). As microdelecGes sdo
relativamente frequentes entre homens inférteis. Homens azoospérmicos apresentam
incidéncia mais alta que oligozoospérmicos, e consequentemente a frequéncia
relatada varia entre 2 a 10%, de acordo com as caracteristicas da amostra da
populacdo estudada (KRAUSZ and MCELREAVEY, 1999; KRAUSZ et al., 2001).

O mapa fisico completo do cromossomo Y foi descrito por Skalesky e
colaboradores, em 2003. Trés classes de sequéncias foram descritas no MSY:
transposta do X, genes degenerados ligados ao X ou pseudo-genes homologos ligados
ao X e sequéncias de amplicon. As sequéncias amplicon foram caracterizadas por
sequéncias pareadas mostrando identidade quase completa (99%), organizada em
palindromos. Posteriormente, a caracterizacao da regido MSY descreveu 156 unidades
de transcricdo, incluindo 78 genes codificantes de 27 proteinas. A sequéncia amplicon
incluia 60 genes e 74 unidades ndo codificantes (SIMONI et al., 2004).

Trés regioes foram caracterizadas originalmente por mapeamento da regiao
MSY de homens que apresentavam microdele¢des, ainda quando a sequéncia
completa do cromossomo Y ndo era conhecida completamente (VOGT et al., 1996).

A regido AZFa apresenta 1100 kb e inclui uma Unica copia do gene DFFRY
(USP9) e DBY. Recentemente dados obtidos de varios grupos descrevem a origem da
delecdo completa de AZFa. A recombinacdo homdloga entre sequéncias retrovirais
idénticas do HERVyqgl e HERVyqg2 explicaria o mecanismo da delecdo (BLANCO et al.,
2000; KAMP et al., 2000; SUN et al., 2000). Dentre esses retrovirus, a recombinacdo

pode ocorrer entre um ou dois blocos de sequéncias idénticas denominadas ID1 e ID2,
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induzindo dois padrées de delecdo diferentes de AZFa ( KAMP et al., 2000, 2001; SUN
et al., 2000). A delecdo completa remove 792 Kb, incluindo os genes USP9 e DBY.

Os mecanismos e os tipos de dele¢des das regides AZFb e AZFc foram elucidados
na ultima década (KURODA-KAWAGUCHI et al., 2001). Ambas regiGes compreendem 24
genes, a maioria em multiplas cdpias. A delecdo completa da AZFb remove 6,2 Mb e
resulta da recombinacdo homologa de sequéncias palindromicas P5/P1 proximal
(REPPING et al., 2002). A regidao AZFc contém 12 genes com numero varidvel de cdpias
(REPPING et al., 2003). A delecdo classica da AZFc, a mais frequente em homens que
apresentam microdele¢des do cromossomo Y, remove 3,5 Mb, originada da recombinacdo
homodloga entre os amplicons b2 e b4 e sequéncias palindromicas P3 e P1,
respectivamente (KURODA-KAWAGUCHI et al., 2001). DelecGes das regides AZFb e AZFc
ocorrem frequentemente envolvendo recombinac¢do homaéloga (REPPING et al., 2002).

As microdele¢des clinicamente relevantes abrangem as regides AZFa, AZFb,
AZFbc e AZFc, detectadas em homens azoospérmicos e oligozoospérmicos. O “Manual
de Boas Praticas para o Diagndstico Molecular de Microdele¢des do Cromossomo Y”
(SIMONI et al.,, 2004) determina os primers e as condi¢cdes para a definicio do
diagnéstico. Recomenda-se o nimero minimo de seis pares de primers para as regides
AZF, além de dois primers controles do gene ZFY e SRY. Os primers utilizados para a
regido AZFa sdo sY84, sY86; para AZFb: sY127, sY134; para AZFc: sY254, SY255.

As microdele¢bes da regido AZFa resultam em Sindrome de célula Unica de
Sertoli e azoospermia (VOGT et al., 1996; KRAUSZ et al., 2000; KAMP et al., 2001;
KLEIMAN et al., 2001; HOPPS et al., 2003). Dele¢des completas da regido AZFb e AZFb
+c resultam em interrupcdo da espermatogénese com Sindrome de célula uUnica de

Sertoli e azoospermia (KRAUSZ et al., 2000; HOPPS et al., 2003). Homens portadores de
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microdelegdo da regido AZFc podem apresentar fendtipo varidvel (REIJO et al., 1996;

LUETJENS et al., 2002; OATES et al., 2002).

1.5. Justificativa

Apesar de existirem alguns relatos na literatura sobre as frequéncias de
aneuploidias em espermatozdides, ndao encontramos resultados associando as
aberracbes cromossOmicas a morfologia celular e a caracterizacdo da apoptose em
células germinativas de pacientes oligozoospérmicos.

Alguns estudos foram publicados sobre as frequéncias dos cromossomos
envolvidos. Entretanto, a amostra é heterogénea, incluindo tanto olizoospérmicos,
oligoastenozoospérmicos, oligoteratozoospérmicos, oligoastenoteratozoospérmicos
como pacientes normais e pacientes com cariétipo normal e alterado (TEMPEST et al.,
2004). Até o momento ndao ha referéncia na literatura sobre a segregacdo dos
cromossomos 3, 13, 21, 22, X e Y em pacientes inférteis .

A informagdo sobre as frequéncias de células apoptdticas e necréticas em
pacientes oligozoospérmicos, adicionada a frequéncia de aneussomias cromossomicas em
células germinativas possibilitard melhor conhecimento sobre a etiologia da infertilidade.

Adicionalmente, para correlacionar erros de segregacao meidticas e o efeito da
apoptose em pacientes inférteis que apresentam oligozoospermia, é imperioso
determinar a priori o caridtipo do paciente e a presenca de microdele¢des do

cromossomo Y.
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O objetivo principal deste projeto foi avaliar a segregacdo meidtica em

espermatozéides de pacientes inférteis, oligozoospérmicos.

Os objetivos intermedidrios foram:

e Determinar a frequéncia de dissomias dos cromossomos 3, 13, 21,22, XeY em
espermatozéides de homens inférteis, oligozoospérmicos.

e Determinar a presenca de espermatozoides intactos ou vidveis, apoptdticos e
necroticos, para correlagdo morfoldgica.

e Correlacionar os dados da segregacdo meidtica e a incidéncia de células
germinativas apoptdticas nos pacientes inférteis.

e Comparar os dados obtidos no grupo controle, composto por homens com

fertilidade comprovada.
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I1l.1. Casuistica

O Grupo | foi composto de quinze pacientes oligozoospérmicos,
oligoastenozoospérmicos, oligoteratozoospérmicos, oligoastenoteratozoospérmicos com
diagnédstico de infertilidade, encaminhados ao Ambulatério de Esterilidade (AEST) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina (HC-FMRP) da Universidade de Sdo Paulo.
Os pacientes foram informados e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP-HCRP n° 5465/2008), referente a
participagdo no projeto de pesquisa. Para correlagao estatistica, foram ainda obtidas as
seguintes informacdes, a partir de pesquisa autorizada no prontuario HCRP dos pacientes:
idade, resultado do espermograma, presenca de outras doencas agudas ou cronicas e
resultado dos niveis hormonais. As informacdes estavam contidas na anamnese aplicada
para diagnostico de infertilidade pelo Ambulatério de Esterilidade do HCRP-FMRP-USP.

O Grupo controle (grupo IlI) foi composto por sete homens férteis,
normozoospérmicos, que apresentavam cariotipo normal em sangue periférico e
historico de fertilidade comprovada. Os mesmos foram informados sobre o projeto e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pela CEP-HCRP

(processo n° 5465/2008).

I11.2. Amostra

Foram utilizadas amostras de sémen dos quinze pacientes do grupo | e amostras
de sémen dos sete homens do grupo controle, todas coletadas no Laboratério de

Reprodugdo Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da FMRP-USP, em
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condi¢Oes estéreis. As amostras foram analisadas no Laboratério de Citogenética
Molecular Humana do Departamento de Genética da FMRP-USP (bloco C), utilizadas
exclusivamente para esta pesquisa e descartadas segundo o protocolo da OMS.

Foram também coletadas amostras de sangue periférico de todos os individuos
de ambos os grupos para estudo citogenético e definicdo do cariétipo. O estudo
citogenético foi realizado no Laboratério de Citogenética Molecular Humana do

Departamento de Genética da FMRP-USP (bloco C).

l11.3. Metodologia

111.3.1. Estudo citogenético (Moorhead et al., 1960 modificada por Ferrari,

1968).

