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RESUMO

A infertilidade masculina idiopatica estd relacionada a defeitos na espermatogénese normal,
devido a causas genéticas. A espermatogénese ¢ um processo dependente de altos niveis de
hormdnios sexuais masculinos, os androgenos. E os androgenos, por sua vez, exercem sua
funcdo quando associados ao receptor androgénico (RA), proteina codificada pelo gene RA.
Mutacdes no gene RA levam a sintese do RA ndo funcional, o que acarreta em falhas no
processo de espermatogénese e consequentemente causam infertilidade masculina. O trabalho
teve como principal objetivo verificar a ocorréncia ou ndo de mutagdo no gene R4 em
pacientes com infertilidade masculina idiopatica do Centro de Reprodugao Humana do HC-
UFG. Foram analisadas 206 amostras de pacientes, sendo 95 normais e 111 alterados para o
espermograma. As amostras foram amplificadas para os exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA e os
resultados submetidos as andlises estatisticas, teste U, quiquadrado e regressao logistica. Foi
verificada a existéncia de relacdo entre alteracdo no espermograma e mutagao no gene RA. A
analise da relagdo entre espermograma e muta¢do no gene RA dos cinco exons avaliados foi
significativa somente para os exons 1 e 7. Os pacientes com alteragdo numérica para o
espermograma apresentaram uma freqiiéncia maior de mutagdes no exon 7, os pacientes
teratozoospérmicos no exon 1 e os astenozoospérmicos no exon 7. Os exons 4, 6 e 8 ndo
apresentaram relagdo estatistica significativa para alteragdes no espermograma. Dentre os
resultados referentes aos habitos sociais, o etilismo mostrou-se significativo para mutagdes no
gene RA. A realizacdo desse estudo vem reafirmar a relagdo entre presenca de mutagdes no
gene RA como provaveis causas de defeitos na espermatogénese e, consequentemente,
infertilidade masculina idiopéatica, ndo dependendo exclusivamente do fator génico, mas da
associagao entre este fator ¢ o meio ambiente onde o homem esta inserido.

Palavra-chave: infertilidade masculina, espermatogénese, sindrome de insensibilidade ao
androgeno (AIS), androgenos, receptor de androgeno, gene RA.



ABSTRACT

Male idiopathic infertility is related to defects in normal spermatogenesis, due to genetic
causes. The spermatogenesis is a dependent process on high levels of male sex hormones, the
androgens. The androgen, in turn, perform its function when associated with the androgen
receptor (AR), protein encoded by AR gene. Mutation in AR gene lead to a synthesis of non
functional AR, which results in the failure of the process of spermatogenesis and,
consequently, causes male infertility. This work has as its main objective the verification of
the occurrence of mutation in the AR gene in patients with male idiopathic infertility who
come from the HC-UFG Human Reproduction Center. Samples were analyzed from 206
patients. The result was that 95 patients were found to be normal while 111 with an altered
result for the spermogram. The samples were amplified for exons 1, 4, 6, 7 and 8 of the 4R
gene and the results subjected to statistical analysis, Mann Whitney, logistic regression, and
chi tests. The existence of the relationship between defects of sperm and AR gene mutation
was verified. The analysis of the relationship between the spermogram and the 4R gene
mutation in five evaluated exons was significant only for exons 1 and 7. Patients with
numerical unsettled spermogram had a higher frequency of mutations in exon 7,
teratozoospermics in exon 1 and exon 7 in astenozoospermics patients. Exons 4, 6 and 8
showed no meaningful statistical relationship in reference to the alteration of the spermogram.
Among results related to social custom, alcohol proved to be significant for mutation in the
AR gene. This study has reaffirmed the relationship between the presence of mutation in AR
genes as probable causes of defects in spermatogenesis. Consequently, male idiopathic
infertility depends not only on the genetic factor, but also on the association between this
factor and the environment where man inhabits.

Key words: male infertility, spermatogenesis, androgen insensitivity syndrome (AIS),
androgens, androgen receptor, AR genes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais

A reproducdo ¢ uma das mais importantes fungdes dos seres vivos e o meio pelo qual
ocorre a manuten¢do de uma espécie (Yong et al., 2003). Nos organismos menos complexos,
o processo reprodutivo pode ser realizado pela simples divisao celular. Porém nos animais
superiores, como a espécie humana, a reproducdo ¢ um fenomeno complexo que envolve
varias estruturas, requerendo um perfeito equilibrio morfologico, funcional e comportamental
(Melo et al., 2005).

A infertilidade ¢ definida como a incapacidade de um dos dois coOnjuges, em
decorréncia de causas funcionais ou organicas, gerarem gravidez por um periodo conjugal de
no minimo dois anos, sem o uso de contraceptivos e com vida sexual normal (Thiensen ef al.,
2002; Dam et al., 2007). Estudos afirmam que o fator masculino esta envolvido em 55% dos
casos de infertilidade conjugal, sendo responsavel por exclusivo por aproximadamente 35%
dos casos, e 0s 20% remanescentes estdo associados ao fator feminino. Em alguns casos, nao
¢ possivel identificar a etiologia desta infertilidade, sendo diagnosticada como infertilidade
sem causa aparente ou infertilidade idiopatica (Bordin et al., 2005; Teloken et al., 2005).

A literatura revela que mundialmente, mais de 70 milhdes de casais sofra de
infertilidade, a maioria advinda de paises em desenvolvimento (Ombelet ef al., 2008). Nos
paises ocidentais, os casos de infertilidade ja se aproximam dos 20% (Vogt, 2004). No
entanto, pesquisas afirmam que 4% a 17% dos casais com problemas de infertilidade
procuram assisténcia médica, e apenas 5% destes ndo conseguem ter filhos (Bordin ef al.,
2005; Teloken et al., 2005).

Aproximadamente metade dos casos de infertilidade estd relacionada a producdo
inadequada ou defeituosa de espermatozoides, podendo ser causada por uma variedade de
desordens, as quais podem ser adquiridas ou herdaveis. As causas genéticas da infertilidade
masculina sdo de interesse especial a biologia reprodutiva, uma vez que estas desordens
podem ser passadas a prole caso os individuos com algum tipo de infertilidade, escolham se
submeter as técnicas reprodutivas, j4 que por meios naturais ndo ¢ possivel ter filhos (Hiort et

al., 2000).



Lesdes genéticas que causam infertilidade masculina podem ser agrupadas em trés
classes: (1) aneuploidias cromossdmicas e rearranjos, na qual os genes especificos em um
cromossomo aumentam a sua expressao ou a dosagem, alterando seu ambiente gendmico
normal; (2) microdelecdes, onde delegdes ou rearranjos de multiplos genes mapeados em um
local molecular mudam seu padrao normal de expressdo; (3) um Unico gene defeituoso, no
qual a expressdo deste (também chamado de elemento-chave) ¢ alterada ou perdida,
provocando infertilidade masculina (Vogt, 2004).

Ainda, segundo Vogt (2004), as aneuploidias ou aberracdes estruturais sao
encontradas em aproximadamente 14% dos homens azoospérmicos (ou seja, pacientes com
infertilidade, sem espermatozoides no s€men), e 5% dos homens oligozoospérmicos (ou seja,
pacientes inférteis com uma grave reducdo do numero de espermatozoides no sémen).

A qualidade do s€men esta relacionada a espermatogénese normal. A espermatogénese
¢ o processo pelo qual sdo produzidos os espermatozoides, e resumi-se em divisdo,
diferenciagdo e meiose de células germinativas imaturas (Balk & Knudsen, 2008). A
deficiéncia neste processo ¢ considerada a causa mais freqiiente de infertilidade masculina,
correspondendo a aproximadamente 70% dos casos, € pode ter como causa implicagdes
decorrentes de doencas sistémicas adquiridas tais como: criptorquidismo, alteragdes
endocrinoldgicas, varicocele, infecgdes no trato genital e/ou exposi¢do exdgena a agentes
quimicos e fisicos (Larriba et al., 2005).

A qualidade da produgdo de espermatozdides € constatada através de alteracdes
detectadas no espermograma. Este exame analisa o esperma quanto: - ao numero de
espermatozdides: oligozoospermia (menor que 20 milhdes/mL), criptozoospermia (menor que
1 milhdo/mL), azoospermia (auséncia de espermatozoides no ejaculado); - a motilidade:
astenozoospermia (motilidade anormal/alterada dos espermatozoides); - a morfologia:
teratozoospermia (morfologia anormal dos espermatozdides) (Dam et al., 2007).

Sendo assim, a infertilidade masculina caracteriza-se pela incapacidade de produzir
espermatozdides em numero suficiente, com morfologia normal, e adequada motilidade, ou
ainda a combinagdo deste (Angelopoulou et al., 2007). Os eventos celulares que resultam na
espermatogénese respondem a altos niveis de hormonios esteroides, hormonios sexuais, 0s
andrégenos (Kang et al., 2003).

Os andrégenos sdo sintetizados pelas células de Leydig que se encontram nos
testiculos. Para que o andrégeno desencadeie os eventos celulares, necessarios a
espermatogénese, ¢ obrigatorio a associagdo deste ao receptor de andrégeno (RA), um

membro da superfamilia de receptores nucleares. O complexo receptor-androgeno desloca-se



para o nucleo onde reconhece uma seqiiéncia especifica do DNA cromossomal e os elementos
responsivos (ARE — androgen response element) e recruta co-ativadores que facilitam o inicio
da transcricdo de genes regulados por androgenos. O RA tem a capacidade de induzir a
expressdo génica e promover a progressio do ciclo celular (Yong et al., 2003; Balk &
Knudsen, 2008).

Estudos revelam que defeitos no gene que codifica para o RA, o gene R4, podem
resultar no desenvolvimento sexual masculino anormal, visto que os andrdgenos sao
responsaveis por uma ampla gama de desenvolvimentos e respostas fisioldgicas que levam
além da espermatogénese, a diferenciacdo sexual masculina, ainda no periodo fetal e no
periodo poés-fetal, a manutencdo puberal. Acredita-se que defeitos mais sutis no gene RA
sejam a causa de espermatogénese anormal, acarretando o fendtipo de infertilidade masculina

(Dohle et al., 2003; Kang et al., 2003, Rajender et al., 2007).

1.2. Espermatogénese

O termo espermatogénese refere-se a seqiiéncia inteira de eventos pelos quais células
germinativas primitivas, denominadas espermatdgonias, € que estio em dorméncia durante
periodo fetal, sdo transformadas em espermatozéides (Moore & Persaud, 1995).

O processo de espermatogénese pode ser dividido em trés fases principais: a)
multiplicagdo e renovacdo por mitoses das células germinativas primordiais; b) meiose, que
reduz os cromossomos a metade, para dar origem as cé€lulas haploides. Inicia com a
duplicagdo e recombinagdo de material genético dos espermatdcitos primarios, € continua
com uma divisdo mitdtica dando origem aos espermatocitos secundarios, terminando com
uma nova divisdo para formar espermatides redondas; c) diferenciacdo e maturacdo das
espermatides, para formar gametas masculinos, processo conhecido como espermiogénese.
Todo o processo de espermatogénese ¢ um processo dependente da agdo de andrdgenos
(Figura 1) (Bassas, 2001).

Sendo assim, os hormonios responsaveis pela espermatogénse sdo produzidos nas
células de Leydig, presente no intersticio dos testisculos. Os testiculos sdo constituidos por
dois compartimentos: tibulos seminiferos e tecido intertubular, que constitui o intersticio. Os
tubulos seminiferos sdo revestidos por camadas de células germinativas em diferentes estadios
de desenvolvimento (espermatogonias, espermatdcitos, espermatides e espermatozdides) e

sustentam as células de Sertoli. O intersticio consiste em um conectivo de tecidos frouxos,



sangue e vasos linfaticos, e varios tipos de células, incluindo as células de Leydig,
fibroblastos, macrofagos e leucocitos. As células de Leydig além de serem sintetizadoras de
testosterona (hormodnio essencial para espermatogénese), sdo fontes predominantes para

outros hormonios esterdides como o estrogénio (O’Donnell ef al., 2001; Akingbemi, 2005).

ESPERMATOGENESE
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Figura 1. Espermatogénese: producio de espermatozoides, divisdes meioticas (Jacob et al., 1990).

As células de Sertoli sdo células somaticas dos testiculos, essenciais para a formagao
testicular e para a espermatogénese. Estas células facilitam a progressdo das células

germinativas a espermatozoide pelo contato direto e por controlar o meio ambiente dentro dos



tubulos seminiferos. A regulacdo da espermatogénese por hormdnio foliculo estimulante
(FSH — Follicle Stimulating Hormone) e por testosterona ocorre pela agdo desses hormodnios
nas cé¢lulas de Sertoli. Enquanto a agcdo da testosterona € necessaria para a espermatogénese, a
acdo do FSH promove a produgdo espermatogénica pelo aumento do numero de células de
Sertoli (Griswold, 1998). Contudo, as células de Sertoli se proliferam apenas nos periodos
fetal e pré-puberal. Ao final da segunda semana pods-natal elas iniciam maturacdo, perdendo
sua capacidade proliferativa e de aquisicdo de fungdes, o que lhes permite apoiar a
espermatogénese (Kim et al., 2007).

A espermatogénese ndo ¢ um processo rapido, requer muitos dias para se completar e
normalmente continua ao longo de toda a vida reprodutiva. As espermatogOnias que se
encontravam dormentes nos tibulos seminiferos dos testiculos desde o desenvolvimento fetal
e por toda a infancia, comegam a aumentar em numero na puberdade. Apds estas células
passarem por varias divisdes mitoticas, crescerem e sofrerem alteragdes graduais elas se
transformam em espermatdcitos primarios. Estes espermatdcitos primarios sofrem
subseqiientes divisdes de reducdo, primeira divisdo meiodtica, formando dois espermatdcitos
hapléides secundarios. Em seguida, os espermatocitos haploides secundarios passam por uma
segunda divisdo meidtica, formando quatro espermadtides haploides. As espermatides se
diferenciam gradualmente em espermatozéides maduros (Figura 2) (Jacob ef al., 1990; Moore
& Persaud, 1995).

Portanto, quando o desenvolvimento de células germinativas se completa, as
espermatides maduras sdo liberadas pelas células de Sertoli no limen do tabulo, prosseguindo
até o sistema de ducto, conhecido como a rede testicular, até que se introduza no epididimo
através dos ductos eferentes. Durante a passagem através do epididimo as espermatides
sofrem uma série de alteragdes bioquimicas, tornando-se espermatozoides moveis capazes de
fertilizar (O’Donnell et al., 2001; Poirot & Cherruau, 2005).