A amostra de sangue periférico (500 ul) coletada dos pacientes e controles foram
cultivados em 5 ml de meio RPMI-1640 (cat n° 11875, GIBCO, Invitrogen) com L-glutamina,
2% de fitohemaglutinina (cat n° 10576-015, GIBCO, Invitrogen), 1,2% de
estreptomicina/penicilina (cat n° 15140-148, GIBCO, Invitrogen) e 20% soro bovino fetal
(cat n°® 12657-029, GIBCO, Invitrogen em estufa a 37°C por 72 horas. As células foram
blogueadas em metafase apds 71 horas e meia por meio da adigao de 250 ul de colchicina
a 0,0016% (cat n° C3915-1G,Sigma). Apds trinta minutos, foi realizada centrifugacdo a
1000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante retirado e adicionados 5 ml de solugao
hipotonica (KCL 0,075M) a 37° C seguido de incubacdo em banho Maria por 10 minutos.

Adicionaram-se 10 gotas de solugdo Carnoy (3 metanol: 1 acido acético) para bloquear a
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acdo da solucdo hipotonica a apds homogeneizacao, foi realizada centrifugacdao a 1000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e iniciou-se a fase de fixagdo com adig¢ao
de 5 ml de solugcdo de Carnoy . O material foi homogeneizado e deixado em repouso por
10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, centrifugado a 1000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante removido, sendo este procedimento repetido mais duas vezes.
A suspensdo celular foi armazenada em tubos conicos a -20°C. As células em metdfase
obtidas a partir da suspensdo celular foram transferidas para laminas e coradas por 5
minutos com corante Giemsa (Merck) em tampdo fosfato 0,06M pH=6,8 (1:30) para
anadlise citogenética convencional. Uma gota de suspensdo celular de cada amostra foi
transferida para uma lamina para obtencdo do bandeamento GTG. Esta lamina foi
submetida a um tratamento com solugdo de tripsina (DIFCO 1:250) diluida a 0,1% em
tampao fosfato (0,06 M, pH=6,8) e corada por corante Giemsa (Scheres, 1972). Foram
analisadas 100 metafases de cada paciente a fim de descartar a hipétese de mosaicismo
cromossomico a nivel de 3% (Hook et al., 19e77). A analise foi realizada em microscopio
Axiophoto (Zeiss), com objetiva PlanApo100X, acoplado a sistema computarizado de

analise MetaSystem, utilizando software IKARO para documentagao dos resultados.

111.3.2. FISH (hibridagao in situ fluorescente)

111.3.2.1. Pré-tratamento da amostra de sémen

As amostras de sémen fresco foram coletadas em frascos estéreis e apds

liquificacdo tratadas com solugcdo de 0,01M Tris e 0,9% NaCl e centrifugadas a 1000
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rom durante 5 minutos por trés vezes. As laminas foram confeccionadas com 5 ul da
amostra, secas em temperatura ambiente e desidratadas em metanol 80% a -20C? por

20 minutos e armazenadas a -202C para conservagao.

111.3.2.2. Protocolo para descondensagao

Para a descondensacdo do nucleo dos espermatozéides foram utilizados 20
mM DTT (dithiothreitol) (cat n® 20710,Serva) em 0,1 M Tris (cat n°, Invitrogen) (solugao
1), agente que induz a reducdo das pontes de dissulfeto, e 10 mM LIS (lithium
diidosalicylic acid) (cat n® 413290050, Acrds organics) e 1 mM de DTT em 0,1 M Tris
(solugcdo 2) para conservar a forma oval da cabeca do espermatozdide. Em média, o
tratamento com 20 mM DTT (dithiothreitol) em 0,1 M Tris durou de 20 a 35 minutos,
tempo suficiente para que o nucleo dos espermatozdides ficasse cerca de duas vezes e
meia maior que o normal. As ldminas que passaram por um tratamento 20 minutos na
solucdo 1 permaneceram por duas horas na solucdo 2, e as que necessitaram de um
tratamento de 35 minutos na solucdo 1, passaram por um tratamento de 3 horas na
solucdo 2. Apds secas a temperatura ambiente, as ldminas foram rapidamente imersas

em solucdo de 2x SSC e desidratadas em Metanol 80% a -20°C.

111.3.2.3. Técnica de FISH

As laminas foram mergulhadas em solugao de pepsina 0,005% em 10 mM HCl a
372 por dez minutos, lavadas em PBS/MgCl, por cinco minutos com agitagdo a

temperatura ambiente, em PBS/MgCl,/formaldeido sem agitacdo por dez minutos,
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lavadas em PBS por cinco minutos e desidratadas em série de etanol (70, 90 e 100%)
por cinco minutos cada.

A hibridac3o foi realizada em duas etapas (3/X/Y e 13/21/22) para cada paciente.
Para avaliar os cromossomos X, Y e 3 foram utilizadas as sondas especificas para os
cromossomos X (CEP X, Locus DXZ1, PlatinumBright550; Poseidon, Kreatech), Y (SE Y class
g arm, Ygh, PlatinumBright495; Poseidon, Kreatech) e duas sondas para o cromossomo 3
(SE 3, Locus D371, PlatinumBright495; Poseidon, Kreatech e SE 3, Locus D3Z,
PlatinumBright550; Poseidon, Kreatech) com a finalidade de detectar a coloragdo amarela.
No set de hibridagdo 13/21/22 aplicaram-se as sondas 21 (LS| 21, regido 21922.13 - g22.2,
SpectrumOrange; Vysis), 22 (LSl 22, regido 22q11.2, SpectrumGreen; Vlysis) e duas sondas
para o 13 (LSI RB1, Locus RB1 SpectrumOrange; Vysis e LSI RB1, Locus RB1,
SpectrumGreen; Vlysis) também com a finalidade de observar a coloragdo amarela.

A denaturacdo foi realizada em solucdao de Formamida (cat n° 1.09684.1000,
Merck) 70% em 2XSSC a 74°C em banho-maria, seguida de banho em etanola 70% a
-20°C, 90% e 100% a temperatura ambiente. A solugao composta por 1lul de cada
sonda e 7ul de solugdo tampdo foi denaturada a temperatura determinada pelo
fabricante das sondas. Imediatamente, foi adicionada a lamina e coberta por laminula
22X 22mm. A lamina foi mantida em camera umida overnight a 37°C.

As laminas foram lavadas em Formamida 50%/2XSSC a 462C por cinco minutos,
trés vezes seguidas. Posteriormente as laminas foram submetidas a um banho de
2XSSC a 462C por cinco minutos e um ultimo banho em solugdo de 2XSSC/0,1% NP40
(Nonidet P-40)(cat n° 0896, Sigma) a 462C por cinco minutos. Todos os banhos foram
realizados com agitacdo. O contracorante utilizado foi o DAPI (75ng/ml) diluido em

antifade (Vector, CA).
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111.3.2.4. Metodologia de analise

Foram analisadas 2000 células para sondas dos cromossomos 3, X e Y e 2000
células para as sondas dos cromossomos 13, 21 e 22 totalizando 4000 gametas de
cada individuo. Foi utilizado microscopio Olympus BX-40 acoplado a sistema
computadorizado de analise do Laboratoério de Citogenética do HCRP. Para analise,
utilizou-se o software FISH Review EXPO (ASI Ltda, Israel).

O critério de analise e contagem de sinais foram descritos por Downie e
colaboradores (1997). Os critérios determinam que sejam avaliados espermatozdides
com sinais de igual tamanho e intensidade. Se o gameta apresentar dois sinais, devem
estar separados por ao menos um dominio de distancia. Os sinais devem estar
posicionados dentro do nucleo. Quando o espermatozdide apresentar dois sinais,
checar sobreposicao de gametas. Avaliar a presenga de caudas para nao incluir células
somaticas. Espermatozdides sobrepostos foram eliminados da contagem, assim como

sinais ndo classificaveis.