Os espermatozoides possuem uma topografia Unica entre as células, sendo conhecidas
trés grandes pegas, facilmente distinguidas: cabeca, peca intermedidria e cauda (Figura 3). Os
espermatozdides normais exibem uma cabega oval com um contorno regular contendo um
nucleo, onde o material genético se encontra concentrado. A cabeca € coberta pelo acrosoma,
abrangendo mais de um terco da superficie. O acrosoma, originario do aparelho de Golgi,
contém enzimas digestivas usadas, entre outras coisas, para auxiliar na penetragdo por
investidas circundantes ao 6vulo (Jacob et al., 1990). A pe¢a intermediaria ¢ fina, reta e
regular em esbogo, possui menos de um terco da largura da cabeca, e estd alinhada ao eixo

longitudinal da cabega. A cauda é delgada, desenrolada e deve apresentar um esbogo regular



e, pelo menos, 45 pm de comprimento. A morfologia anormal espermatica ¢ classificada com

defeitos na cabeca, na peca intermedidria ou na cauda do espermatozoéide (Sun et al., 2006).
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Figura 2. Espermatozdéide: Esquema mostrando as modificacdes que a célula sofre até formar o

espermatozoide maduro (Gilbert, 2003).
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Figura 3. Esquema do espermatozoide, mostrando suas trés partes distintas e sua constituicio (Moore &

Persaud, 1995).

1.3. Androégenos (Hormonios Sexuais)

A testosterona ¢ o androgeno mais abundante no soro de individuos do sexo
masculino, e o testiculo ¢ a sua principal fonte de producdo. A glandula adrenal produz
testosterona, porém em uma pequena quantidade, diretamente ou apds a conversdo periférica
dos hormonios androstenediona e dehidroepiandrosterona, apds as acdes de enzimas. No
epitélio da prostata, as testosteronas sdo convertidas para andrégenos mais potentes,
dihidrotestosterona (DHT), por meio da agdo residente de uma enzima, Sa-redutase (Melo et
al., 2005; Balk & Knudsen, 2008)

Os androgenos sao sintetizados e secretados na corrente sanguinea. A testosterona e a
DHT estao presentes no sangue na concentracdo 10 a 100 vezes acima do nivel necessario
para a saturagdo do RA. Entretanto, aproximadamente 95% destes androgenos circulam
ligados as proteinas, como a albumina ou globulina ligadora de hormdnios sexuais que
limitam a sua biodisponibilidade. Algumas células responsivas aos andrdégenos possuem

receptores de membrana para as proteinas carreadoras de androgeno (Melo et al., 2005).



Os androgenos tém papel importante no desenvolvimento dos o6rgdos reprodutores
masculinos tais como o epididimo, os vasos deferentes, a vesicula seminal, a prdstata e o
pénis. Além disso, os androgenos sdo necessarios para a puberdade, a fertilidade masculina e
a fun¢do sexual masculina. Os elevados niveis de testosterona intratesticular, secretadas pelas
células de Leydig, sdo necessarios para a espermatogénese. Para exercer suas funcdes na
espermatogénese, os androgenos sdo capturados por receptores especificos, o receptor de
androgeno (RA) (Ghadessy et al., 1999; Dohle et al., 2003).

A testosterona e DHT atravessam a membrana da célula por difusdo simples. Ao se
incorporar nas células alvo e antes que possa exercer sua fun¢do especifica, a testosterona sera
metabolizada pela aromatase em estradiol do hipotdlamo, onde ocorre a determinagdo sexual,
ou sera metabolizada pela Sa-redutase em DHT, na maioria dos orgdos reprodutivos
masculinos (Figura 4). A DHT ¢ cerca de 30 vezes mais potente que a testosterona devido a

sua afinidade aumentada pelo RA (Lewin, 2001; Kang ef al., 2003; Melo et al., 2005).

Receptor de
Androgeno

Testosterona Receptor de

Androgeno

Figura 4. Esquema mostrando a conversio da testosterona. A testosterona pode sofrer a acio da Sa-

redutase e formar a dihidrotestosterona (DHT), ou da aromatase e formar o estradiol.



1.4. Receptor de Androgeno (RA)

O RA ¢ uma proteina transcricional regulatéria ativada por ligante que pertence a
superfamilia de receptores nucleares, membros que incluem os glicocorticoides, a
progesterona, o estrogeno e os receptores de acido retindico (Ghadessy et al., 1999; Melo et
al., 2005). Geralmente sao mantidos em estado inativo por inibidores e na auséncia de seus
ligantes (Balk & Knudsen, 2008).

O gene RA codifica uma fosfoproteina, de 910-919 residuos de aminodcidos, e esta
localizado no braco longo do cromossomo X, Xqll1-12. O gene RA encontra-se em copia
unica no genoma e apresenta extensdes de aproximadamente 90 quilobases (Kb). A regido
codificante do gene R4 ¢ compreendida de 8 exons separados por 7 introns (Yong et al.,
2003; Mooney ef al., 2003; Zhu, 2005; Brinkmann, 2006; Singh et al. 2006).

Estudos revelam que, por meio de processamento alternativo, o gene RA pode
codificar uma proteina de 110 kDa (isoforma B) e outra proteina de 87 kDa (isoforma A), a
qual apresenta perda de parte da regido amino-terminal. A isoforma A do RA representa uma
forma truncada do receptor, iniciando a tradu¢do na metionina 188, assim, faltam 187
aminoacidos, portanto possui uma regido N-terminal parcial, em comparagdo com o total
comprimento da isoforma B do RA. Os mRNAs sdo de 11 Kb e 7 Kb, aproximadamente

(Brinkmann, 2006; Barbaro et al., 2007).

O RA ¢ compreendido por trés dominios principais, um dominio amino-terminal ou de
transativagao (TAD — trans activation domain), um dominio de ligacdo ao DNA (DBD —
DNA binding domain), um dominio de ligacdo ao ligante (LBD — ligant binding domain).
Apresenta ainda uma regido de dobradiga, hinge (Figura 5) (Yong et al., 2003; Mooney et al.,
2003; Zhu, 2005; Singh et al., 2006).

O TAD ¢ codificado pelo exon 1, compreende quase a metade da molécula do RA. E
constituido por 555 residuos de aminoacidos e estd envolvido na ativagdo transcricional de
genes alvos. O TAD contém dois subdominios de transativacdo, AF-1 e AF-5. O dominio AF-
1, independente do ligante, est4 localizado entre os residuos 101-370, representando um papel
essencial nas fun¢des do RA através da interagdo intramolecular e/ou intermolecular com co-
reguladores. O AF-5 estd localizado entre os residuos 360-485, e ¢ necessario para
transatividade de receptores de androgenos constitutivamente ativos, que ndo tem o seu LBD
(Figura 6) (Heinlein & Chang, 2002; Melo et al., 2005; Zhu, 2005; Silva-Ramos ef al., 2006,
Brinkmann, 2006; Rajender et al., 2007).
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Figura 5. Esquema mostrando a estrutura organizacional do receptor de andrégeno (RA): localizacio no
cromossomo X, gene com 0s 0ito exons separado por introns e a proteina com os trés principais dominios:
Dominio amino-terminal; Dominio de ligacdo ao DNA e Dominio de ligacdo ao andrégeno (Rajender et al.,

2007).

O exon 1 ¢ composto ainda por dois motivos de repeti¢ao polimorficos (CAG e GGN),
codificando extensdes variaveis de trechos de poliglutamina e poliglicina, respectivamente, no
TAD da proteina RA. As duas regides de repeticdo sdo separadas por 248 residuos de
aminoacidos de seqiiéncias ndo polimorficas. A CAG, uma simples repeticao, varia de
comprimento de 8 a 35 repetigdes, aproximadamente, enquanto a GGN, repeti¢do complexa
representada pelo (GGT);GGG(GGT),(GGC),, varia de comprimento de 10-30 repeti¢des,
aproximadamente. Diversos estudos sugerem que a mudanga no tamanho das repetigdes de
glutamina/glicina altera a funcdo do RA devido as alteracdes em sua afinidade obrigatoria ao
seu ligante, androgeno, na interagdo com co-reguladores, na resposta a fosforilagdo, ou
mudangas nas interagdes interdominio do RA (Heinlein & Chang, 2002; Heinlein & Chang,
2004; Melo et al., 2005; Zhu, 2005; Silva-Ramos et al., 2006; Brinkmann, 2006; Rajender ef
al., 2007).

O DBD ¢ codificado pelos exons 2 e 3, e corresponde aos residuos de aminoacidos
556-623. O DBD contém dois motivos dedos de zinco, que sdo altamente conservados dentro
da familia de receptores nucleares, e sua formacao envolve 8 residuos de cisteinas. Os dois

dedos de zinco sdo responsaveis pela interacdo especifica com o DNA cognato do gene alvo,



e interagem com o sulco maior do DNA. Sendo assim, para a interagdo do RA e do elemento
resposta ao androgeno, o primeiro dedo de zinco (proximo ao dominio N-terminal) ¢é
associado a seqiiéncia especifica de ligacdo do DNA, enquanto o segundo ajuda a estabilizar o
complexo receptor-DNA, quando o sitio de ligagdo ao DNA estd invertido para o elemento
resposta. O primeiro ¢ o segundo dedo de zinco sdo codificados pelos exons 2 e 3,
respectivamente (Melo et al., 2005; Zhu, 2005; Silva-Ramos et al., 2006).

A regido de dobradica, hinge, ¢ codficada pela por¢ao 5’ do exon 4. Esta regido
conttm um sinal de localizagdo nuclear necessdrio para a translocacdo do complexo
androgeno-receptor do citoplasma para o seu sitio de acdo nuclear (Melo et al., 2005; Zhu,
2005; Silva-Ramos et al., 2006). A regido hinge exerce ainda a ligacdo dos dominios LBD e
DBD. O RA, em comum com outros receptores esterdides, tem seu sinal de localizagdo
nuclear (SLN) bipartido, que depende da ligacdo do androgeno, situado entre a regido
carboxi-terminal do dominio DBD e a regido hinge, estando localizado entre os aminoacidos
617 e 633 (Heinlein & Chang, 2002).

O LBD ¢ codificado pela por¢dao 3’ do exon 4 e pelos exons 5 a 8, constituidos dos
residuos 624-915, aproximadamente. Este dominio interage com o dominio TAD do RA para
estabilizar a ligacdo aos androgenos; e ainda, € responsavel por mediar a interagdo entre RA
com as proteinas heat shock (proteinas de choque térmico), o que mantém o RA inativo na
auséncia do ligante, o andrégeno. A interacdo entre androgenos ¢ LBD se da através de
interacdes hidrofobicas, e também por pontes de hidrogénio. O LBD contém um subdominio
envolvido na ativacdo de dimerizagdo e transcricdo, AF-2 (Figura 6). Este dominio atua como
estabilizador da estrutura do RA e pode interagir com co-reguladores, como os co-ativadores.
O dominio AF-2, ao contrario do primeiro dominio de transativacdo no TAD, AF-1, ¢
dependente do ligante (Heinlein & Chang, 2002; Heinlein & Chang, 2004; Melo ef al., 2005;
Zhu, 2005; Silva-Ramos et al., 2006).

Embora DBD e LBD sejam muito semelhantes entre os receptores nucleares, o
dominio TAD tem pouca similaridade entre os diferentes receptores esterdides (Figura 7)

(Bassas, 2001).
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Figura 7. Esquema mostrando os diferentes receptores nucleares em comparacio com o receptor de
androgeno (hAR) e as regides de similaridades entre eles (Brinkmann, 2006). hAR — Receptor de
andrégeno heterogéneo; hPR — Receptor de progesterona heterogéneo; hGR - Receptor de
glicocorticéides heterogéneo; hMR —Receptor de mineralocorticéides heterogéneo; hREa — Receptor de

estréogeno o heterogéneo; hREP — Receptor de estréogeno pf heterogéneo.



A ac¢do do RA inicia-se com a ligacdo do androgeno ao receptor, o que resulta em uma
mudanca conformacional da proteina RA, que até entdo se encontrava inativa devido a uma
associacao realizada com proteinas de heat shock, impedindo a associagao do andréogeno. A
presenca do androgeno na célula faz com que as proteinas de heat shock se desassociem da
proteina RA, permitindo que os andrégenos se associem com elevada afinidade ao dominio de
ligacdo (Ghadessy et al., 1999; Yong et al., 2003; Mooney et al., 2003; Melo et al., 2005;
Balk & Knudsen, 2008). A mudanca conformacional da proteina apds ligacdo a androgeno
promove ainda a dissociacdo de proteinas chaperonas e facilita a dimerizacao do receptor, a
transportacdo nuclear, a fosforilagdo e a ligacdo ao DNA (Zhu, 2005).

A localizacao dos RA livres ndo ¢ totalmente conhecida; acredita-se que esteja entre o
nucleo e o citoplasma. A ligagdo do androgeno ao RA faz com que a proteina seja convertida
em sua forma ativa que possui uma afinidade de ligacio ao DNA nao-especifico aumentada
em 10 vezes, formando o complexo receptor-androgeno ¢ translocando para o nucleo. No
nucleo, o complexo androgeno-receptor na forma de um homodimero se liga a uma seqiiéncia
especifica do gene regulado por RA, descrita como regido regulatoria. Nesta ligacdo este
complexo adota uma conformagdo antiparalela, que é facilitada por uma interagdo de alta
afinidade entre a regido amino do TAD e a regido carboxi do LBD nos elementos responsivos
(ARE), tudo isso acontece nas regides regulatorias dos genes alvo. O ARE esta localizado em
um enhancer, podendo estar localizado a diversos Kb a montante do promotor, e possui sitios
com a seqiiéncia consenso TGTTCT. Os sitios estdo organizados em palindromos e o
espacamento entre os sitios determina o tipo de elemento responsivo (Lewin, 2001; Yong et
al., 2003; Balk & Knudsen, 2008).