111.3.3. Detec¢ao de Apoptose

A deteccdo da externalizacdo da fosfatidilserina foi obtida com o kit Vybrant
Apoptosis Assay da Invitrogen Ldt (UK). O kit é composto por annexin V conjugado
com FITC e lodeto de Propideo, capazes de diferenciar células vidveis, apoptodticas e

células necroticas.
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Uma aliquota das amostras de sémen foi lavada duas vezes em solugao de PBS,
utilizando 2 ml de PBS para cada ml de amostra. Apds centrifugagdo a 1000 rpm por 5
minutos, 5 pl do pellet (aproximadamente 10° células) foram ressuspendidos em
tampao 1X annexin-binding. Foram adicionados 15 pl de anexina V conjugada e 1 pl de
solucdo de PI (iodeto de propideo) 100 pg/ml. O tempo de espera foi de 15 minutos.
Foram realizadas lavagens com tampao 1X annexin-binding e confeccionada a lamina
com 5 pl do pellet. Apds secagem, foram adicionados 15 pl de antifade (Vector) em
laminula.

A contagem e a observacdo dos espermatozdides foram realizadas em
microscopio epifluorescente Olympus BX-40 acoplado a sistema computadorizado de
analise, com auxilio do software FISH View EXPO (ASI Ltda., Israel). Para cada amostra,
500 gametas foram analisados. Espermatozdides intatos (sem cor) e necroéticos
(vermelhos) foram diferenciados pela cor emitida, luz UV. Alem disso, foram
diferenciadas células apoptéticas iniciais (verdes) e células no final do processo

apoptoético (verdes e vermelhas).

111.3.4. Microdelecao da regiao AZF do cromossomo Y

Duas reacgdes de PCR multiplex foram desenhadas para a analise das trés
regides AZF do cromossomo Y. Ambas apresentavam 5 fragmentos, trés locos AZF e
dois fragmentos controles SRY e ZFY. O protocolo foi descrito por SIMONI e col. (2004).

Os primers empregados foram:
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AandB ZFY-F: 5" - ACC RCT GTA CTG ACT GTGATTACAC-3’
ZFY-R: 5" - GCA CYT CTT TGG TAT CYG AGA AAG T-3’
AandB SRY -F: 5" - GAA TAT TCC CGC TCT CCG GA -3’
SRY -R: 5" - GCT GGT GCT CCATTCTTG AG -3’
A. sY86-F: 5" - GTG ACA CACAGA CTATGCTTC -3’
sY86-R: 5" - ACA CAC AGA GGG ACAACCCT -3’

A. sY127-F: 5" - GGC TCA CAA ACG AAA AGA AA-3’
sY127-R: 5 - CTG CAG GCA GTA ATAAGG GA-3’

A. sY254-F: 5" - GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA -3’

sY254-R: 5" - GAA CCG TAT CTA CCAAAG CAGC-3’

B. sY84-F: 5" - AGA AGG GTC TGA AAG CAG GT -3’
sY84-R: 5" - GCC TAC TAC CTG GAG GCTTC-3’

B. sY134-F: 5" - GTC TGC CTC ACC ATA AAACG -3’
sY134-R: 5" - ACC ACT GCC AAAACT TTCAA -3’

B. sY255-F: 5" - GTT ACA GGA TTC GGC GTG AT -3’
sY255-R: 5" - CTC GTC ATG TGC AGC CAC- 3’

Para a reagdo de PCR foi utilizado o kit Quiagen PCR multiplex (cat. N° 206143,
Quiagen, Hilden, Germany).

A reagdo de PCR incluiu: 25 pl da Master Mix, 5 ul de primer mix A ou B e 200ng
de DNA. As condicbes de amplificacdo comecaram com um passo de ativacdo de 15
minutos a 95° C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo (94°C), 90
segundos de anelamento (57°C) e 60 segundos de elongacdo, finalizando 10 minutos a
4° C.

Os produtos de reacdo foram separados em gel de agarose (Invitrogen) 2% em
TBE (Tris, acido Borico, EDTA). Utilizamos o marcador DNA Agar (Serva, Germany)

tamanho???...kb. O tempo de corrida foi de 5 horas a 100V.



Material e Métodos 34

Quando ocorre delegdo completa, ndo ha amplificagdo dos dois marcadores
especificos da regido. Se ocorrer delegao parcial, em AZFa ou AZFb, somente um dos
marcadores desta regido sera amplificado. Se ocorrer delegdo eletiva dos marcadores
sY254 e sY255, o resultado deve ser cautelosamente confirmado, para excluir artefato

de técnica.

111.3.5. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o software SAS (2001) e para
confeccdo de graficos e tabelas foi utilizado o software EXCEL, de Microsoft Office

2000.



IV. Resultados
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IV.1. Estudo Citogenético

Todos os homens do grupo I, correspondente ao grupo controle, apresentaram
cariétipo normal 46, XY, compativel com normalidade para o sexo masculino.

A tabela | descreve os resultados dos caridtipos dos pacientes inférteis, do
grupo |. Dois pacientes apresentaram mosaicismo cromossOmico com cromossomo
marcador extra-numerario (015 e 023) e dois pacientes (06 e 019) apresentaram
polimorfismo na regido heterocromatica do braco longo do cromossomo 9 (06 e 019)

(Anexo V).

Tabela I: Caridtipo dos pacientes do grupo 1.

Paciente Cariétipo

o1 46,XY

02 46,XY

o3 46,XY

04 46,XY

06 46,XY,9gh+

o7 46,XY

08 46,XY

09 46,XY

013 46,XY

015 46,XY[97]/47 XY ,+mar[3]
019 46,XY,9gh+

020 46,XY

021 46,XY

023 46,XY[93]/47 XY, +mar{7]
024 46,XY

025 46,XY
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IV.2. Analise dos Espermogramas

Analise dos espermogramas evidenciou oligoastenoteratozoospermia em todos
os pacientes inférteis. Os individuos 01, 03, 04, 06, 08, 09, 013 (tabela Il) foram
classificados como oligozoospermicos severos (< 5 10° spz/ml). Diferencas significativas
na concentracdo espermatica, motilidade (subgrupo D), vitalidade e morfologia
(p<0,05) foram evidenciadas apds comparacdao dos dados dos espermogramas dos

pacientes e dos controles, utilizando o teste T (Student).
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Tabela II: Resultados dos espermogramas dos pacientes inférteis.
ESPERMOGRAMA | o1 | 02 ‘ 03 ‘ 04 ‘ 06 | o7 | 08 ‘ 09 ‘ 013 ‘ 015 ‘ 019 | 020 ‘ 023 | 024 | 025
abstinencia (dias) 3 6 7 3 5 4 3 5 1 5 5 4 3 4 1
liquefag&@o (min) 10 20 25 15 15 20 20 35 10 7 35 10 60 20 25
volume (ml) 4,5 2 4 5,2 2,7 4,5 25 1,6 2,8 2,1 6 3,6 1,8 31 45
viscosidade normal normal normal normal normal normal aumentada Normal normal normal aumentada normal aumentada normal aumentada
ph 9 8,5 8,5 8,5 9 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8 8,5 9
conc 10 6 spz/ml 4,05 5,95 0,1 3 <01 25 1,95 3,9 0,65 11,5 6,1 19 9 10 11,5
conc total 10 6 spz 18,22 11,9 0,4 156 <0,27 112,5 4,88 6,24 1,82 24,15 36,6 68,4 16,2 31 51,75
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 17 0 0 4 0 7 0 0 8 21 14 34 17 21 29
C 45 46 32 26 4 38 21 31 59 45 47 41 34 47 44
D 38 54 68 70 96 55 79 69 33 34 39 25 49 32 27
vitalidade % 75 79 61 89 57 88 44 85 89 85 88 95 86 87 89
morfologia % 2 0 0 4 0 1 0 1 7 1 1 1 3 4
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IV.3. Segregacao meiotica

Para a andlise da segregacdo meidtica dos cromossomos 3, 13, 21, 22, X e Y foram
avaliados 67.126 espermatozoéides de quinze pacientes com diagndstico de infertilidade e
oligozoospermia. Foram avaliados 30.061 gametas dos individuos do grupo controle. As
freqliéncias de dissomias dos cromossomos 3, X e Y estdo sumarizadas na tabela Ill e dos
cromossomos 13, 21 e 22 na tabela IV. As médias das frequéncias de dissomias podem ser
observadas nas figuras 2 e 3 nos pacientes e controles.

A porcentagem de aneuploidia (2x dissomia) total referente aos seis
cromossomos estudados foi de 6,88 % (2x 3,44%) para o grupo 1 e de 3,98% (2x
1,99%) para os controles. A frequéncia de dissomias dos cromossomos autossémicos
foi de 2,29% no grupo infértil e 1,99% nos controles. Considerando os cromossomos

sexuais, a incidéncia foi de 1,04% no grupo 1 e de 0,58% no grupo 2.

Tabela lll: Porcentagens de euploidia, dissomia dos cromosomos 3, X e Y e diploidia no
grupo 1

euploide X  euploide Y dissomia 3 Diploidia
Paciente (%) (%) XY (%) XX (%) YY (%) (%) (%)

o1 49,91 46,88 1,40 0,35 0,17 0,64 0,64
02 48,30 49,60 0,45 0,30 0,30 0,45 0,60
03 48,32 50,00 0,63 0,14 0,14 0,49 0,28
04 49,75 48,46 0,70 0,20 0,10 0,25 0,55
06 49,44 47,38 0,77 0,24 0,24 0,64 1,30
07 43,82 54,75 0,54 0,10 0,10 0,2 0,49
08 50,69 46,14 1,06 0,11 0,32 1,05 0,63
09 49,35 48,25 0,75 0,25 0,40 0,1 0,90
013 50,83 47,58 0,83 0,08 0,08 0,17 0,42
015 44,81 53,73 0,69 0,23 0,15 0,23 0,15
019 48,80 49,10 0,80 0,25 0,05 0,55 0,45
020 46,18 52,52 0,45 0,05 0,15 0,1 0,55
023 48,33 50,47 0,35 0,20 0,20 0,2 0,25
024 48,75 49,55 0,55 0,10 0,15 0,25 0,65
025 50,35 47,76 0,55 0,25 0,40 0,25 0,45
Média 48,51 49,48 0,70 0,19 0,20 0,37 0,55
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Tabela IV:Porcentagens de euploidia, dissomia dos cromossomos 13, 21, 22 e diploidia

no grupo 1.
Euploide dissomia 13 dissomia21 dissomia22 Diploidia
Paciente (%) (%) (%) (%) (%)

o1 94,99 0,67 1,54 0,87 1,93
02 97,01 0,79 0,71 0,55 0,87
03 97,74 0,45 0,84 0,26 0,64
04 97,4 0,54 0,64 0,49 0,83
06 97,46 0,67 0,6 0,27 0,87
o7 97,35 0,4 0,4 0,6 0,95
08 97,28 0,31 0,54 0,78 0,78
09 96,91 0,38 1,09 0,52 1,00
013 98,95 0,3 0,3 0,5 0,45
015 97,98 0,5 1,05 0,95 0,78
019 97,86 0,66 0,81 0,9 0,96
020 97,78 0,55 1 0,65 1,2
023 97,68 0,75 1,05 0,95 0,95
024 98,43 0,4 0,65 0,6 0,75
025 98,3 0,65 0,95 0,65 0,57
Média 97,54 0,53 0,81 0,64 0,90

dissomias dos cromossomos estudados observadas no grupo controle.

Tabela IV: freqliéncias dos cromossomos 3, X, Y no grupo 2 (controles).

Nas tabelas V e VI sumarizam-se as freqliéncias de euploidia, diploidia e

Euploide X  Euploide Y Dissomia 3 Diploidia
controle (%) (%) XY (%) XX (%) YY(%) (%) (%)

c1 50,57 48,54 0,20 0,15 0,15 0,15 0,25
c2 44,30 54,25 0,65 0,25 0,20 0,05 0,30
c3 49,61 49,30 0,16 0,05 0,10 0,21 0,57
ca 50,57 49,08 0,15 0,05 0,05 0,05 0,05
c7 52,00 46,35 0,45 0,30 0,10 0,45 0,35
c8 49,48 49,63 0,15 0,15 0,15 0,1 0,35
c9 45,13 53,79 0,25 0,15 0,20 0,05 0,44
média 48,81 50,13 0,29 0,16 0,14 0,15 0,33
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Tabela V: freqiiéncias dos cromossomos 13, 21, 22 no grupo 2.

Euploide Dissomia Dissomia2l Dissomia22 Diploidia
controle (%) 13 (%) (%)
c1 99,23 0,25 0,35 0,3 0,33
Cc2 98,20 0,20 0,45 0,15 0,90
c3 97,25 0,35 0,70 0,45 1,15
ca 97,40 0,80 0,65 0,50 0,65
c7 98,20 0,30 0,50 0,50 0,50
c8 98,55 0,35 0,45 0,35 0,25
Cc9 98,22 0,25 0,44 0,54 0,49
média 98,15 0,36 0,51 0,40 0,61

Frequéncia de dissomias
M Pacientes W Controles
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Figura 2: Médias das freqliéncias de dissomias dos cromossomos 13, 21, 22 nos

pacientes e controles.
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- A - - -
Freqliéncia de dissomias
M Pacientes i Controles
0,68
0,56
0,34 53 0,34
096 &0 0o 0,16
XX3 YY3 X33 XY3 dip

Figura 3: Médias das freqiiéncias de dissomias dos cromossomos 3, X e Y.

Utilizando o test T para comparagao das médias entre pacientes inférteis e
controles, evidenciamos diferencgas significativas para os cromossomos autossémicos
13, 21, 22 (p< 0,05) assim como para a dissomia XY (p< 0,05). Para a dissomia do

cromossomo 3, a diferenca nao foi significativa (p=0,05).
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Figura 4: Resultado da hibridacdo das sondas dos cromossomos 3(amarelo), X (vermelho) e Y
(verde) em espermatozéides: a) cromossomo Y e cromossomo 3; b) cromossomo X e 3; c)
dissomia 3 e cromossomo X; d) dissomia XY e cromossomo 3.

Figura 5: a) gameta normal para os cromossomos 13 (amarelo), 21 (vermelho) e 22 (verde) b)
dissomia 21, 22 e monossomia de 13.
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IV.4. Deteccao da apoptose

Foram avaliados 9.079 espermatozdides referentes a pacientes (n=5578) e
controles (n=3501). A porcentagem média de espermatozdides apoptédticos foi de
15,72%, a porcentagem de gametas necréticos foi de 10,64%, sendo consideradas
normais 73,07% das células germinativas dos pacientes inférteis (figura 6). Nos
controles (grupo Il), a frequencia média de gametas apoptdticos foi de 6,48%, 6,88%
necroticos e 86,4% normais. A comparacdo entre as freqiiéncias de espermatozdides
apoptoticos em inférteis e controles, utilizando o teste T de Student, demonstrou

diferenca significativa (p< 0,05) entre as populagdes celulares estudadas.

Apoptose, necrose (média, %)
M Pacientes W Controles

86,40

73,07

15,72
6.48 1064 g qg
[Se— T [ — l_l
apop. necro norm

Figura 6: Médias (%) entre pacientes e controles de gametas apoptdticos e necréticos.
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Figura 7: a) espermatozdide apoptotico, observa-se a externalizacdo da fosfatidilserina da
menbrana celular marcada com FITC, espermatozdides necrdticos corados com Pl e gametas
vidveis sem corar.



Resultados 46

IV.5. Microdele¢des da regiao AZF do cromossomo Y

Os 15 individuos avaliados do grupo 1 ndo apresentaram microdele¢des da
regidao AZF. Foram adicionados controles positivos e negativos nas reagdes de PCR,

gentilmente cedidos pelo professor Jodo Monteiro de Pina Neto (figura 8).

Figura 8: Microdele¢cbes da regido AZF nos pacientes inférteis, duas colunas por
individuo ( multiplex A e multiplex B). Coluna 1e 2 (controle positivo, delecdo da regido
AZFb (sY134); coluna 3 e4: controle negativo; coluna 5: marcador molecular; coluna 6 e
7: paciente 02 e coluna 8 e 9: paciente 03.
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IV.6. Correlagao entre dados de segregacao meiotica,

presenca de apoptose e parametros do espermograma

Ao correlacionar os resultados de dissomias totais e frequencias de apoptose,
utilizando a correlacdo de Pearson, observamos uma correlacdo de 48,89% entre as
duas varidveis. Entretanto, os resultados referentes a diploidia e apoptose ndo
demonstraram correlacgao.

Ao analisar as variancias (proc_glm) entre os dados do espermograma
especificamente a morfologia e freqliéncia de dissomias totais, inferimos que a
morfologia espermatica exerceu um efeito significativo na freqiiéncia de dissomias

(p<0,05).



V. Discussdo
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O presente estudo descreve a segregacdo meidtica de diferentes cromossomos
em espermatozdides e a presenca de gametas apoptéticos de pacientes inférteis,
assim como a correlagdo entre os parametros avaliados.