Quando o complexo receptor-ARE liga ao enhancer, ocorre associagdo com varios co-
fatores transcricionais e recrutamento de co-ativadores e de complexos de remodelamento da
cromatina (Figura 8) (Yong et al., 2003; Melo et al., 2005; Balk & Knudsen, 2008). Apds o
recrutamento de co-reguladores e fatores de transcri¢do em geral, a transcricdo de um gene-
alvo ¢ induzida ou inibida e, em ultima analise, leva a alteracdo na expressdo génica,

alterando a estrutura e a funcdo celular e bioldgica (Zhu, 2005).
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Figura 8. Mecanismo de acdo dos andrégenos (Brinkmann, 2006). A testosterona, a sua forma mais ativa
dihidrotestosterona (DHT) entra na célula por difusio e se liga ao receptor de andrdégeno, liberando a
proteina heat shock (hsp), o complexo androgeno-receptor transloca para o nucleo associando-se a co-
reguladores e, ligando ao enhancer, fatores de transcricio sao recrutados [TAFs (TBP associating factors),
TBP (TATA box binding protein), GTFs (general transcription factors )], e inicia a transcricio génica,

formando o produto génico e a expressao deste.

1.5. Mutacoes no gene que codifica o RA

Mutagdes no gene RA t€m sido associadas a varias desordens, incluindo a sindrome da
insensibilidade a androgenos (AIS — Androgen Insensitivity Syndrome), completa, parcial e
suave, cancer de prostata, varias doengas nervosas e cancer de mama. A maioria das mutagdes
no gene RA tem sido identificada nos LBD e DBD, e poucas sdo encontradas no TAD
(Sasagawa et al., 2000), sendo estas, a grande maioria, mutagdes pontuais com substituigdes
subseqlientes do aminoacido, impossibilitando a fun¢do do RA e diminuindo a resposta ao
andrégeno (Vogt, 2004).

No geral existe um alto grau de variagdes de seqiiéncia no gene RA, sdo mais de 300
mutagdes  descritas e  apresentadas no  Database para o gene RA

(http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf). Estas mutagdes refletem a alta flexibilidade

estrutural da proteina dimérica RA nos complexos funcionais, juntamente com 0s varios co-


http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf

ativadores e podem estar localizadas em diferentes regides do RA (Brinkmann & Trapman,
2000; Chu et al., 2002; Vogt, 2004; Li et al., 2005).

A SIA esta associada com mutacdes no gene RA e os fenotipos de individuos afetados
variam consideravelmente, dependendo do tipo e da localizacao das mutagdes (Vogt, 2004). A
SIA ¢ classificada em trés fendtipos clinicos: insensibilidade ao andrégeno completa (CAIS —
Complete Androgen Insensitivity Syndrome), parcial (PAIS — Partial Androgen Sensitivity
Syndrome) e suave (MAIS — Mild Androgen Insensitivity Syndrome). Mutagdes responsaveis
pela existéncia de cada um destes fen6tipos estdo espalhadas em toda a extensdo do gene RA,
com uma maior ocorréncia destas mutagdes no LBD, localizado na extremidade carboxi-
terminal do receptor (Mooney et al., 2003; Yong et al., 2003).

As mutagdes de substituicdo Val866Met, em que a valina ¢ substituida por uma
metionina no codon 866 no exon 7, devido a alteracdo do nucleotideo guanina por adenina
(Lubahn et al., 1989); a Pro817Leu, que substitui a prolina por leucina no codon 817 no exon
7, devido a mudanga da citosina para timina (Turek-Plewa et al., 2006); a Arg855Cys,
arginina por cisteina no codon 855 no exon 7 devido a transi¢do do nucleotideo citosina para
timina; a Arg840His, arginina para histidina no exon 7; a Arg774Cys, arginina por cisteina no
exon 6; acarretam a CAIS (Elhaji ef al., 2004). Os pacientes portadores da CAIS exibem um
gendtipo masculino (46, XY) com genitalias externas femininas (Mooney et al., 2003; Kang
et al.,2003).

As mutacdes Arg774His, substituigdo da arginina por histidina no codon 774 no exon
7; a Arg840Cys, arginina por cisteina, na posicado 840 no exon 7 (Elhaji et al., 2004); a
His570Arg, histidina por arginina no codon 570 no exon 2; a Gly589Glu, glicina por
glutamato no codon 589 no exon 3 e a Ser759Thr, serina por treonina na posi¢ao 759 no exon
5, foram associadas ao fenotipo de PAIS (Tobo ef al., 2003). Os pacientes portadores da PAIS
exibem uma escala larga de fendtipos, frequentemente com genitalias externas ambiguas
(Rajender et al., 2007).

Para MAIS, dentre as mutagdes identificadas de substituigdo pode-se citar Asn233Lys,
asparagina por lisina na posi¢do 233 no exon 1, Ala871Gly, alanina por glicina na posi¢ao
871 no exon 8, Met886Val, metionina por valina na posicado 886 no exon 8, a Arg855His,
arginina por histidina no exon 7 (Elhaji et al., 2004). Pacientes portadores da MAIS sao
genotipicamente 46, XY e fenotipicamente sdo inférteis e t€ém genitalias externas masculinas
(Mooney et al., 2003; Yong et al., 2003).

Uma série de mutagdes no gene R4 tem sido identificada para o cancer de préstata. A

maioria das mutagdes sao substitui¢des predominantemente localizadas no dominio LBD, nao



sendo comuns tumores contendo multiplas muta¢des no gene RA (Mooney et al., 2003;
Heinlein & Chang, 2004; Rajender et al., 2007). As mutagdes somdticas no gene R4 foram
relatadas em ambos os estdgios primario e metastatico do cancer de prostata, embora a
porcentagem de tumores que carregam a mutagdo no gene R4 aumenta com os avancos dos
estagios do cancer prostatico. No entanto, mutagdes no gene RA sdo encontradas com mais
freqiiéncia (até 44%) em estado avangado ou metastatico antes de terapias com androgenos
(Kang et al., 2003).

Dentre as mutagdes ja descritas para o cancer de prostata pode-se citar a Gly64Arg,
substituicdo da glicina por arginina na posi¢do 64 no exon 1; His874Tyr, histidina por tirosina

na posi¢ao 874 no exon 8 (http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf).

Alteragdes nas extensodes de repeticao de poliglutamina (CAG) e poliglicina (GGN),
localizadas no exon 1 do gene RA, no TAD, tem sido relacionadas também ao risco
aumentado de desenvolvimento do cancer de prdstata em homens, no entanto, a0 mesmo
tempo existem estudos que contradizem esta relacdo (Rajender et al., 2007). Irvine et al.,
(1995) identificou associacao de repeticdes de curta extensao de CAG com o risco de cancer
de prostata, em estudos feitos com americanos negros e brancos. Os estudos com populagdes
caucasianas, hispanicas, asidticas, taiwanesas, chinesas, japonesas e indianas também
mostraram associacdo. Em contrapartida, a maioria dos estudos com populacdo européia
(francesa e alemd) ndo mostraram associagdo entre repeticdes de curta extensdo de CAG e o
risco aumentado para o cancer de prostata (Gsur et al., 2002; Rajender et al., 2007).

Similar a repetigdo CAG, porém com menos estudos realizados, a repetigdo GGN tem
apresentado variagdo na associagdo para o risco aumentado de desenvolvimento de cancer
prostatico. Curtas repetigdes na extensdo GGN tém sido relatadas como estando em
associacao com o aumento do risco de cancer de prostata, porém em alguns estudos nao €
observada esta associacdao. Outros estudos demonstram associacdo de longas repeti¢des da
extensdo GGN com o aumento de cancer de prostata e morte decorrente (Rajender ef al.,
2007). Irvine et al., (1995) em seu estudo, ndo encontrou associa¢do entre a extensdo das
repeti¢des GGN e o cancer de prostata, mas seus resultados possibilitaram ao autor propor que
o gene RA pode ser determinante no risco de cancer de prostata devido a influéncia direta do
numero de repeticdes CAG e/ou GGN na fungdo do receptor.

J4 o aumento anormal da extensdo de repeticdes CAG foi descrito como a causa da
doenca de Kennedy, atrofia muscular espinhal e bulbar (SBMA — Spinhal and Bulbar
Muscular Atrophy). A SBMA ¢ uma doenca hereditaria do neurénio motor que afeta células

nervosas especializadas (neuronios motor, as quais controlam os movimentos musculares). A


http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf

expansdo anormal das repeticdes CAG interrompe a fun¢do normal dos neurénios motores no
cérebro e do corddo espinhal. Essas células nervosas morrem gradualmente, levando a
fraqueza muscular e este definha. As manifestacoes da doenca iniciam na idade adulta e
progridem com o avanco da idade (Igarashi et al., 1992; Sulek et al., 2005; Banno et al.,
2006; Rajender et al., 2007). A extensdo da repeticdo CAG em todos pacientes com SBMA
tem tido uma variagdo entre 38-95 repeticdes (Rajender et al., 2007). Sulek et al., (2005)
encontrou em seus pacientes (n = 21/200), populacao de poloneses, extensdo variando entre
44-51 repeticoes CAG para homens e 44 — 47 para mulheres.

Estudo realizado por Igarashi et al., (1992) o qual investigou o aumento do numero de
repeticdes CAG do gene que codifica para o receptor de andrégeno em 19 pacientes com
SBMA, constatou a expressiva correlagdo da repeticio CAG com a idade de aparecimento da
fraqueza muscular, principal sintoma de SBMA. Segundo o autor, SBMA ¢ a primeira doenca
genética na qual uma forte correlacdo entre o grau de anormalidade genética (nimero de
repeticdes CAG tandem) e clinica expressdo fenotipica ¢ demonstravel. Os resultados
encontrados em sua pesquisa indicam também que mutacdo genética no gene RA estd
diretamente envolvida na degeneracdo dos neur6nios motores.

A curta extensdo da repeti¢do CAG foi associada a doenca de Alzheimer em homens,
todavia ndo foi encontrado associacdo com a doenca em mulheres. Lehmann et al., (2003)
analisou a repeti¢ao do polimorfismo CAG no exon 1 do gene RA. Este estudo foi realizado
em Oxford e contou com 150 casos, sendo 101 homens, com diagndstico definitivo ou
provavel de doenca de Alzheimer e 190 idosos controles. Foi observado que os encurtamentos
dos alelos (< 20 repeticdes CAG) estavam associados com a doenca de Alzheimer em
homens, mas ndo em mulheres, reafirmando que o polimorfismo no gene RA (repeticdo CAG)
tem potencial relevancia para o risco da doenga de Alzheimer em homens. Em outro estudo,
Lehmann et al., (2004), com 79 pacientes com provavel ou confirmada doenca de Alzheimer
encontrou uma redu¢do no quadro de repeticoes de CAG (< 20 repeti¢des) confirmando os
achados anteriores, e permitindo-o sugerir que a combinagdo de alelos curtos do receptor de
androgeno com menores niveis séricos de testosterona pode aumentar os riscos da doenca de
Alzheimer para os homens.

Para o cancer de mama, mutacoes de substituicdo em homens foram relatadas, como a
Arg608Lys, substituicdo da arginina por lisina, no codon 608, no exon 3, na regido do
segundo dedo de zinco (Loboccaro et al.,, 1993). E o polimorfismo CAG, quanto ao
comprimento das repeticdes tem sido estudado como um fator de risco para o cancer de mama

e/ou como um fator de risco para mutacdes no gene BRCA (breast cancer) ja descrita para o



cancer de mama. Mas os resultados dos estudos tém apresentado contradi¢des. Estudos com
mulheres americanas com cancer de mama demonstraram associacdo entre o aumento da
repeticdo CAG com o risco para o cancer de mama de menor ou maior grau, independente da
mutacdo no gene BRCA, e em estudo com mulheres asiaticas nao foi encontrada nenhuma
relagdo. Ja estudos realizados com homens australianos relataram aumento na repeticio CAG
entre os doentes, porém ndo foi relatada a relagdo em outros estudos feitos com mulheres
australianas, com ou sem mutacdo no gene BRCA. Contudo, sdo poucos os estudos que

relacionam o cancer de mama com mutagdes no gene R4 (Rajender et al., 2007).

1.6. Mutacdo no gene RA que afeta a espermatogénese causando a

infertilidade masculina

Mutagdes especificas associadas com infertilidade masculina foram identificadas
principalmente nos dominios TAD (exon 1) e LBD (exons 4-8) do gene R4 (Vogt, 2004).
Estudos estimam que as substituigdes missense (sem sentido) do gene RA, substituicdes
pontuais de nucleotideos, contribuam em aproximadamente 2% para o fenotipo de
infertilidade masculina (Yong et al., 2003) e a expansdo da repetigdo CAG em torno de 35%
(Tut et al., 1997; Yoshida et al., 1999; Mifsud et al., 2001).

No exon 1, Hiort ef al., (2000) identificou a mutacdo Pro390Ser, na qual a prolina ¢
substituida por uma serina no cddon 390 devido a transicdo do nucleotideo citosina pela
timina, em dois homens que apresentavam queda no numero de espermatozodides,
oligozoospermia; a mutacao Gly58Leu, substituicdo no codon 58 de uma glicina por uma
leucina, foi identificada por Lund ef al., (2003) em pacientes azoospérmicos e
oligoastenoteratozoospérmicos.

Ainda no exon 1, a Asn233Lys foi identificada também em pacientes azoospérmicos e
oligozoospérmicos severo. Asn233Lys ¢ uma mutacdo de substitui¢do, na qual a lisina
substitui a asparagina, na codon 233, na extensdo da regido que codifica o TAD. A Asn756Ser
no exon 5 foi identificada, no mesmo estudo, em pacientes com os mesmos fenotipos
descritos pelo autor, corresponde a uma mutagdo por substitui¢do, alterando o aminoéacido
asparagina para serina, no codon 756 na regido que junto com os exons 4, 6-8 codificam para
o LBD (Giwercman et al, 2001). Giwercman et al., (2001) verificou também que a

transativagdo foi anormal para ambos os mutantes, sendo que Asn233Lys apresentou 46% e



Asn756Ser apresentou 38% do potencial de transativagdo em comparacdo ao tipo selvagem,
visto que os dominios atingidos possuem os subdominios de transativagdo (AF-1 e AF-2).

As mutacdes Met866Val e Met886Val, descritas por Ghadessy et al., (1999), sdo
substituigdes do aminoacido metionina por uma valina, nos codons 866 ¢ 886, nos exons 7 €
8, respectivamente. Essas mutacdes foram encontradas em homens oligozoospérmicos, e
apresentaram reducdo na atividade de transativagdo, visto que o segundo dominio de
transativagao (AF-2) encontra-se no dominio de ligagdo ao andrégeno.