O grupo de homens inférteis apresentou caridtipos caracterizados por
cromossomos marcadores e polimorfismos do cromossomo 9 (13,3%) sugerindo que
as alteracGes cromossémicas podem estar relacionadas ao fendtipo de infertilidade. A
frequéncia de cromossomos marcadores na populacdo geral é de 0,3/1000 nascidos
vivos (BUCKTON et al., 1985). Estdo associados a grande variabilidade fenotipica,
sendo que marcadores pequenos ja foram descritos e relacionados a infertilidade (
LIEHR et al., 2007).

Na década passada, alguns estudos forneceram valiosa informacdo sobre a
constituicdo genética do espermatozéide em homens normais (TEMPLADO et al., 2005;
DOWNIE et al., 1997). Dependendo do método usado para determinar a frequéncia de
aneuploidias, o valor pode variar de 1,9 a 2,9% (PANG et al., 1999). E possivel estimar a
freqiéncia de aneuploidia determinando este valor como 2X a frequéncia de dissomia.
Desta forma, a freqliéncia ndo seria superestimada, pois artefatos de técnica, como a
auséncia de sinais na analise da hibridagdo in situ poderia ser interpretada como
gametas nulissomicos (DOWNIE et al., 1997).

Na amostra estudada, a frequencia de aneuploidia total no grupo infértil foi de
6,88% para os 6 cromossomos avaliados, 2x 3,44%. Nos resultados da segregacao
meidtica para os cromossomos 13, 21, 22 o aumento das freqliéncias poderia ser
explicado por falhas na correta segregacao (por mecanismos de ndo-disjuncdo) devido
a defeitos de recombinacdo meidtica. Sabe-se que os cromossomos 13, 21 e 22

apresentam um unico ponto de crossing over no brago longo, com uma freqiiéncia de
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100% (Laurie et al., 1985). Se o processo de recombinacdo ndo ocorrer corretamente,
ha interferéncia na segregagao do bivalente, produzindo gametas aneupldides.

A frequéncia de dissomias do cromossomo 13 em espermatozéides de homens
normais foi descrita como 0,2% (TEMPLADO et al., 2005). Em homens inférteis, esta
incidéncia variou entre 0,17 a 2,76% (MARTIN et al., 2003; PANG et al., 1999;
KIRKPATRICK et al., 2008). Em nosso estudo, esta porcentagem foi de 0,53% sendo o
aumento moderado, mas estatisticamente significativo.

O cromossomo 21 apresenta-se na literatura como um dos mais avaliados pela
técnica de FISH sendo a frequéncia de dissomia em espermatozdides de homens
normais de 0,18%. Em nossos controles foi de 0,53% , pois fatores inter-individuais e
intra-individuais, além de fatores ambientais podem influenciar esse resultado
(TEMPEST et al., 2009). Na literatura, esta freqiiéncia em pacientes inférteis variou
entre 0,6 a 3,4% (PANG et al., 1999), sendo que na amostra estudada a freqiiéncia foi
de 0,77%.

Em relagdo ao cromossomo 22, a freqiiéncia de dissomia no grupo infértil foi de
0,67%, sendo que na literatura variou entre 0,13% a 1,21% (RIVES et al., 1999; MARTIN
et al., 1999). Para homens normais, foi de 0,47% (TEMPLADO et al., 2005). As
freqUiéncias dos cromossomos acrocéntricos estudados permaneceram no intervalo de
variagdes publicado na literatura, confirmando o aumento destas em pacientes
oligozoospérmicos. As frequéncias de ndo-disjuncdo do cromossomo 21 e 22
apresentaram comportamento similar e poderiam ser explicadas pelas caracteristicas
dos cromossomos. O cromossomo 21 tem sido amplamente estudado ndo sendo assim
para o cromossomo 22 e possivelmente os mesmos mecanismos possam estar

envolvidos na ndo-disjuncdo destes cromossomos.
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Na literatura, a freqiiéncia de dissomia do cromossomo 3 é de 0,20% em
homens normais (DOWNIE et al., 1997). No presente estudo, a freqiiéncia de dissomia
foi de 0,67% em oligozoospermicos e 0,42% nos controles. As diferencas das
freqUiéncias ndo foram estatisticamente significativas, mas observamos uma tendéncia
de aumento nos homens inférteis.

O par sexual deve ser considerado separadamente, pois os cromossomos X e Y
apresentam uma maior susceptibilidade de ocorréncia de erros meidticos e a
maturagdo espermatica é mais tolerante aos erros na segregag¢do destes cromossomos
(KIRKPATRICK et al., 2008). O pareamento meidtico esta restrito as regides pseudo-
autossdmicas, no entanto nos cromossomos autossdomicos, o complexo sinaptonémico
acompanha os homodlogos ao longo de toda sua extensdo. Ferguson et al., (2007)
analisaram a recombina¢do meidtica e aneuploidia em homens oligozoospérmicos e
descreveram defeitos na recombinacdo dos cromossomos sexuais. Este mecanismo
nao seria um fator importante para o possivel aumento da freqiiéncia, sendo que a
freqiéncia de dissomia XY em homens normais varia entre 0,05 e 0,44% (KIRKPATRICK
et al., 2008). Em nosso trabalho, a freqiiéncia nos controles foi de 0,30% e nos homens
inférteis foi de 0,68%. Varias publicacdes descreveram frequéncias de dissomias XY
entre 0,03-18,63% (KIRKPATRICK et al., 2008; PANG et al., 1999; MARTIN et al., 2003).
Valores extremos de dissomias devem ser criteriosamente discutidos ja que o critério
de andlise ou artefatos da técnica podem interferir nas observacdes.

A observagdo dos cromossomos XY em um Unico espermatozoide reflete erro
meiodtico na Meiose |, com a ndo-disjuncdo do bivalente sexual. Assim dissomias XX e
YY ostentam ndo-disjuncdo de cromatides irmas, erro de meiose Il. A ndo-disjunc¢do do

par XY e a separacao prematura de cromatides irmas foram recentemente descritas na
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literatura em gametas masculinos (UROZ et al.,2008). Erros de meiose | apareceram na
amostra estudada corroborando dados da literatura (KIRKPATRICK et al., 2008; PANG
et al., 1999; MARTIN et al., 2003). Em nosso estudo, as freqliéncias de dissomias XX e
YY ndo apresentaram diferengas significativas entre controles e pacientes inférteis.

Os caridtipos dos pacientes 06 e 019 apresentaram heteromorfismo do
cromossomo 9, sendo sugerido que a maior quantidade da heterocromatina aumenta
a probabilidade de que o cromossomo seja deslocado da placa metafasica (FORD e
LESTER, 1982). Porém quando se comparam as freqiiéncias, ndo encontramos
diferencas significativas, sugerindo que a presenca da heterocromatina ndo predispde
estes cromossomos a ndo-disjuncdo durante a espermatogénese, embora ainda ndo
existam trabalhos com dados consistentes sobre as variantes polimérficas dos
cromossomos 1, 9, 16 e Y. No paciente 023 foi realizada hibridagdao com sonda WCP X
SpectrumOrange (cat. N° 33-122023-5, Vysis) para descartar Sindrome de Klinefelter. O
marcador apresentava tamanho de um cromossomo do grupo C, porém devido a sua
baixa freqliéncia (mosaicismo 7%), ndo foi possivel determinar sua origem pela técnica
de FISH.

Sanchez-Castro (2009) sugere um valor limiar de dissomias e diploidia para 5
cromossomos (X, Y, 13, 18 e 21) de 3% em paciente oligozoospérmicos. Anormalidades
cromossOmicas dos gametas podem apresentar conseqliéncias clinicas definidas na
progénie (principalmente trissomias). O risco de produzir anormalidades
cromossOmicas numéricas na descendéncia estd aumentado nestes pacientes e o
aconselhamento genético é indicado, ja que o estudo da segregacao meidtica ofereceu

informacdo detalhada sobre a composicdo genética dos gametas.
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Varios autores observaram que o espermatozdide diferenciado apresentava
sinais peculiares de dano celular, relatando a apoptose (GORCZYCA et al., 1993; SUN et
al., 1997; SHEN et al., 2002), embora os gametas masculinos ndo apresentem atividade
transcricional e contenham pequena quantidade de citoplasma (WEIL et al., 1998).
Ainda ndo esta claro como os marcadores apoptoéticos detectados no espermatozéide
sdo residuos de um processo apoptotico abortivo antes da ejaculacdo (SAKKAS et al.,
1999) ou se resultam de apoptose iniciada apds a ejaculacdo. Na nossa amostra,
observamos células apoptdticas nas amostras de controles e pacientes, sendo que
foram detectadas diferencas nas frequéncias dos dois grupos. A frequencia de células
necroticas foi similar nos dois grupos. Existem diferencas se compararmos a
porcentagem de gametas ndo vitais do espermograma e a porcentagem de células
necréticas, sendo que a técnica empregada para determinar a vitalidade no
espermograma cora células que apresentam a membrana celular ndo integra. No
entanto, para que o Pl core o DNA, deve ocorrer tanto a ruptura da membrana celular
como da nuclear.

As diferencas nas freqliéncias de células apoptdticas entre grupo controle e
pacientes podem ser explicadas por apoptose abortiva. Deste modo, espermatozdides
apoptdéticos abortariam o processo de morte celular, embora sejam anormais
morfologicamente por apresentarem alteracdes bioquimicas (HUSZAR et al., 1997) ou
dano de DNA (SAKKAS et al., 1999).

A correlacdo estatistica entre dados de apoptose e frequéncia de dissomias
totais infere que a presenca de apoptose em células aneupléides indica que foram

selecionadas e ndo completaram o processo de morte celular. A formacdo e maturagao
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de gametas permitiriam a passagem de células apoptdticas e provavelmente
aneupldides excluindo os controles da regulacdo da espermatogénese.

Oosterhuis et al. (2000) supuseram que a baixa concentracdo poderia causar
alta porcentagem de apoptose. Shen e col.(1997) utilizando a técnica de TUNEL para
determinar fragmentacdo de DNA observaram correlacdo negativa entre apoptose e
concentracdo espermatica. Em contraste, Shen et al. (2002) reportaram uma
correlacdo positiva entre concentracao utilizando anexina V e técnica de TUNEL.

Os gametas masculinos apresentando ndo-disjuncdo e possivelmente
apoptoticos permaneceriam no ejaculado por falha de checkpoint meidticos ou a
regulacio provavelmente estaria relaxada pela baixa concentracdo de
espermatozéides.

Foram analisadas as variancias entre morfologia espermatica e as dissomias
totais e os resultados indicam que a morfologia é um efeito significativo na freqiiéncia
de dissomias. Para interpretar este resultado deve-se avaliar o teste abordado. Deste
modo, existe uma relagdo entre as varidveis, mas ndo existe uma correlacdo entre as
mesmas. Embora as varidveis estejam relacionadas, também os erros meidticos e um

processo andmalo em geral interferem na espermatogénese.



VI. Conclusoes
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O uso da técnica de FISH possibilitou avaliar a segregacdo meidtica de

espermatozdides de pacientes inférteis apresentando oligozoospermia.

e A frequencia de aneuploidia total nas células germinativas do grupo infértil foi

de 6,88% e de 3,98% nos controles.

e Observamos diferencas significativas nas freqliiéncias de dissomias dos

cromossomos autossémicos 13, 21, 22 entre homens inférteis e controles.

e Detectamos diferencas significativas nas freqliéncias de dissomia do par sexual

entre o grupo infértil e o grupo controle.

As frequencias de espermatozdides apoptdticos, necréticos e vidveis no grupo
infértil (15,72%;10,68% e 73,07%) e no grupo controle (6,48%; 6,88% e 86,40%)
demonstraram aumento significativo de células germinativas apoptdticas em

homens inférteis.

e A correlagdo positiva entre a presenca de apoptose e a frequencia de dissomias
totais sugere relagdo entre o processo bioloégico de morte celular programada

e a ndo-disjuncdao meidtica nas células germinativas.

e A andlise de variancia considerando as variaveis dissomias totais e morfologia

espermatica indicou o efeito da morfologia sobre as freqiiéncias de dissomias.
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Anexo Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando-o a participar de um projeto do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
intitulado “Fatores genéticos na espermatogénese de homens inférteis”, que tem como objetivo estudar a qualidade de

espermatozéides em homens que apresentem baixo nimero de espermatozéides, comparando com um grupo controle. Este
projeto tem como pesquisador responsavel Maria Silvina Juchniuk de Vozzi.

Informamos que:

1.  Sua participagdo é espontanea e opcional;
2. Caso vocé decida ndo participar, ou desista participar da pesquisa a qualquer momento, vocé ndo perdera nenhum
beneficio ou tratamento que estiver fazendo neste Hospital;
3. Vocé estard colaborando para aumentar nosso conhecimento sobre os motivos que podem causar a infertilidade
masculina.
Se vocé concordar em participar, informamos que:

1.  Serd necessaria a coleta de uma amostra de esperma ejaculado. Essa coleta é utilizada de rotina para o tratamento
médico. Estamos pedindo sua permissdo para utilizar a amostra em nosso estudo;

2. Osresultados de nosso estudo podem nao trazer beneficio imediato para seu tratamento;

3. A amostra sera estudada no Laboratdrio de Citogenética Molecular Humana do Departamento de Genética da FMRP-
USP;

4.  Osresultados demoram algumas semanas para ficarem prontos e serdo colocados em seu prontudrio médico;

5. O material apds a utilizagdo sera devidamente descartado no lixo hospitalar seguindo as regras ja determinadas;

6. Ainformagdo das amostras sera utilizada exclusivamente para os fins informados, apds sua permissao;

7. O desenvolvimento deste projeto ndo trard custos nem acarretard prejuizos para sua saude, excluindo, portanto,

qualquer tipo de indenizagdo. Sua identidade sera mantida em absoluto sigilo.

Tendo sido esclarecido sobre as condi¢cdes que constam neste documento, declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e
das condig¢Bes que me foram assegurados, a seguir relacionados:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer duvida relativa aos
procedimentos, riscos, beneficios e de outras situagdes relacionadas com a pesquisa.
2. A liberdade de retirar meu consentimento e deixar de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a
continuidade do atendimento.
3. Aseguranga de que ndo serei identificado e que sera mantido o carater confidencial da informagéao.
Declaro, que concordo com as condigdes que foram apresentadas e aceito participar de referido projeto.

Ribeirdo Preto, ....... o [T de 20....

Assinatura do paciente

Maria S. Juchniuk de Vozzi Prof. Dra. Lucia R. Martelli

Pesquisador responsavel Orientadora do projeto
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Anexo i

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DO CONTROLE

Estamos convidando-o a participar de um projeto do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
intitulado “Fatores genéticos na espermatogénese de homens inférteis”, que tem como objetivo estudar a qualidade de
espermatozéides em homens que apresentem baixo nimero de espermatozéides, comparando com um grupo controle. Este
projeto tem como pesquisador responsavel Maria Silvina Juchniuk de Vozzi.

Informamos que:

4.  Sua participagdo é espontanea e opcional;
5.  Vocé estard colaborando para aumentar nosso conhecimento sobre os motivos que podem causar a infertilidade
masculina.
Se vocé concordar em participar, informamos que:

8.  Sera necessaria a coleta de uma amostra de esperma ejaculado. Essa coleta é utilizada de rotina para o tratamento
médico. Estamos pedindo sua permissdo para utilizar a amostra em nosso estudo;

9.  Osresultados de nosso estudo podem ndo trazer beneficio imediato para seu tratamento;

10. A amostra sera estudada no Laboratério de Citogenética Molecular Humana do Departamento de Genética da FMRP-
USP;

11. Os resultados demoram algumas semanas para ficarem prontos e serdo colocados em seu prontuario médico;

12. O material ap6s a utilizagdo serd devidamente descartado no lixo hospitalar seguindo as regras ja determinadas;

13. Ainformacgdo das amostras sera utilizada exclusivamente para os fins informados, apds sua permissao;

14. O desenvolvimento deste projeto ndo trara custos nem acarretara prejuizos para sua saude, excluindo, portanto,
qualquer tipo de indenizagdo. Sua identidade serd mantida em absoluto sigilo.

Tendo sido esclarecido sobre as condigdes que constam neste documento, declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e
das condigBes que me foram assegurados, a seguir relacionados:

4. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer duvida relativa aos
procedimentos, riscos, beneficios e de outras situagdes relacionadas com a pesquisa.

5. A liberdade de retirar meu consentimento e deixar de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a
continuidade do atendimento.

6.  Aseguranga de que ndo serei identificado e que sera mantido o carater confidencial da informacao.

Declaro, que concordo com as condigdes que foram apresentadas e aceito participar de referido projeto.