A mutacdo no exon 6 GIn798Glu, glutamina por acido glutamico foi identificada por
Hiort et al., (2000) em pacientes oligoteratozoospérmicos causando defeitos na transativagao.
Esta mesma mutagdo foi descrita anteriormente para pacientes azoospérmicos por Wang et
al., (1998a) ndo afetando a afinidade da proteina para o andrégeno, mas apresentando reducao
significativa na transativacao.

Estudo realizado por Ferlin et al., (2006) com 1517 pacientes, que apresentavam
concentragio espermatica <10x10° espermatozoides/mL foi feito para verificar mutagio no
gene RA, encontrando 20 mutagdes em 26 pacientes, como: Gly506Asp, glicina por aspartato
codon 506 exon 1; Ala474Val, alanina por valina no codon 474 exon 1, Tyr571His, tirosina
por histidina no codon 571 exon 2; Leu547Phe, leucina por fenilalanina condon 547 exon 2;
Arg615His, arginina por histidina no codon 615 do exon 3; Arg607Gln, arginina por glicina
no codon 607 do exon 3; Ala645Asp, alanina por aspartato, no codon 645 do exon 4;
Met7801Ile, metionina por isoleucina codon 780 exon 6; Leu821Val, leucina por valina no
exon 7 codon 821; Arg855His, arginina por histidina no codon 821 exon 7

(http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf).

Além das mutagdes pontuais, intervalos mais longos de poliglutamina (CAG) dentro
da escala normal foram relatados como causa de aumento do risco de defeitos na
espermatogénese em homens considerados normais, indicando uma relacdo direta entre o
comprimento desta regido polimorfica especifica do RA e o defeito na maturagdo do esperma
causado pela diminuicdo da capacidade funcional do RA (Hiort et al., 2000).
Aproximadamente 20% dos homens inférteis tém androgenicidade reduzida causada por um
intervalo mais longo de CAG do gene R4 no exon 1 (Thangaraj et al., 2002).

Ruhayel et al., (2004) demonstraram a associag¢ao da longa extensdo da repeticao CAG
com pacientes que apresentavam fendtipo azoospérmicos e oligozoospérmicos severo, em
comparagdo com o grupo controle de pacientes férteis, verificando a associa¢do quando foram
analisadas as extensdes CAG e GGN combinadas. Ferlin ef al., (2004) também ndo encontrou

associacdo entre as repeticoes CAG e GGC, quando analisadas separadamente, porém quando
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analisadas em conjunto, verificou que homens inférteis apresentavam a combinacdo de CAG
=21/GGC = 18 (21 repetigdes CAG e 18 repeticoes GGC) e raramente CAG > 23/ GGC < 16.
Por outro lado, Saare et al., (2008) estudou as repeticoes CAG e GGN, em pacientes também
azoospérmicos e oligozoopérmicos, ndo demostrando correlacdo das repeticdes com defeitos
espermatogénicos, nem combinacao destas. Thangaraj et al., (2002) e Wallerand et al., (2001)
também ndo encontraram correlacdo.

Contudo, a repeticdo CAG nao esta relacionada apenas com o fendtipo azoospérmico e
oligozoospérmico. Estudo realizado com pacientes arabes e judeus, em Jerusalém, demostrou
associagdo da repeticdo CAG para o fenotipo teratozoospérmico (Milatiner et al., 2004).

Estudos indicam que os intervalos de repeticoes de CAG sdo polimorficos entre
homens inférteis em varias populagdes étnicas, levando a conclusdes contraditorias sobre a
associacao ou nao desse polimorfismo com risco de infertilidade masculina (Thangaraj ef al.,
2002). Segundo Rajender et al., (2007), que estudou a relagdo entre as pesquisas ja realizadas
para CAG na infertilidade masculina com diferentes etnias, as populagdes de Singapura,
China, Franga, Australia, Estados Unidos, Espanha, Israel apresentaram resultados que foram
significantes, propondo que repeti¢des longas de CAG estejam relacionadas ao fenotipo de
infertilidade masculina. Em contrapartida, pesquisas com populagdes da Dinamarca,
Alemanha, Suécia, Finlandia, Ird, Turquia, Itdlia ndo foram significantes (Rajender et al.,
2007).

Mifsud et al., (2001) analisou pacientes azoospérmicos de diferentes etnias, grupos de
pacientes de Singapura e pacientes do Texas, USA, encontrando significancia, em ambas as
populacdes, para repeticdo CAG (=26 repeticdes) com o fenodtipo azoospérmico, portanto
indicando que as diferengas demonstradas em outros estudos, quanto a associa¢do ou ndo da
repeticdo com defeitos na espermatogénese, sdo independentes da etinicidade.

Hé4 mutacdes que levam a uma alteracdo de fungdo da proteina RA, resultando na
completa feminizagdo de individuos 46, XY e mutagdes que ndo alteram por completo sua
atividade, podendo causar um amplo espectro de fenotipos, desde a ambigiliidade das
genitalias em recém-nascidos, a infertilidade masculina idiopatica (Yong et al., 2003).

A infertilidade masculina idiopatica é responsavel por 40% dos casos de infertilidade
masculina, e ¢ postulado ter uma base genética (Gottlieb et al., 2005). Sendo assim, as
substitui¢cdes missense de aminoacido no dominio de ligacdo ao andrégeno resultam em
infertilidade por meio de um mecanismo que impede a interagdo adequada do andrégeno ao
RA, bem como a interagdo entre os dominios contidos no RA, ou entre estes dominios e seus

co-ativadores. Independente de existir ou ndo mutagdes missense, estudos envolvendo as



repeti¢des trinucleotidicas no dominio TAD do RA, podem estar associados também com

risco aumentado de defeitos na espermatogénese (Yong et al., 2003; Gottlieb et al., 2005).



2. JUSTIFICATIVA

A fertilidade humana ¢ dependente de diversos fatores. Os defeitos anatomicos,
patologicos, enddcrinos, imunoldgicos, genéticos e a exposi¢do a fatores ambientais sdo
causas significativas para a infertilidade. A infertilidade masculina ndo consiste em uma
doenga, mas em uma sindrome que resulta de desordens adquiridas ou congénitas. O fator
masculino na infertilidade tem se tornado cada vez mais importante na investigacdo dos casais
inférteis, o que tem levado, nos ultimos anos, a uma queda consideravel na qualidade do
sémen entre individuos saudaveis e jovens (Mori et al., 2002).

No entanto, ndo restam duvidas de que os androgenos contribuem para o inicio e
manuten¢do da formacdo de espermatozdides e que o gene RA esta envolvido no controle
genético de vias regulatorias da espermatogénese (Vogt, 2004). Relatos da literatura
descrevem que mudangas estruturais no gene R4 podem ser uma das causas de defeito na
espermatogénese ¢ conseqiientemente da infertilidade masculina (Yong et al., 2003; Elhaji et
al. 2004; Ferlin et al., 2006; Davis-Dao et al., 2007).

Os estudos avaliando a presenga ou ndo de mutagdes no gene RA que levam a
infertilidade masculina, no Brasil, sdo raros (Melo et al., 2005). A maioria dos estudos com
RA esté relacionada ao cancer de prostata e a AIS (Barbaro ef al., 2007; Balk & Knudsen,
2008). Pesquisas que verificam mutacdes presentes nesse receptor, que possam estar
associadas a infertilidade masculina, sd3o comuns em paises europeus, asidticos € norte-
americanos (Peterlin et al., 2007; Ferlin et al., 2004; Milatiner et al., 2004; Singh et al.,
2006). No Brasil e, mais especificamente, na regido Centro-Oeste ndo existe estudo
relacionando mutacdes no gene RA com infertilidade, o que justifica a importancia de se
investigar. Segundo Ruiz (2008), no Brasil, existem cerca de 2,1 milhdes de casais com
problemas de fertilidade constatada, ou seja, que tenham procurado algum tipo de tratamento.
A infertilidade masculina acomete de 15 a 20% da populagdo masculina em geral (Pasqualotto
et al.,20006).

Homens com diagnostico de alteragdes no espermograma, correlacionado com
infertilidade, deveriam passar por um estudo de possiveis causas, instituindo-se como
protocolo a ser realizado pré-tratamento de infertilidade. Este estudo de defini¢do de causas
da infertilidade ¢ muito importante para posterior encaminhamento destes pacientes a

reprodugao assistida. Todavia a maioria da populagdo brasileira ndo tem acesso aos servigos



de reprodu¢do humana ou condicdes financeiras para arcar com os altos custos de medicacao
e procedimentos em reproducdo assistida. O SUS nem os planos privados de satide cobrem
despesas com reproducdo assistida, tais como inseminagdo intra-uterina e fertilizagdo in vitro
(FIV), dentre outras, e os servi¢os publicos de reprodu¢ao humana, que estdo disponiveis
atualmente, estdo vinculados as Secretarias Estaduais de Saiude ou aos Hospitais
Universitarios, porém o acesso ¢ limitado (Antunes Junior, et al., 2003; Ruiz, 2008).

Aproximadamente 90% dos centros de reprodu¢do humana da América Latina sdo
institui¢des particulares e cobram, por tentativa, valores que variam de US$ 3000,00 a US$
11000,00. De acordo com publica¢do da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em 2002, em
uma institui¢do publica do interior de Sdo Paulo, por exemplo, o casal arcava com valores
entre US$ 750,00 e US$ 2000,00 por ciclo sem criopreservagdo de gametas ou embrides
(Luna, 2002). O custo com medicagao para realizar um ciclo de FIV, andlogo de GnRH
(Hormonio Liberador de Gonadotrofina), FSH (hormonio foliculo estimulante) recombinante
e hCG (gonadotrofina coridnica) chega a aproximadamente R$ 3700,00 (Luna, 2002; Antunes
Junior et al., 2003).

Além de promover o encaminhamento para a reprodugdo assistida, os estudos com o
gene R4 devem ser realizados para verificar a existéncia de possibilidade da mutacdo que
acomete o genitor ser herdado por seus filhos (do sexo feminino). O gene RA esta localizado
no cromossomo X, no qual uma cdpia deste serd transferida para a prole (46, XX), assim a
mutacdo presente no gene RA consequentemente sera transferida, e a filha passard a ser
portadora do alelo mutante, podendo nao desenvolver fenodtipo algum, ou desenvolver um
fenotipo diferente, como o cancer de mama, visto que, no database para mutagdes no gene RA
¢ possivel verificar mutagdes semelhantes para diferentes fendtipos. A filha portadora da
mutacdo poderd ainda transferi-la para seus futuros filhos, e estes sendo do sexo masculino,
poderdo apresentar 0 fenotipo de infertilidade masculina

(http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf; Davis-Dao et al., 2007).

A andlise molecular das possiveis causas de infertilidade masculina é importante, uma
vez que, algumas alteracdes na estrutura do gene RA podem estar relacionadas com a
ocorréncia de infertilidade masculina e ainda podem ser transferidas para geragdes futuras. O
conhecimento dos tipos de mutagdes presentes no gene R4 e de como a proteina codificada
por este gene irda se comportar contribuird para melhor delineamento de terapias e ao
aconselhamento genético, de tal forma que estas terapias sejam mais eficazes para
reproducdo. Nesta situagdo, o casal que estiver se submetendo ao tratamento de reproducao

humana estara ciente de todo o processo e da possibilidade de o filho herdar a mutagao
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advinda do pai, permitindo que o casal decida conscientemente, avaliando os pros e contras e

se quer prosseguir no tratamento, mas sem a interferéncia do especialista.



3. OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de mutagdo no gene que codifica o receptor de andrégeno em
pacientes com infertilidade idiopatica do Centro de Reprodu¢do Humana do Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de Goias (HC-UFQG).

3.1. Objetivos Especificos

J Delinear o perfil populacional dos pacientes inférteis com alteragdes no gene
que codifica para o Receptor de Andrégeno;

° Detectar mutagdes nos exons 1, 4, 6, 7 € 8, no gene RA, em pacientes inférteis
atendidos no Hospital das Clinicas de Goias;

. Associar as mutacdes presentes no gene RA que codifica para o receptor de
androgeno com o laudo do espermograma;

. Associar mutagdes no gene R4 que codifica o receptor de andrégeno com os

habitos sociais dos pacientes.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Grupo de Estudo

Foram coletadas 206 amostras de sangue periférico (10 mL) ou s€émen de pacientes
encaminhados ao Laboratério de Reprodu¢ao Humana do HC-UFG, com queixa primaria de
infertilidade idiopatica. O sangue periférico ou sémen foram coletados, aliquotados e
armazenados a — 20°C para posterior extracdo de DNA.

No Laboratorio de Reprodu¢do Humana do HC-UFG, foi realizado o espermograma,
no qual o sémen foi analisado seguindo a técnica estabelecida como padrao pela OMS (1994).
Apos a obtencdo dos laudos, os resultados do espermograma foram agrupados, apenas para
fins da analise molecular em cinco categorias: 1 — normais (pacientes com espermograma
normal); 2 — oligozoospérmicos (pacientes com oligozoospermia, oligozoospermia severa,
oligoastenoteratozoospermia); 3 — astenozoospérmicos (pacientes com astenozoospermia,
astenoteratozoospermia, oligoastenozoospermia), 4 — teratozoospérmicos (pacientes com
teratozoospermia e oligoteratozoospermia) e 5 — azoospérmicos (pacientes com azoospermia)

[Tabela 1].

Tabela 2. Distribuicdo dos resultados do espermograma dos pacientes com infertilidade idiopatica do
Laboratério de Reproducio Humana do HC-UFG, nas categorias: normais, oligozoospérmicos,

astenoszoospérmicos, teratozoospérmicos e azoospérmicos.

Espermograma Categoria

Normal 1 - Normais
Oligozoospermia, oligozoospermia severa e oligoastenoteratozoospermia 2 - Oligozoospérmicos
Astenozoospermia, astenoteratozoospermia e oligoastenozoospermia 3 - Astenozoospérmicos
Teratozoospermia e oligoteratozoospermia 4 - Teratozoospérmicos
Azoospermia 5 - Azoospérmicos

Dados dos pacientes como nome, idade, e hdbitos sociais, como tabagismo, etilismo,
contato com agentes quimicos (agrotoxico, produtos de mineragao, fotocopias e combustivel),
doencgas adquiridas (caxumba), foram colhidos a partir de um questindrio (Anexo A) e

tabulados em planilha Excel.



O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Conselho Nacional de Saude, Comissao
Nacional de Etica em Pesquisas — CONEP, parecer de nimero 1640/2005, registro CONEP
11979 (Anexo B). Todos pacientes assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo C).

4.2. Extracao de DNA

As amostras de sangue ou sémen coletadas foram submetidas a extracdo do DNA,
utilizando o Kit de extracdo, lllustra Blood GenomicPrep (GE HelthCare, USA), seguindo as
instrugdes do protocolo (Lote: 362027). A integridade do DNA foi certificada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. O gel foi corado por brometo de etideo (0,5 mg/mL) e
visualizado no Sistema de Video Documentagdo VDS® (Amersham Biosciencs Biotech,

USA).
4.3. Reacao em Cadeia da Polimerase — PCR

ApOs a extragdo do DNA, as amostras foram submetidas a amplificagdo de DNA para
diferentes regides do gene RA. Foi realizada PCR do tipo simplex para cada regido estudada.
Para cada amostra de DNA foram analisados os exons 1, 4, 6, 7 e 8 do gene R4 [Tabela 2]

(NCBI, 2006; Singh et al., 2006).

Tabela 2. Seqiiéncia dos primer utilizados para amplifica¢iao dos exons do gene R4 por PCR

Primer Seqiiéncia (5’- 3°) Fragmento (pb)

Exon 1 S — CGGGTTCTCCAGCTTGATGCG
A -~ GCTCCCACTTCCTCCAAGGACAATTAC
S — ACACTACACCTGGCTCAATGG

Exon 4 172 pb
A — CGGAAGCTGAAGAAACTTGG

S — CCAGCAGGAGAAACAGCAAGC
Exon 6 378 pb
A — GGGGAATGAAGAAGGGAAATGTC

S — AGGCCCCAAGCACACAGACT
Exon 7 516 pb
A — CCTCCACCCCTTTCACAATATC

S — GCCACCTCCTTGTCAACCCT
Exon 8 289 pb
A — AGAGGAGTAGTGCAGAGTTA

528 pb

(NCBI 2006; Singh et al., 2006)

Legenda: S — sense (sentido a frente); A — antisense (sentido contrario ao antisense); pb — pares de bases



Exon 1 Exon 8

TAD DED LBD

528 pb 280 ph

Figura 9. Representacio esquematica da localizacio dos oligonucleotideos Exon 1, Exon 4, Exon 6, Exon 7
e Exon 8 no cromossomo X que compreende o gene RA, que codifica trés dominios principais: Dominio

amino-terminal (TAD), Dominio de ligacio ao DNA (DBD) e dominio de Ligacdo ao andrégeno (LBD).

As reagdes de PCR foram realizadas segundo o protocolo proposto por Sambrook et
al., (2001), porém as condigdes para a PCR foram padronizadas para cada primer
separadamente para um volume final de 25 pL. Os reagentes para cada primer (tampao 10X,
cloreto de magnésio (MgCl,), deoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), Tag DNA polimerase,
primer sense e antisense, agua (H,O) Mili Q, amostra de DNA) estdo especificados na tabela
3. A ciclagem, temperatura, tempo e ciclos, para os processos de desnaturacdo, anelamento e
renaturacdo das fitas de DNA utilizada para cada exon analisado, 1, 4, 6, 7 e 8, estdo

especificadas na tabela 4.

Tabela 3. Reagentes utilizados para amplificacio do DNA para os diferentes exons analisados, exon 1 e 4 e

exon 6, 7 e 8 do gene RA

Reagentes Exons 1e4 Exons 6,7 e 8
Tampio 10X 2,5uL 4 uL
MgCl, (50 nM) 1,5 uL 3uL
dNTPs (1,25 mM cada) 2 uL 2 ulL
Taq DNA polimerase 5 U/pL. 0,3 uL 0,3 uL
Primer sense (20 pmoles) 0,8 uL. 1 uL
Primer antisense (20 pmoles) 0,8 uL 1 pL
H,0 Mili Q 14,1 pL 10,7 uLL
DNA amostra 3uL 3uL
Volume Final 25 uL 25 uL

Legenda: MgCI2 — cloreto de magnésio; dNTPs — deoxinucletideos trifosfato; Taq DNA polimerase — enzima de amplificagdo do DNA;
primer sense — primer sentido 5°3’; primer antisense — primer sentido contrario ao sense; H20 MiliQ — agua ultrapura, destilada e

deionizada; nM — nanomolar; U/ uL — unidades por microlitros; pmoles — picomoles; uL — volume em microlitros



Tabela 4. Descricio das ciclagens utilizadas para amplificacio das amotras para o exon 1 e 4, exon 6 e

exon 7 e 8 do gene RA

Exonle4 Exon 6 Exon7e8
Temp. Tempo Temp. Tempo Temp. Tempo
Ciclo ciclo ciclo
°O) (min) °O) (min) (°cO) (min)
Desnaturacio 95°C 3 1 94°C 5 1 94°C 5 1
95°C 1 94°C 1 94°C 1
Amplificacido
56°C 1 35 58°C 1 35 58°C 1 37
ciclica
72°C 1 70°C 1 72°C 1
Extensao final 72°C 5 1 70°C 5 1 72°C 5 1
Armazenamento 4°C 00 4°C 0 4°C 0

Legenda: Temp. — temperatura; min — minutos

A andlise molecular do gene R4 baseou-se na verificacdo da presenca da banda de
amplificacdo, para amostras normais, ou auséncia da banda, para amostras com alteracdo.
Estas alteragdes podem ser consideradas como provaveis delecdes, substitui¢des ou insercoes,
contudo ndo sendo possivel identificar quais delas poderiam estar presentes por meio da
técnica de PCR apenas.

Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e corado

por brometo de etidio (5 pg/mL) sendo visualizado e fotografado no VDS®.

Ex1 Ex41d Ex6 Ex7TEx 8

Figura 10. Gel de agarose 2% dos produtos de amplificacio por PCR dos exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA.
Este gel demonstra como foi realizada a padronizacio dos primers, no qual utilizou-se uma amostra
controle de DNA que apresentava o gene RA integro, sem mutagoes. O lader (Ld) de 100 pb foi utlizado
para verificar os padrdes de bandas para os exons analisados (exon 1, 4, 6, 7 e 8). As analises foram feitas
com base neste perfil de amplificacido, a ndo visualizacdo de amplificacdo apos eletroforese era indicativo

de que a amostra apresentava alteracio no exon, nio permitindo a amplificacio do DNA.



4.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos por meio de questionario, do espermograma e da analise molecular
dos exons 1, 4, 6,7 e 8 do gene RA, foram tabulados em planilha Excel para anélise estatistica.

Foram aplicados os testes U de Mann Whitney, qui-quadrado (y°) de independéncia e
de regressao logistica.

O Teste U de Mann Whitney ¢ um teste ndo paramétrico destinado a comparar duas
amostras independentes que sejam de mesmo tamanho ou nao (Monteiro Filho, 2004; Ayres
et al., 2007). O teste foi aplicado, neste estudo, para verificar a existéncia de similaridade
entre as idades dos pacientes normais e alterados para espermograma.

O qui-quadrado de independéncia ¢ um teste nao paramétrico que se destina a
comprovar se duas varidveis independentes estdo ou nao relacionadas uma a outra por uma
relacdo de dependéncia (Monteiro Filho, 2004; Ayres et al., 2007). Neste estudo, o teste foi
utilizado de forma a verificar se os dados relativos aos pacientes, obtidos por questiondrio,
tém influéncia sobre os resultados encontrados na analise molecular dos exons 1, 4, 6, 7 ¢ &,
do gene RA e verificar se existe associagdo entre analise molecular do gene RA, exons 1, 4, 6,
7 e 8, e 0 espermograma.

O teste de regressdao logistica simples testa uma variavel dependente de Y e uma
variavel independente, sendo a varidvel Y bindria, ou seja, assume valores 1 (sucessos) e
valores 0 (insucessos) (Monteiro Filho, 2004; Ayres et al., 2007). Neste estudo, este teste foi
aplicado para verificar se existe alguma associagdo entre os resultados do espermograma, cada
categoria, e os da anélise molecular dos exons 1,4, 6, 7 € 8 do gene RA.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS — pacote estatistico para as ciéncias sociais) (versao 15.0), sendo o nivel de

decisdo (o) para andlise dos resultados estatisticos menores que 0,05 (a < 0,05).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ci%C3%AAncias_sociais

S. RESULTADOS

A média de idade dos pacientes alterados segundo laudo de espermograma foi de
34,58 (DP£10,29), proxima da média observada para os pacientes normais de 34,47 (DP+
7,74). A utilizacdo do teste de normalidade de variaveis permitiu a comprovagdao da
homogeneidade entre os grupos de pacientes normais e de pacientes alterados (P = 0,614)

[Tabela 5].

Tabela 5. Comparacio entre as médias de idade dos pacientes normais e pacientes alterados

Pacientes Média Desvio Padrao Erro Padrao Variancia P
Normais 34,37 7,74 0,73 59,92
Alterados 34,58 10, 29 1,05 105,96 0,614

Teste U Mann Whitney

Do total de 206 pacientes, apenas 70,4% (145) responderam o questionario por inteiro,
entre estes, foi verificado que 20,7% (30) dos pacientes relataram que fumavam, 58% (84)
que bebiam, 36,6% (39) que tiveram algum tipo de contato com agrotdxicos ou outro tipo de

material toxico (fotocdpias, gasolina, mineracao) e 58% (84) tiveram caxumba [Tabela 6].

Tabela 6. Tabulacio dos dados sobre os habitos sociais dos pacientes, colhidos por meio de questionario

Habitos Tabagismo Etilismo Agrotéxico Caxumba

Sociais (n) (%) () (%) (n) (%) (n) (%)
Sim 30 20,7 84 58 53 36,6 84 58
Nio 115 79,3 61 42 92 63,4 61 42
Total 145 100 145 100 145 100 145 100

Legenda: n — numero de pacientes; % — porcentagem, sim — possuem os habitos sociais estudados, ndo — ndo possuem os habitos sociais

estudados

Quando foram analisados os resultados do espermograma fornecidos pelo Laboratorio
de Reprodug¢do Humana do HC-UFG, observou-se que 111 pacientes apresentaram
espermograma alterado, o que representa 54% dos pacientes e 46% (95) apresentaram
espermograma normal.

Apos categorizacdo dos resultados dos espermogramas, estes se apresentaram como

sendo 46% (95) da categoria dos normais, 54% (111) dos alterados, 15% (31) da categoria dos



olizoospérmicos, 11% (23) da categoria dos astenozoospérmicos, 16% (33) da categoria dos

teratozoospérmicos e 12% (24) da categoria dos azoospérmicos [Grafico 1].

Enormal E oligozoospérmico = astenozoospérmico

Grafico 1. Freqiiéncia dos resultados categorizados dos espermogramas dos pacientes estudados que se
submeteram ao espermograma no Laboratério de Reproducio Humana do HC-UFG no periodo de 2006-

2007.

Com relagdo a analise molecular dos exons 1, 4, 6, 7 e 8 do gene R4 foi verificado que
51,5% (106) dos pacientes apresentavam alteragdo (mutagdo) em pelo menos um dos exons e
48,5% (100) dos pacientes ndo apresentavam alteracdo. Dos pacientes identificados com
alteracdo molecular nos exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA, 39% (41) representavam o grupo de
pacientes com espermograma normal; 16% (17) o grupo dos oligozoospérmicos, 10% (11) o
grupo dos astenozoospérmicos, 21% (22) o grupo dos teratozoospérmicos e 14% (15) o grupo

dos azoospérmicos, conforme pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7. Distribuicdo da frequéncia das analises moleculares dos exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA, para

espermograma categorizado

Resultado da Analise Molecular

Espermograma @) %)
Normais 41 39%
Oligozoospermia 17 16%
Astenozoospermia 11 10%
Teratozoospermia 22 21%
Azoospermia 15 14%
Total 106 100%

Legenda: n — nimero de pacientes; % — porcentagem



Quanto a avaliacdo do genotipo exon 1, os resultados obtidos foram os seguintes:
32,7% (18) dos pacientes com alteracdo no exon 1 pertenciam ao grupo de pacientes normais
e 31,5% (29) ao grupo de pacientes alterados para espermograma. A freqiiéncia de alteragdes
genotipicas para o exon 4 foi de 3,6% (2) no grupo de pacientes normais € 13% (12) no grupo
de pacientes com alteragdo no espermograma. Para o gendtipo exon 6, em 29,1% (16) dos
pacientes normais este gendtipo demonstrou presenga de mutagdo e em 13% (12) nos
pacientes alterados para espermograma. Em 18,2% (10) dos pacientes normais para o
espermograma foi verificado presenga de mutacao no exon 7 e em 30,5% (28) dos pacientes
alterados. O resultado de presenca de mutacdo no exon 8§ foi de 16,4% (9) no grupo de
pacientes normais e 12% (11) no grupo de pacientes alterados para espermograma. Quando
analisadas a freqiiéncia genotipica dentro de cada um dos grupos de pacientes estudados,
normais e alterados para espermograma, verificou-se relacdo estatistica significativa da
presenca de mutacdes no gene RA, exons 1, 4, 6, 7 e 8, em paciente com defeitos na

espermatogénese destes pacientes (P = 0,034) [Tabela §].