Ribeirdo Preto, ....... o LI de 20....

Assinatura do paciente

Maria S. Juchniuk de Vozzi Prof. Dra. Lucia R. Martelli

Pesquisador responsavel Orientadora do projeto
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Anexo IV

Paciente O6

72

Cariotipo com bandeamento GTG e técnica com DAPI para evidenciar heterocromatina

46,XY,9gh+
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Paciente O19

Cariotipo com bandeamento GTG e técnica com DAPI para evidenciar heterocromatina

46,XY,9gh+
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Anexos

Paciente 023

Cariétipo com bandeamento GTG e FISH com sonda WCP para o cromossomo X.

46,XY[93]/47,XY,+mar[7]
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Abstract

Background: Infertility is a natural mechanism of selection intended to prevent the delivery of a
child with malformations or mental retardation. Male infertility is closely related to chromosomal
abnormalities. This study was focused on the analysis of meiotic segregation involving a
Robertsonian translocation, 45,XY,der(13;13) [56]/45,XY,der(13;14) [44] and the evaluation of
possible interchromosomal effects.

Results: Hybridisation with LSI 13ql4 and subtelomere 14q probes and WCPI3 SpectrumGreen
and WCPI4 SpectrumOrange probes showed a high proportion of unbalanced gametes,
corresponding to 71.2% of the spermatozoa. The disomic frequencies of the sexual chromosomes
and chromosome |8 of the patient were higher (5.28% and 2.55%, respectively) than those of the
control (0.6% and 0.59%, respectively).

Conclusion: Meiotic segregation studies in sperm are an important tool for genetic counselling of
chromosomal aberrations, allowing for a prediction of the risks and consequent implications for
the reproductive life. The patient with this rare translocation exhibited meiotic segregation fidelity,
and a high rate of unbalanced gametes with disomic spermatozoa.

Background

Infertility is a natural selective mechanism that affects one
in six couples [1] that is intended to prevent the delivery
of a child with congenital anomalies or mental retarda-
tion. Pregnancy can be difficult to achieve when previous
attempts have been associated with recurrent abortions or
implantation failures. Several studies investigating the dif-

ferent causes of infertility have included cytogenetic inves-
tigations to better understand the meiotic process [2-5].
Meiosis is a complex process and is monitored by differ-
ent checkpoints, which are essential for proper cell divi-
sion. Male and female gametes present different
secondary responses to meiotic alterations. When an alter-
ation occurs during spermatogenesis, meiosis halts, and
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apoptosis begins. On the other hand, if a problem occurs
during oogenesis, meiosis continues to completion, thus
generating aneuploid gametes. This fact could explain
why the same chromosomal rearrangement causes male
but not female infertility [6]. However, aneuploid gam-
etes could still be generated during spermatogenesis if the
meiotic checkpoints fail [7,8].

Male infertility is closely related to somatic chromosomal
abnormalities. Many studies have demonstrated that
chromosomal aberrations that cause meiotic interruption
can lead to oligozoospermia or azoospermia, which pro-
duce abnormal gametes and lead to infertility [9].

The genetic causes of male infertility include chromo-
somal (aneusomies, translocations, Y microdeletions,
inversions), genetic, mitochondrial and genomic imprint-
ing factors. The most common abnormalities are gono-
somal aneuploidies and Robertsonian translocations
[10]. Aneuploidies can be caused by meiotic segregation
errors, non-disjunction due to recombination defects,
paternal age effects and kinetochore and microtubule
alterations. In contrast, structural abnormalities require
DNA breakage as a prerequisite for the formation of rear-
rangements in other chromosomes. During meiotic
recombination, DNA breakage can increase the suscepti-
bility for the loss or gain of genetic material in a chromo-
somal region [11]. Patients with Robertsonian
translocations can produce 3.4-40% abnormal spermato-
zoa [12-16], while patients with reciprocal translocations
have 47.5 - 81% abnormal germ cells [17-20].

Distinct combinations of Robertsonian translocations
have been described for the five acrocentric chromo-
somes, with the 13;14 and 14;21 translocations being the
most frequent. Although the Robertsonian translocation
carrier is phenotypically normal, the abnormality contrib-
utes to genetic imbalances in the sibship, causing fetal
losses, mental retardation, multiple congenital anoma-
lies, uniparental disomy and infertility [21].

The first studies of meiotic segregation used heterologous
in vitro fecundation [22,23]; later studies used fluorescent
in situ hybridisation (FISH) techniques. The studies on
meiotic segregation of chromosomes in the sperm of Rob-
ertsonian translocation males find a majority of normal or
balanced spermatozoa for the chromosomes related to the
translocation (mean 85.42%; range 60-96.60%) [24].

The influence of translocated chromosomes on the syn-
apses and disjunction of other chromosomes is called an
interchromosomal effect (ICE) [25]. ICE has been
described in several chromosomal rearrangements. Chro-
mosomal analysis of sperm in infertile males have shown
high variability in chromosomal segregation behaviours

http://www.molecularcytogenetics.org/content/2/1/24

during meiosis [26,27]. This variability could be associ-
ated with the multifactorial aetiology of male infertility,
but in some cases, the combination of low sperm quality,
chromosomal rearrangement and aneuploidies could
affect meiotic synapses. It has been suggested that both
the fluctuation in disomy and degree of semen parameter
abnormalities are influenced by the chromosomes
involved in the rearrangement. Different reports demon-
strated an increased frequency of X and Y aneuploidies in
patients with structural rearrangements involving auto-
somes [28,29,16,24]. Roux et al. (2005) [24] suggested
that ICE could be detected in the sperm of Robertsonian
translocation carriers, but this result could not be general-
ised.

This study analysed the meiotic segregation in a double
Robertsonian translocation carrier with karyotype
45,XY,der(13;13)/45,XY,der(13;14) and the possible
interchromosomal effects in the sperm.

Results

A total of 1831 patient spermatozoa were included in the
meiotic segregation analysis of the chromosomes
involved in the translocation. A FISH analysis using WCP
probes for the chromosomes 13 (red) and 14 (green) was
performed in 820 gametes (figure 1). The 13 LSI probe
(green) and subtelomere 14 (red) analysis were per-
formed in 1101 sperm (figure 2). The results are summa-
rised in Tables 1 and 2. The hybridisation efficiency was
95% for LSI probes and 85% for WCP probes.

We also investigated the interchromosomal effects
through a segregation analysis of chromosomes X, Y and
18. We detected 49.32% of sperm with one red signal, cor-
responding to the X chromosome, and 45.28% of sperm
with one signal from the Y chromosome. Two signals (one
red and one green) were observed in 0.78% of the gam-
etes. We also observed two red signals (XX) in 0.28%, two
green signals (YY) in 0.21% and disomy for chromosome
18 in 2.42% of the gametes.

The control analysis detected 49.1% of the gametes with
one red signal (X), 49.3% with one green signal (Y),
0.25% with (XY), 0.16% with (XX) and 0.11% with (YY)
disomic signals. The frequency of chromosome 18 disomy
was 0.58% and diploidy was detected in 0.57% of cells.

Discussion

Meiotic segregation analysis can predict gamete behaviour
in patients with chromosomal abnormalities and can be
useful for genetic counselling purposes. This study pro-
vides accurate information for the understanding of mei-
otic segregation in male gametes in this particular
Robertsonian translocation carrier.
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Figure |

A nucleus with the 13;14 translocation and normal
sperm with one red signal (WCP 13) and one green
signal (WCP 14).

In the literature, a rare type of mosaicism has been
described. Jumping translocations are events in which the
same chromosomal segment is translocated to different
chromosome sites in different cell lines [30]. Jumping
translocations have mainly been described in haemato-
logical malignancies, but there also have been rare obser-
vations of a constitutional condition. This could explain
the origin of the patient mosaicism, considering that the
parental karyotypes were normal. Iwarsson et al., 2009
described a phenotypically normal male who presented a
45,XY,rob(13;13)(q10;q10)/45,XY,dic(13;15)  (p11.2;
p12) karyotype and oligoasthenoteratozoospermia,

Figure 2

FISH in spermatozoa using LSI 13 (green) and subte-
lomere 14 (red) probes. One red signal and |3 nulisomic;
one red signal and disomic |3 nucleus.

http://www.molecularcytogenetics.org/content/2/1/24

which is closely related to infertility. Another hypothesis
for explaining this karyotype is chimerism, but further
genetic informations would be necessary.