Tabela 8. Distribuicio da freqiiéncia genotipica das amostras dos pacientes dos grupos normais e

alterados para o espermograma

Anilise Espermograma normal Espermograma Alterado
P

Molecular (n) (%) (n) (%)

Exon 1 18 32,7 29 31,5

Exon 4 2 3,6 12 13,0

Exon 6 16 29,1 12 13,0

Exon 7 10 18,2 28 30,5

Exon 8 9 16,4 11 12

Total 55 100 92 100 0,034

Legenda: n — numero de pacientes, % — porcentagem

Teste qui-quadrado

Quando foi avaliada a idade dos pacientes alterados para o espermograma e a analise
molecular do exon 1 verificou-se que 14,3% (4) dos pacientes que apresentavam mutacao
para o exon 1 estavam na faixa etaria de 0 a 29 anos, 31,2% (25) na faixa etaria de 30 a 48

anos, e 0% (nenhum paciente) na faixa etaria de 50 a 69 anos. Pode ser verificado, ainda, que



ndo houve significancia para a relacdo idade e presenca de mutagdo no exon 1 (P = 0,123).
Por meio da avaliagdo realizada da idade dos pacientes alterados para o espermograma e a
analise molecular do exon 4, verificou-se que dos pacientes com mutacdo no exon 4, 17,8%
(5) dos pacientes estavam na faixa etaria de 0 a 29 anos, 7,5% (6) na faixa etaria de 30 a 49
anos e 33,4% (1) na faixa etaria de 50 a 69 anos, e também ndo foi encontrado significancia
para a relacdo idade e mutacdo no exon 4 (P = 0,140). Na analise feita da idade e mutag¢do no
exon 6, verificou-se que 7,2% (2) dos pacientes com mutacdo no exon 6 estavam na faixa
etaria de 0 a 29 anos, 12,5% (10) na faixa etaria de 30 a 49 anos e 0% (nenhum paciente) na
faixa etdria de 50 a 69 anos, e ndo foi encontrado significancia para a relagdo investigada (P =
0,609). A relacdo estabelecida entre a idade e presenga de mutagdo no exon 7, demonstrou
que 25% (7) dos pacientes apresentavam mutagdo para o exon 7 e correspondia a faixa etaria
de 0 a 29 anos, 25% (20) a faixa etaria de 30 a 49 anos e 33,3% (1) a faixa etaria de 50 a 69
anos, e também ndo foi encontrada significancia para a relagao idade e mutacdo no exon 7 (P
= 0,947). E por fim, esta mesma analise foi realizada para o exon 8, onde, observou-se que
10,7% (3) dos pacientes com mutacdo no exon § estavam na faixa etaria de 0 a 29 anos, 10%
(8) na faixa etaria de 30 a 49 anos e nao foi verificada a ocorréncia de mutagdo no exon 8 em
pacientes na faixa etaria de 50 a 69 anos no grupo de alterados para o espermograma, nao
tendo sido encontrada relagdo estatistica significativa entre idade e presenca de mutag¢do no

exon 8 (P = 0,839). A distribui¢do das respectivas freqiiéncias encontra-se na Tabela 9.

Tabela 9: Distribuicio da freqiiéncia das idades dos pacientes que apresentaram alterados para o

espermograma associando as analises moleculares dos exons 1,4, 6, 7 ¢ 8 do gene R4

0-29 30-49 50-69
AM/ Idade p
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Exon 1
Presenca 24 85,7 55 68,8 3 100
Auséncia 4 14,3 25 31,2 0 0
Total 24 100,0 80 100,0 3 100,0 0,123
Exon 4
Presenca 23 82,2 74 92,5 2 66,7
Auséncia 5 17,8 6 7,5 1 33,4

Total 2 100,0 80 100,0 3 100,0 0,140




Tabela 9: Continuacao

Exon 6

Presenca 26 92,8 70 87,5 3 100

Auséncia 2 7,2 10 12,5 0 0

Total 28 100,0 80 100,0 3 100,0 0,609
Exon 7

Presenca 21 75 60 75 2 66,7

Auséncia 7 25 20 25 1 33,3

Total 28 100,0 80 100,0 3 100,0 0,947
Exon 8

Presenca 25 89,3 72 90 3 100,0

Auséncia 3 10,7 8 10 0 0,0

Total 28 100,0 80 100,0 3 100,0 0,839

Legenda: AM — analise molecular dos exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA verificando presenca ou ndo nas amostras; 0-29- idade entre 0 e 29
anos; 30-49 — idade entre 30 e 49 anos, 50-60 — idade entre 50 e 69 anos; n — numero de pacientes; % — porcentagem; presenga — apresentou
exon normal; auséncia — ndo apresentou o exon

Teste qui-quadrado

O exon 1 ao ser analisado, quanto a categorizacdo do espermograma, apresentou-se
mutado em 18,9% (18) dos pacientes normais; em 9,7% (3) dos pacientes oligozoospérmicos;
em 13% (3) dos pacientes astenozoospérmicos; em 51,5% (17) dos pacientes
teratozoospérmicos € em 25% (6) dos pacientes azoospérmicos. Quando foi relacionado a
analise molecular do exon 1 com as categorias do espermograma, verificou-se relagao
estatistica significativa (P = 0,015) [Tabela 10].

Na avaliagdo do exon 4, quanto a categorizacdo do espermograma, verificou-se a
mutacdo deste em 2,1% (2) dos pacientes normais; em 19,4 % (6) dos pacientes
oligozoospérmicos; em 13% (3) dos pacientes astenozoospérmicos; em 3% (1) dos pacientes
teratozoospérmicos ¢ em 8,3% (2) dos pacientes azoospérmicos, ndo foi constatada
significancia estatistica para esta relagao (P = 0,398) [Tabela 10].

Os estudos da freqiiéncia da analise molecular do exon 6 do gene RA no
espermograma categorizado, indicou que este exon apresentou-se mutado em 16,8% (16) dos
pacientes normais; em 9,7% (3) dos pacientes oligozoospérmicos; em 8,7% (2) dos pacientes

astenozoospérmicos; em 15,2% (5) dos pacientes teratozoospérmicos € em 8,3% (2) dos



pacientes azoospérmicos, ndo tendo sido verificada relacdo estatistica significativa (P =
0,337) [Tabela 10].

A andlise molecular do exon 7, quanto a categorizagao do espermograma, indicou que
este apresentava mutacdo em 10,5% (10) dos pacientes normais; em 22,6% (7) dos pacientes
oligozoospérmicos; em 34,8% (8) dos pacientes astenozoospérmicos; em 12,1% (4) dos
pacientes teratozoospérmicos e em 37,5% (9) dos pacientes azoospérmicos, tendo sido
significante para relacao (P = 0,012) [Tabela 10].

Os resultados obtidos referentes a avaliagdo molecular do exon 8, quanto a
categorizacdo do espermograma, sdo os seguintes: presen¢a de mutagdo deste em 9,5% (9)
dos pacientes normais; em 9,7% (3) dos pacientes oligozoospérmicos; em 4,3% (1) dos
pacientes astenozoospérmicos; em 12,1% (4) dos pacientes teratozoospérmicos e em 12,5%
(3) dos pacientes azoospérmicos, nao foi encontrada relagdo estatisticamente significante para
andlise molecular do exon 8 do gene RA no espermograma categorizado (P = 0,67§)

[TabelalO].

Tabela 10: Distribuicio da freqiiéncia das analises moleculares dos exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA no

espermograma categorizado

AM/ Normal Oligo Asteno Terato Azoo P

Espermograma

m ) m ) m %) m ") @ (%)

Exonl

Presenca 77 81,1 28 90,3 20 87,0 16 48,5 18 75,0
Auséncia 18 18,9 3 9,7 3 13,0 17 51,5 6 25,0

Total 95 100,0 31 100,0 23 100,0 33 100,0 24 100,0 0,015
Exon 4

Presenca 93 979 25 80,6 20 87,0 32 97,0 22 91,7
Auséncia 2 2,1 6 19,4 3 13,0 1 3,0 2 8,3

Total 95 100,0 31 100,0 23 100,0 33 100,0 24 100,0 0,398
Exon 6

Presenca 79 832 28 90,3 21 91,3 28 848 22 91,7
Auséncia 16 16,8 3 9,7 2 8,7 5 15,2 2 8,3

Total 95 100,0 31 1000 23 100,0 33 100,0 24 100,0 0,337




Tabela 10: Continuacao

Exon 7

Presenca 85 89,5 24 77,4 15 65,2 29 87,9 15 62,5
Auséncia 10 10,5 7 22,6 8 34,8 4 12,1 9 37,5

Total 95 100,0 31 100,0 23 100,0 33 100,0 24 100,0 0,012
Exon 8

Presenca 8 90,5 28 903 22 957 29 879 21 87,5
Auséncia 9 9,5 3 9,7 1 43 4 12,1 3 12,5

Total 95 100,0 31 100,0 23 100,0 33 100,0 24 100,0 0,678

Legenda: AM — analise molecular do exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA; oligo — oligozoospérmico; asteno — astenozoospérmicos; terato —
teratozoospérmicos; azoo — azoospérmicos; n — nimero de pacientes; % — porcentagem; presenca — presenca do exon normal; auséncia —
auséncia do exon

Teste de Regressao Logistica

Os resultados obtidos por meio do estudo comparativo dos habitos sociais dos
pacientes com a analise molecular dos cinco exons estudados (1, 4, 6, 7 e 8) do gene RA,
quando analisados os pacientes que tinham habito tabagista, 10% (3) apresentaram mutacao
no exon 1, ndo tendo sido significante (P = 0,061). Com relagdo ao exon 4, ndo foi
identificado nenhum paciente tabagista que apresentasse mutacao neste exon, portanto nao
tendo sido encontrando relagdo estatistica significativa entre tabagismo e mutacao no exon 4
(P = 0,548). Ainda, analisando os pacientes tabagistas foi verificado que 16,7% (5) destes
apresentaram mutacdo no exon 6, contudo nao houve significancia entre tabagismo e mutagao
no exon 6 (P = 0,884); 16,7% (5) apresentaram alteragdo (mutagdo) no exon 7, valor de P nao
significante (P = 0,579); e 3,3% (1) apresentaram mutag¢do no exon §, € assim como para os
demais, ndo foi verificada relacdo estatistica entre tabagismo e muta¢do no exon 8 (P =
0,332) [Tabela 11].

Quanto ao hébito etilista, 26,2% (22) apresentaram mutagdo no exon 1, sem
significancia estatistica (P = 0,801); 3,6% (2) apresentaram mutagdo no exon 4, com valor de
P = 0,714 nao significativo; 20,2% (17) apresentaram muta¢do no exon 6, ndo encontrando
significancia para a relagdo (P = 0,143); 28,6% (24) apresentaram mutagdo no exon 7, que
diferentemente dos demais apresentou relacdo estatisticamente significativa (P = 0,044); e
9,5% (8) apresentaram mutacdo no exon 8, valor de P ndo significante (P = 0,824) [Tabela
11].

Por meio do estudo comparativo dos pacientes que tiveram contato com agrotoxicos,

verificou-se que destes 17% (9) apresentaram mutagdo no exon 1, com valores de P =0, 144,



ndo tendo sido significante; 3,8% (3) apresentaram mutacdo no exon 4, ndo tendo sido
encontrado relacdo estatisticamente significante (P = 0,756); 11,3% (17) apresentaram
muta¢do no exon 6, P = 0,368 (sem significAncia estatistica); 20,8% (11) apresentaram
mutag¢do no exon 7, P nao significante (P = 0,934); e 11,3% (6) apresentaram mutagdo no
exon 8, sem significancia estatistica (P = (,823) [Tabela 11].

Quanto aos pacientes que tiveram caxumba, os resultados demonstraram que destes
25% (21) apresentaram mutagd@o no exon 1, sem significancia estatistica (P = 0,890); 2,4%
(2) apresentaram mutacdo no exon 4, valor de P que indica relagdo estatistica ndo significativa
(P = 0,714); 16,7% (24) apresentaram muta¢do no exon 6, ndo tendo sido significante (P =
0,935); 16,7% (14) apresentaram muta¢do no exon 7, estatisticamente ndo significativo (P =
0,101); e 7,1% (6) apresentaram mutacdo no exon 8, ndo tendo sido verificado relacdo

estatistica significativa (P = 0,359) [Tabela 11].

Tabela 11: Tabula¢io comparativa dos habitos sociais dos pacientes com as analises moleculares dos exons

1,4,6,7 e 8 do gene RA

Tabagismo Etilismo Agrotoéxico Caxumba
AM/HS Sim Nao Sim Nao Sim Niao Sim Niao
m %) M () M (%) M (%) @ ") m (%) m () @ (%)

Exon 1
Presenca 27 90,0 82 71,3 62 73,8 47 77,0 44 83,0 65 70,7 63 750 46 754
Auséncia 3 10,0 33 28,7 22 262 14 230 9 17,0 27 293 21 250 15 24,6

Total 30 100,0 115 100,0 84 100,0 61 100,0 53 100,0 92 100,0 84 100,0 61 100,0
P 0,061 0,801 0,144 0,890
Exon 4

Presenca 30 100,0 110 95,7 81 96,4 59 96,7 51 96,2 8 96,7 82 97,6 58 95,1
Auséncia 0 00 5 43 3 36 2 33 2 38 3 33 2 24 3 49

Total 30 100,0 115 100,0 84 100,0 61 100,0 53 100,0 92 100,0 84 100,0 61 100,0
P 0,548 0,714 0,756 0,714
Exon 6

Presenca 25 833 97 843 67 79,8 55 90,2 47 887 75 81,5 70 833 52 85,2

Auséncia 5 16,7 18 157 17 202 6 98 6 11,3 17 185 14 16,7 9 148

Total 30 100,0 115 100,0 84 100,0 61 100,0 53 100,0 92 100,0 84 100,0 61 100,0
P 0,884 0,143 0,368 0,935




Tabela 11: Continuacao

Exon 7

Presenca 25 833 88 76,5 60 71,4 53 86,9 42 792 71 772 70 833 43 70,5
Auséncia 5 16,7 27 235 24 28,6 8§ 13,1 11 20,8 21 228 14 16,7 18 29,5

Total 30 100,0 115 100,0 84 100,0 61 100,0 53 100,0 92 100,0 84 100,0 61 100,0
P 0,579 0,044 0,934 0,101
Exon 8

Presenca 29 96,7 102 88,7 76 90,5 55 90,2 47 88,7 8 91,3 78 929 53 86,9

Auséncia ! 33 13 113 8 95 6 98 6 113 8 87 6 7,1 8 13,1

Total 30 100,0 115 100,0 84 100,0 61 100,0 53 100,0 92 100,0 84 100,0 61 100,0
P 0,332 0,824 0,823 0,359

Legenda: AM — analise molecular dos exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA verificando a presenga ou auséncia destes nas amostras; n — namero de
pacientes; % — porcentagem; presenca — presen¢a do exon normal; auséncia — auséncia do exon.

Teste qui-quadrado



6. DISCUSSAO

A infertilidade afeta aproximadamente 10 a 15% dos casais, sendo que o fator
masculino isoladamente ¢ responsavel por aproximadamente 30% das causas de infertilidade
conjugal e, em associacdo com o fator feminino, por mais de 20%. A espermatogénese ¢
classificada como azoospermia quando nao hé presenca de espermatozoéides, oligozoospermia
quando h4a um nimero reduzido de espermatozoides, astenozoospermia quando a motilidade ¢
defeituosa, teratozoospermia quando a morfologia ¢ anormal. As causas mais comuns de
infertilidade masculina relacionam-se a defeitos na espermatogénese, € a maioria das causas €
inexplicavel ou idiopatica, e devido a causas genéticas (Kussler & Coitinho, 2008).

A espermatogénese ¢ um processo que depende da acdo de hormdnios masculinos, os
androgenos, produzidos pelas células de Leydig nos testiculos (Hiort ez al., 2000; Vogt, 2004;
Balk & Knudsen, 2008). Os androgenos sdo essenciais no desenvolvimento e na fun¢do
reprodutiva masculina, sendo a testosterona, juntamente com FSH, necessdria para a
espermatogénese normal (Dohle et al., 2003).

Mas, para que os andrdgenos atuem sob a espermatogénese, estes precisam se associar
ao seu receptor, RA, proteina que quando associada ao andrégeno e por agao de co-fatores,
sdo capazes de translocarem para o nucleo da célula para se ligarem ao DNA e dirigir a
transcri¢do génica, promovendo a progressao do ciclo celular e consequente producdo dos
espermatozoides (Kang et al., 2003; Yong et al., 2003; Melo et al., 2005; Balk & Knudsen,
2008).

Alguns estudos afirmam que mutagdes no gene R4 podem levar a formagdo de uma
proteina defeituosa, que terd sua funcdo normal afetada. Em homens saudéaveis, mutacdes no
gene RA, que ocorrem por delegdes, insercdes ou substitui¢des, podem causar infertilidade
masculina, em funcdo do efeito exercido na espermatogénese (Dohle et al., 2003; Vogt,
2004).

No entanto, existem estudos que ndo encontraram relagao entre defeitos no gene R4 e
alteracdo nos parametros seminais. Singh et al., (2006) sequenciou toda a extensdo do gene
RA, todos os exons, 1 a 8, e as extensdes CAG e GGN das amostras de homens inférteis,
azoospérmicos (n = 277), oligozoospérmicos (n = 100) e oligoteratozoospérmico (n = 22)
comparada a uma sequéncia referéncia, ndo encontrando nenhuma muta¢ao no gene R4 e para

as repeticoes CAG e GGN, encontrou uma variagdo, mas segundo o autor dentro do padrao



normal. Sugerindo o autor, que mutacdes no gene RA sdo improvaveis causa de
oligozoospermia e azoospermia, ¢ devido ao tamanho da amostra de oligoteratozoospermia
nao ter sido suficientemente grande, ndo obteve conclusdes sobre o papel do gene R4 em
oligoteratozoospermia.

No presente estudo, foram analisadas amostras de homens normais e alterados para o
espermograma, oligozoospérmicos, astenozoospérmicos, teratozoospérmicos e
azoospérmicos. Inicialmente, foi verificada a homogeneidade das idades dos pacientes
normais e alterados do laudo do espermograma, que foi em média de 34,37 anos e 34,58 anos,
respectivamente, visto que na literatura existem relatos de que o avango da idade pode ser
uma das causas da baixa qualidade seminal (Eskenazi et al., 2003).

O aumento da idade, exposicdo ao fumo e outros agentes quimicos, sendo
proporcional ao tempo de exposicdo, promove a piora na qualidade seminal de forma
progressiva nos homens (Pasquolotto et al., 2006). Em relagdo ao fator idade, estudos
demonstram que a qualidade seminal tende a piorar apds os 40 anos de idade. A idade paterna
avanganda foi associada com uma variedade de anomalias, tais como a diminui¢do na
qualidade seminal, numéricos e estruturais, € anormalidades cromossOmicas, que podem
diminuir a capacidade reprodutiva e a fertilidade, e aumentar a freqliéncia de abortos
espontaneos (Eskenazi et al., 2003; Pasquolotto ef al., 2006; Angelopoulou ef al., 2007).

Isto ocorre devido a redugdo progressiva do numero das células de Sertoli,
espermatogoOnias, espermatocitos, € espermatozoides com o avang¢o da idade, apesar da
espermatogénese nao cessar completamente em homens muito idosos (95 anos). A viabilidade
e a morfologia espermadtica sdo diminuidas com a idade. Além disso, com o envelhecimento
os niveis de testosterona na corrente sanguinea, incluindo a testosterona associada a albumina
e a testosterona livre, sdo diminuidos, com uma consideravel variabilidade entre individuos.
Ao contrario, no sangue os niveis de hormdnios sexuais ligadas a globulina aumentam com a
idade, o que resulta em uma diminui¢do nos niveis de testosterona livres que sdo
biologicamente ativos (Dakouane-Giudicelli et al., 2006).

Os resultados apresentados neste trabalho indicam ndo haver diferenga entre as
idades dos pacientes normais ¢ dos pacientes alterados para o laudo do espermograma,
apresentando homogeneidade, ou seja, as médias das idades foram muito préximas, e
estatisticamente ndo apresentaram diferencas.

Entretanto, foi verificado por meio deste estudo se os pacientes alterados tanto para o
espermograma quanto para a analise molecular apresentavam entre si diferencas quanto a

idade, para tanto foi feita a categorizacao das idades em trés grupos: um grupo mais jovem (0-



29 anos), um grupo intermedidrio (30-49 anos) e um grupo mais velho (50-69 anos). Os
resultados demonstram que quando estabelecida estd comparagdo nao foi verificada relacao
entre idade e mutagdao no gene RA. Porém, ¢ necessario ressaltar que o grupo mais velho (50-
69 anos) apresentava apenas 3 pacientes, com espermograma alterado e mutado para o gene
RA, correspondendo a um numero pequeno de pacientes estudados, o que pode ter resultado
em valores estatisticos negativos para a relagdo. Estes achados podem ser corroborados pelo
estudo feito por Dakouane-Giudicelli et al., (2006), que pesquisou a extensdo da
poliglutamina (CAG) em pacientes idosos, na tentativa de justificar a queda da qualidade
seminal com o avanco da idade, no entanto ndo foi encontrado relacdo entre a extensao das
repeticdes CAG com a queda da qualidade seminal em homens idosos, mas verificou que
havia uma diminui¢do no numero de células de Sertolli. Os andrégenos controlam a
espermatogénese, mas o RA funcional ndo estd expresso nas cé€lulas germinativas, e sim nas
células de Sertolli, sugerindo que um numero adequado destas células seja necessario para
concluir o processo normal de espermatogénese, o que ¢ coerente com o papel crucial
atribuido as células de Sertoli em mitose, meiose e diferenciacdo das células germinais
(Dakouane-Giudicelli et al., 2006).

As amostras dos pacientes normais e alterados para o espermograma foram analisadas
molecularmente para os exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do gene RA. Estes exons condificam para duas
regides importantes do receptor de androgeno: o exon 1 codifica para TAD, e os exons 4, 6, 7
e 8 para o LBD, juntamente com o exon 5 (ndo analisado neste trabalho) (Zhu, 2005; Silva-
Ramos et al., 2006, Brinkmann, 2006; Rajender et al., 2007). A literatura revela que estes
dois dominios, TAD e LBD, sdo as regidoes do gene R4 onde mais se tem relatos de mutagdes
que causam o fenotipo de infertilidade masculina (Vogt, 2004).

Os dados da analise molecular revelaram que 51,5% dos pacientes estudados,
incluindo normais e alterados para espermograma, apresentaram mutacao em pelo menos em
um dos exons, sendo que dos 51,5% com presenca de mutagdo no gene R4, 39% sdo normais
e 61% sdo alterados para espermograma. Os resultados obtidos nas andlises moleculares
mostraram que existe relacdo entre o espermograma e mutacdes no gene RA. O qual pode ser
corroborado pelos resultados descritos na literatura, onde € notorio o fato de que as mutagdes
no gene RA podem afetar a sintese de RA funcionais, acarretando defeitos na
espermatogénese, através da disfuncdo dos interdominios do RA e das interacdes com co-
ativadores, levando ao fenétipo de infertilidade masculina (Mifsud et al., 2001; Lund ef al.,
2003; Vogt, 2004; Gottlieb et al., 2005; Ferlin et al., 2004; Ferlin et al., 2006; Rajender et al.,
2007).



Os pacientes com alteragdes numéricas no espermograma apresentaram uma
frequéncia maior de mutag@o para o exon 7, sendo que os oligozoospérmicos corresponderam
a 22,6% dos pacientes e os azoospérmicos a 37,5% dos pacientes mutados para o exon 7.
Estes dados podem ser corroborados com os achados de Ferlin ef al., (2006) que analisou
homens com concentragdo espermatica <10 x10° de espermatozoides/mL, em comparagdo ao
controle, constituido por homens normozoospérmicos, encontrando vinte mutagdes em 26
pacientes do total de pacientes estudados (n = 1517), e um elevado niimero destas mutagdes
se encontravam no exon 1, no entanto ele identificou trés mutagdes pontuais de substitui¢cdo
no exon 7, Val866Met, na qual a valina ¢ substituida por metionina no codon 866,
Arg855His, na qual a arginina no codon 855 ¢ substituida por uma histidina, Leu821Val em
que a leucina ¢ substituida por uma valina no codon 821. Nao foi definido neste estudo, o tipo
de altera¢do encontrada no exon 7, mas foi detectada relagdo da alteragdo quanto ao nimero
de espermatozoides.

Entretanto, estudos revelam uma freqiiéncia maior de mutacdes no exon 1 do gene R4
para pacientes com alteragdes numéricas, azoospermia e oligozoospermia (Giwercman et al.,
2001; Lund et al., 2003), devido a maioria das pesquisas com pacientes inférteis, serem
provenientes de estudos com amostras de pacientes com alteragdes quanto ao niimero, sendo
poucas pesquisas com pacientes alterados quanto a motilidade e morfologia dos
espermatozodides (Erasmuson et al., 2003; Milatiner et al., 2004). Mutagdes pontuais, de
substitui¢do, na qual o aminoacido € substituido por outro aminoacido, devido a transi¢ao de
nucleotidios, alterando o quadro de leitura, foram identificadas em pacientes
oligozoospérmicos: Pro390Ser (Hiort et al., 2000), Gly214Arg (Wang et al, 1998b),
Met866Val (Ghadessy ef al., 1999); e azoospérmicos: Asn233Lys (Giwercman et al., 2001).

Resultados de algumas pesquisas concluem que longas repeticoes CAG ¢ GGN
estejam relacionadas a baixa concentracdo de espermatozdides no ejaculado (Mifsud et al.,
2001; Ruhayel et al., 2004; Ferlin et al., 2004). Todavia, essa relacdo ¢ ainda contraditoria,
ao mesmo tempo em que existe uma série de pesquisas que confirmam a relagdo entre a
extensdao da repeticdo em tandem de CAG ¢ GGN com infertilidade masculina, existe uma
série de outras pesquisas que ndo encontraram tal associa¢do (Thangaraj et al, 2002;
Wallerand et al., 2001; Peterlin et al., 2007; Saare et al., 2008). Ruhayel et al., (2004)
encontrou associacdo da longa extensdo da repeticio CAG com defeitos na espermatogéneses,
azoospérmia e oligozoospermia severa, em homens de origem sueca, em comparagdo com o
grupo controle de pacientes férteis, verificando a associagdo quando foram analisadas as

extensdes CAG e GGN combinadas. Ferlin et al., (2004) também encontrou associagdo entre



as repetigdes CAG e GGN quando analisadas em conjunto, verificando que homens inférteis
(de populagdo caucasiana) apresentavam a combinacdo de CAG =21/GGC =18 (21 repeti¢des
CAG e 18 repeticdes GGC) e raramente CAG > 23/ GGC < 16. Ja Westerveld et al., (2008)
ndo encontrou associacao entre a extensao das repetigdes CAG em nenhum dos parametros
seminais estudados por ele (volume, concentracdo, motilidade, morfologia, nimero total e
numero total de espermas moveis), no qual analisou homens de origem holandesa, asiatica,
norte e centro africanos.

Rajender ef al., (2007) discute que estas contradigdes possam estar relacionadas a etnia
dos grupos estudados, visto que pesquisas desenvolvidas com populacdo asidtica e oriental,
China, Singapura, Israel, entre outros, apresentaram associacdo, e pesquisas realizadas com
populagdo européia e alguns asidticos, Alemanha, Italia, Suécia, Ira, Turquia, entre outros,
ndo encontraram associacdo. Contudo, Mifsud et al., (2001) mostrou que associagdo ou nao
da repeticdo com fendtipo de infertilidade, sdo independentes da etnicidade, encontrando a
associagdo da extensdo das repetigdes CAG (=26 repeticdes) em pesquisa com homens
azoospérmicos de etnias diferentes, Singapura e Texas, USA.

Nos pacientes com alteracdes morfoldgicas dos espermatozoides foi verificado, neste
estudo, que 51,5% apresentaram mutado para o exon 1, o que ¢ sugestivo de que o exon 1
pode levar a alteragcdes no espermograma quanto a morfologia, ndo apenas a alteragdes
numericas. Os dados apresentados podem ser corroborados com os achados de Milatiner et
al., (2004) o qual estudou o exon 1, para o polimorfismo CAG (repetigdes em tandem CAG),
em pacientes de origem arabe e judaica de Jerusalém, com defeitos na concentragdo (nimero
de espermatozodides/mL), na motilidade e na morfologia, encontrando relagdo apenas para os
pacientes teratozoospérmicos, afirmando que extensdes mais longas das repeticdes do
polimorfismo CAG pode levar a defeitos quanto a morfologia nos espermatozoides.

A mutacao de substituicdo GIn58Leu, glutamina por uma leucina, no codon 58 no
exon 1 identificada em um paciente oligoastenoteratozoospérmicos por Lund et al., (2003),
sustentam que mutagdes no exon 1 podem estar relacionadas a morfologia dos
espermatozdides, corroborando assim com os dados obtidos neste estudo, visto que a mutagao
no gene RA ocorreu no exon 1 e afetou a morfologia espermatica do individuo (Lund et al.,
2003; Rajender ef al., 2007).

Quanto a motilidade, observou-se neste trabalho que 34,8% dos pacientes
astenozoospérmicos apresentaram mutagdo para o exon 7. No entanto, até o0 momento nao foi
encontrado dados na literatura que afirmem que pacientes astenozoospérmicos apresentam

algum tipo de mutag¢do no gene RA, sejam elas mutagdes de substituicdes ou de alteragdes na



extensdo das repeticdes CAG e/ou GGN. Milatiner et al., (2004) e Westerveld et al., (2008)
analisaram a extensdo da repeticdo CAG para os parametros quanto a motilidade, nao
encontrado associag¢do. Ja Pertelin et al., (2007) verificou a associagdo do namero de
repeticdo CAG em homens oligoastenoteratozoospérmicos, que sdo pacientes alterados
quanto ao nimero, a motilidade e a morfologia, e também ndo encontrou correlagao.