We compared the segregation modes of the patient sperm
with the segregation described in non-mosaic Robertso-
nian translocations because there have been no reports in
the literature concerning this particular type of meiotic
segregation. Only one similar patient was published by
Iwarsson et al. [31]. Most of the meiotic segregation stud-
ies in sperm with Robertsonian translocations have con-
cluded that the alternate mode of segregation is more
frequent [29,24,4], indicating similar meiotic behaviour
in different patients [13]. In our study, the balanced and
normal gamete rates of alternate segregation were higher,
in agreement with the literature [29,24,4] for the t(13;14)
cellular line. The chromosome complement t(13;13) (Fig-
ure 3) increased the rate of unbalanced gametes and
increased the risk of trisomy 13 in the descendant because
it does not produce balanced gametes. Meiotic interrup-
tion, which leads to 3:0 chromosomal segregation, could
explain the observed rates in the sperm of the Robertso-
nian translocation carrier. Another explanation could be
meiotic checkpoint intervention. Any factor able to mod-
ify anaphase (such as chromosomal rearrangement or the
loss of microtubule tension) could interrupt the cell cycle
[32].

In the meiotic segregation of the patient with 13;13 and
13;15 mosaicism, the rate of abnormal spermatozoa was
45.2%, which is lower than our study (72.22%). This
could be explained by the genome of the involved chro-
mosomes.

Comparing the meiotic segregation analysis in sperm and
the frequency of abnormal embryos, Escudero et al. [13]
concluded that meiotic segregation analysis are a good
predictor for the rate of abnormal embryos. They con-
cluded that there is a reasonable chance of conceiving
when abnormal sperm rates are less than 65%. Our results

Table I: The analysis of meiotic segregation of the patient using
WCP probes.

Chromosome constitution Signals N Rate
13/14 or der(13;13) oG 307 37.43%
der(13;14) ouG 248  30.21%
13/der(13;14) or der(13;13) O0G 26 3.17%
14 G 181  22.1%
14/der(13;14) OGG 36 4.4%
13 o 22 27%
820 100%

O = orange; G = green; OUG = orange and green joined; OOG =
two orange and one green; OGG = two green and one orange; OG =
one orange and one green.
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Table 2: The analysis of meiotic segregation of the patient using LSI probes.

Chromosome constitution Signals N Rate
13/14 or der(13;14) GO 291 28.78%
13/der(13;14) or der(13;13)/14 GGO 265 26.21%
14 (e} 321 31.75%
14/der(13;14) GOO 48 4.75%
13 G 47 4.65%
Others GG, 00, GGGO, GOOO 39 3.86%
1011 100%

G = green; O = orange.

have identified 71.22% abnormal gametes, including the
alternate and adjacent modes of segregation. Conse-
quently, our findings suggest a poor prognosis of concep-
tion, with an increased risk for fetal loss or trisomies in
successful conceptions.

ICE remains controversial in the literature, although some
publications have indicated its relevance [16]. Anton et al.
[29] observed high sex chromosome aneuploidy rates
(0.68%) in the sperm of Robertsonian translocation carri-
ers compared with controls (0.37%) and insignificant
rates for other chromosomes. In our study, we observed
high levels of disomy for the sex chromosomes, in agree-
ment with the literature [33,28]. Our results showed even
higher rates than previously reported [24,34]. The check-
points involved in meiosis could have failed, producing
aneuploid gametes. Luciani et al. [35] described a non-
random association between the trivalent and the sex
chromosomes in prophase I in male mice. A similar study
in mice with Robertsonian translocations also described
an association between the trivalent and the sex chromo-
somes. Other groups described the association between
the trivalent and sex chromosomes as the affinity between
the inactive XY body and the asynaptic regions of the mul-
tivalent. This region is covered by the variant histone vy-
H2AX, which increased this association and led to tran-
scriptional inactivation [36,37]. The interference of the
heterosynapses, the mechanism that rescues the gamete
when anaphase is interrupted, could explain the increase
of XY disomy. The interference of the trivalent in meiosis
might affect the segregation of chromosome 18; its dis-
omy frequency was increased when compared with the
control (p < 0.01). Another study also reported an
increased frequency of chromosome 18 disomy [34].
Non-disjunction and the absence of recombination could
also explain these rates [38].

When the meiotic segregation of a translocation is stud-
ied, the chromosomes involved in the translocation, as
well as the genetic condition of each patient, must be con-
sidered. Meiosis is a very complex process; any change in
the configuration and position of the chromosomes will
increase the likelihood of meiotic arrest or errors.

Conclusion

We conclude that the study of meiotic segregation in the
sperm of Robertsonian translocation carriers provides
information about chromosomal imbalances and the
increased risk of producing children with genetic syn-
dromes. In our patient, we demonstrated accurate meiotic
segregation, high rates of unbalanced gametes and dis-
omic sexual germ cells in this rare translocation. Genetic
counselling is required to explain the poor reproductive

/ '

{b)

{c)
(a)

Figure 3

The meiotic segregation of translocation t(13;13). a)
A derivative chromosome, b) a disomic gamete and c) a nulli-
somic gamete.
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outcome to the patient. The analysis of the segregation of
chromosomes involved in the translocation and ICE can
generate a more personalised risk assessment for the
reproductive outcome of patients with structural chromo-
some aberrations that can be useful in genetic counsel-
ling.

Methods

Two sperm samples from a patient with the
45,XY,der(13;13)(q10;q10)  [56]/45,XY,der  (13;14)
(q10;q10) [44] karyotype were collected in sterile collec-
tors. The phenotypically normal patient was 30 years old
and presented oligozoospermia. At the same time, two
sperm samples from a control (30 years old, fertile man
without abnormalities, normal male karyotype and nor-
mal spermiogram) were also collected. The affected
patient and the control were informed about the study,
and written informed consent, approved by the Ethical
committee, was obtained.

The samples were washed in 0.01 M Tris/0.9% NaCl solu-
tion. Slides were made with 5 pl of the sample and stored
at-20°C.

FISH technique

Two sets of probes, WCP (whole chromosome painting)
for chromosome 13 (cat. N° LPP13R, Cytocell, UK) and
for chromosome 14 (cat N° LPP14G, Cytocell, UK) and
locus specific sequence (LSI) for chromosomes 13, LSI 13
(13q14) SpectrumGreen (cat N° 32-192018, VYSIS Inc.,
USA) and TelVysion 14q SpectrumOrange (cat. N° 33-
260014, VYSIS Inc., USA) were used for the meiotic segre-
gation studies. CEP X (DXZ1), Y (DYZ1) sat III (cat N° 30-
161050, VYSIS Inc., USA) and CEP 18 (D18Z1) Spectru-
mOrange (cat N° 32-130018) and SpectrumGreen (cat
N° 32-132018) probes (VYSIS Inc., USA) were used for
the ICE analysis.

The samples were decondensed in 10 mM DTT(dithioth-
reitol)/0.01 M Tris solution and LIS (lithium 3,5-diidosal-
icylate) solution at room temperature. They were
dehydrated through an ethanol series and air-dried. Then
they were immersed in 0.005% pepsin solution (Sigma,
USA) for 10 minutes to eliminate the cytoplasm. The
probes were prepared according to the manufacturer
instructions. The slides were denatured in a water bath at
74°C. The probe mix was then applied to the slides, which
were covered with a coverslip, sealed with rubber cement
and hybridised overnight in a moist chamber at 37°C. The
slides were washed in 50% formamide and 2x SSC solu-
tion, and DAPI (4',6-Diamino-2-phenylindole) was used
for counterstaining. The results were analysed with an epi-
fluorescence Zeiss microscope coupled with the Metasys-
tem 2.1 software. Only morphologically intact sperm
were assessed, according to standard assessment criteria.

http://www.molecularcytogenetics.org/content/2/1/24

Overlapping sperm nuclei, disrupted nuclei or large nuclei
with diffuse signals were not considered [39]. In the paint-
ing assays, nuclei with two signals of different colours
clearly coupled one with the other, were considered as dis-
playing a balanced chromosomal pattern [40].

Data analysis

The statistical analysis was performed using the SAS sys-
tem (2002-2003, SAS Institute Inc., Cary, NC) [41]. The
data related to the analysis of the meiotic segregation of
chromosomes X, Y and 18 were analysed by the Chi-
Square test (%2).

Consent

The affected patient and the control were informed about
the study, and written informed consent, approved by the
Ethical committee, was obtained.
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