O grupo normal para o espermograma, neste estudo, apresentou mutagdes no gene R4,
porém com uma freqiiéncia menor. No entanto, existem relatos de mutacdes encontradas em
homens inférteis que foram encontradas também em homens férteis. Assim, a especificidade
dessas mutacdes e o papel que exercem, ou deixam de exercer, levando a infertilidade ainda
ndo estdo claros, ja que algumas das mutagdes como a GIn58Leu tém sido relatadas por
existirem também em populagdes em condi¢cdes normais; ou ainda identificadas para
fenotipos mais graves como o cancer de prostata, CAIS ou PAIS (Ranjender et al., 2007).

No database para mutagdes no gene R4 € possivel identificar algumas mutagdes que
foram encontradas para diferentes fenotipos, como a Pro340Leu no exon 1 do gene RA,
identificada primeiro, na década de 90, para o cancer de prostata, e posteriormente em 2006,
em pacientes inférteis com concentracdo espermatica baixa; a Met780Ile, identificada
primeiramente para CAIS, mais tarde para PAIS e mais recentemente para infertilidade

masculina (Ferlin ef al., 2006) (http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf).

Podem ocorrer ainda, mutagdes pontuais que nao alteram o quadro de leitura, ou seja,
ndo ocorre substituicdo de um aminoacido por outro diferente, devido a alguns aminoéacidos
apresenterem mais de um codon de leitura. Hiort et al., (2000) verificou em sua pesquisa com
homens inférteis (oligoteratozoospermia, teratozoospermia € azoospermia) em comparagao
com controle (homens férteis), a mutacdo de substituigdo no codon 211, em 33 dos 180
pacientes estudados e 11 dos 53 controles férteis, devido a transi¢do de uma guanina por uma
adenina, porém nao alterando o aminoacido codificado, glutamato. Esta mesma alteracdo foi
identificada em pesquisas anteriores, como a de Wang et al, (1998b)

(http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf).

Por meio das analises dos exons 1, 4, 6, 7 e 8 para as categorias estabelecidas do
resultado do espermograma, neste estudo, observou-se que os Gnicos exons que se mostraram
significativos para esta analise foramo 1 e o 7.

As andlises dos exons 4, 6 e 8 ndo apresentaram significancia para a relacdo destes
com defeitos na espermatogénese, no entanto alguns pacientes apresentaram mutacio nestes

exons. No database (http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf) para mutagdes indentificadas no

gene RA, existem mutacdes nestes exons que estdo relacionadas com o fendtipo de
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infertilidade masculina. No exon 4 podemos citar a mutacdo Ala645Asp, substituicdo da
alanina por aspartato, no codon 645 identificado por Ferlin et al., (2006) em homens com
baixa concentracdo espermatica ou ainda a dele¢do do exon 4 em pacientes azoospérmicos

(http://androgendb.mcgill.ca/AR23C.pdf); no exon 6 a mutagdo GIn798Glu, no qual o

aminodacido glutamina ¢ substituido por um acido glutdmico, no codon 798 (Hiort et al., 2000)
em homens oligoteratozoospérmicos; exon 8 a mutacdo Met886Val, onde hé a substituicao
do aminoacido metionina por uma valina em pacientes oligozoospérmicos (Ghadessy et al.,
1999). Embora este estudo nao tenha apresentado resultados significativos para mutagdes nos
exons 4, 6 e 8, ¢ fato que estas mutacdes sejam causa de infertilidade masculina por afetarem
a espermatogénese, o que ja esta bem estabelecido em outros estudos.

A maioria das mutagdes em homens inférteis resulta na redu¢ao do potencial de
transativagdo da proteina, isso por que a grande maioria das mutacdes relacionadas a defeitos
na espermatogénese se encontra no TAD e no LBD (Vogt, 2004; Rajender et al., 2007). A
mutacao Gly214Arg no exon 1, conferiu a proteina uma capacidade de transativacao reduzida
em 20% comparado ao tipo selvagem, nao mutado (Wang et al., 1998b), ja Met886Val no
exon 8§ causou uma reducao de 50% do potencial de transativacdo da proteina (Ghadessy et
al., 1999).

Existem dados que evidenciam que mutagdo no TAD, no exon 1, e no dominio LBD,
exons 4 a 8, devido aos subdominios de transativacao presentes nestes, AF-1 e AF-5 (TAD) e
AF-2 (LBD), conferem além de reducdo na atividade de transativacional da proteina,
diminui¢do da afinidade de ligacdo ao andrdgeno, e de interagdo dos dominios TAD e LBD,
e/ou ainda diminui¢do da interagdo com co-reguladores, acarretando um proteina defeituosa e
podendo comprometer o desenvolvimento normal de formagdo dos espermatozodides, a
espermatogénese (Hiort et al., 2000; Gottlieb et al., 2005; Rajender ef al., 2007). A mutagao
N727K, substitui¢do da asparagina por lisina no exon 5, localizada dentro do LBD, nao
alterou a ligacdo ao andrégeno, mas apresentou uma redugdo em 50% da capacidade de
transativagdo da proteina e interrompeu as interagdes interdominio (interagcdo entre os LBD e
TAD) e com co-ativadores, fator intermediario de transcricdo 2 (TIF2 — Transcription
Intermediary Factor 2) (Lim et al., 2000).

Como ja discutido anteriormente, a exposi¢do a agentes quimicos, como cigarro e
bebidas alcoolicas pode ser prejudicial & qualidade seminal, sendo proporcional ao tempo de
exposicdo (Eskenazi et al., 2003). Estudos demonstram que o cigarro pode causar danos a
reproducdo, como a diminuicdo no volume seminal até a fragmentagdo no DNA dos

espermatozdides. Além do cigarro, uma série de substancias de exposicdo ocupacional tem
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sido considerada deletéria para o sistema reprodutivo masculino, como pesticidas e
agrotoxicos (Pasquolotto et al., 2006).

Algumas dessas substancias quimicas tém a capacidade de interferir no funcionamento
do sistema enddcrino, no mecanismo de agdo dos hormdnios, os chamados desreguladores
endocrinos (DE) (Queiroz & Waissmann, 2006; Dib et al., 2007). Os DE sao substancias
quimicas, exdgenos ao organismo humano ou animal, que exercem a¢do hormonal e podem
assim, alterar a homeostase do sistema endodcrino. Muitos destes compostos interferem no
desenvolvimento do sistema enddcrino e afetam o funcionamento dos 6rgaos que respondem
aos sinais hormonais. Os efeitos enddcrinos e reprodutivos dos DE podem ser uma
consequéncia da capacidade deles, em: mimetizar os hormdnios naturais, antagonizar a sua
acdo, alterar o seu padrdo de sintese e metabolismo, ou modificar as expressdes especificas de
receptores (Koiffman & Paumgartten, 2002; Olea-Serrano et al., 2002).

Essa interferéncia pode ser temporaria ou permanente. Os principais efeitos da
exposicdo a agentes quimicos sobre a fertilidade masculina sdo reducdes temporais na
concentragao espermatica e qualidade, e até hipospadia (Queiroz & Waissmann, 2006).

No presente estudo, foram relacionados os hébitos sociais dos pacientes analisados,
normais e alterados, com a andlise molecular do gene R4, com intuito de verificar se existia
relacdo entre eles, no entanto, o tabagismo, agrotdxico e a caxumba ndo foram significantes,
indicando que ndo hé relacdo com alteracdes moleculares para os exons estudados, 1,4, 6,7 ¢
8. Contudo, o etilismo apresentou significativo para a relacao etilismo e mutagcdo no exon 7 do
gene RA, mas nao foi encontrado, até o momento, dados na literatura que tenham anélisado a
relacdo entre as mutacdes no gene RA e agentes quimicos, de exposi¢do ocupacional ou ndo, e
a caxumba.

Estudos sobre os efeitos do alcool revelam, que dentre os efeitos da utilizagdo cronica
de alcool, a longo prazo, incluem a disfuncao erétil, reducao da libido, e ginecomastia, devido
a reducdo da testosterona no soro que ¢ causada por diminui¢do da producdo testicular e
aumento metabolico no figado. Acredita-se que o alcoolismo e a cirrose hepatica causam
alteracdes no eixo hipotalamo-hipdfise-gonada (HPG), que resulta em disfungdo testicular.
Além disso, a oxidacdo de alcool compete com producdo de testosterona testicular. Estes
mecanismos conduzem subsequente diminuicdo do volume seminal e densidade espermatica.
Ocorre ainda uma elevagdo de estrogénio no soro causada pela conversdo periférica de
testosterona em estrégeno por aumento na atividade da enzima aromatase, que esta presente
tanto no figado quanto nas células adiposas. No entanto, a ingestdo de alcool socialmente,

parece ndo interferir na qualidade do sémen. J4 o excesso de dlcool pode causar diminuicao



das concentragdes séricas de testosterona, reducdo da sensibilidade e da inervacdo do pénis e,
portanto, também pode contribuir para a disfuncao erétil (Pasquolotto et al., 2004).

O presente estudo teve como principal objetivo verificar se alteragdes no gene RA,
exons 1, 4, 6, 7 e 8, poderiam estar correlacionadas a defeitos na espermatogénese,
ocasionando infertilidade.

Contudo, faz se necessario identificar as mutagdes, em quais regides do gene RA elas
ocorreram e o tipo. Para tanto, serdo necessarios estudos mais aprofundados, nos quais o gene
RA seja seqiienciado, permitindo identificar que tipo de mutagdo estd presente; e/ou ainda
desenvolver modelos de expressio do gene RA normal ou com os diferentes tipos de
mutagdes, ja bem descritas. A expressao do gene RA possibilitard o estudo da proteina RA,
avaliando a sua fun¢do quando normal ou alterada por mutagdo neste gene e sua interagao
com seus co-reguladores.

As modernas técnicas de reproducdo permitem que pacientes com infertilidade
masculina idiopatica tenham filhos. A melhor técnica a ser aplicada, dependerd em primeiro
lugar dos parametros seminais do paciente e em segundo de uma analise molecular minuciosa,
para identificar a causa da infertilidade (quando analisado). Em muitos casos de azoospermia,
utiliza-se a inje¢@o intracitoplasmatica (ICSI — intracytoplasmic sperm injection) para obter
uma gestagdo, mas dependendo do tipo de mutacdo do genitor, esta pode ser herdada pela
prole (filha). Uma concepgdo por ICSI pode resultar em um progénie afetado que podera
desenvolver um fenotipo ainda mais grave que o encontrado no genitor, por exemplo: se o
genitor apresentar alteracdo na extencao da repeticdo CAG (longas) esta sera herdada pela
progénie, que portard a longa extensdo da repeticdo CAG, podendo desenvolver at¢ SBMA
que ¢ causada por longas extensdes de repeti¢cdes da poliglutamina (CAG) (Mengual et al.,
2003). O aconselhamento genético, baseado nas analises moleculares do gene RA, podera
esclarecer o casal em tratamento quais os problemas de uma ICSI e permitir que o casal

decida pelo prosseguimento ou ndo do tratamento.



7. CONCLUSAO

O presente trabalho andlisou homens que procuraram ajuda no Laboratorio de
Reprodu¢do Humana do HC-UFG, por apresentarem dificuldades para gerarem filhos. Estes
passaram por um rastreamento genético, para verificar a presenca de mutacdo no gene RA,
exons 1, 4, 6, 7 e 8. Sendo assim, verificou-se que mutagdes no exon 1 e 7 sdo provaveis
causas de alteracdes no espermograma no que diz respeito a morfologia, motilidade e ao
numero de espermatozoides, respectivamente. Verificou-se ainda que o etilismo pode ser um
fator agravante para mutacdes no gene RA.

Portanto, todos os dados obtidos por meio deste estudo sdo sugestivos de que
mutagdes no gene RA causam alteracdo na funcdo normal do RA, que resulta em
espermatogénese anormal, levando a infertilidade masculina idiopatica. E que o estado de
infertilidade do individuo ndo depende apenas das alteragdes nas sequéncias do gene R4, mas

também dos habitos que ele possui, como o etilismo.



8. PERSPECTIVAS

Neste trabalho verificou-se apenas a presen¢a e auséncia dos exons 1, 4, 6, 7 ¢ 8 do
gene RA em pacientes com infertilidade masculina idiopatica. Estes pacientes apresentavam
diferentes parametros seminais, categorizados como normais, oligozoospérmicos,
astenozoospérmicos, teratozoospérmicos € azoospérmicos.

Em estudos futuros, o grupo pretende clonar e seqiienciar os produtos da amplificacdo
dos os exons 1, 4, 6, 7 e 8 do gene RA, quando possivel. Amplificar as amostras com primers
que permitem, por multiplex, sequénciar os produtos. O seqiienciamento possibilitara a
comprovagado da existéncia de mutacdao, bem como a identificacao do tipo de mutagao contida
nos respectivos exons. Além destes exons analisados no presente trabalho, outros exons como
2, 3 e 5, assim como outras regides do gene R4 denominadas de extensdes de polimorfismo
(CAG e GGN), relacionadas aos defeitos na espermatogénese, levando a infertilidade,
poderao ser estudados também.

Caso seja viavel, serd de grande importancia realizar o estudo in vivo com a criagdo
de um modelo de transfec¢do em ratos e verificar de que forma as mutagdes nas diferentes
regioes do gene RA interferem na composi¢ao de residuos de aminoacidos da proteina RA, na

estrutura e em sua fungao.
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ANEXOS



ANEXO A

CONSENTIMENTO ESCLARECIDO PARA ESTUDO MOLECULAR DA CAUSA DE
INFERTILIDADE MASCULINA

NOME:

IDADE:

FILHOS: ( ) SIM ( )NAO
QUANTOS: MENINOS ( ) MENINAS ( )
DESTE CASAMENTO: ( ) SIM ( ) NAO

TELEFONE: TEL. CONTATO:

N° PRONTUARIO:

N° PRONT. ESPOSA:

1. FUMA: ( )SIM ( )NAO
QUANTO TEMPO: ( ) MAIS 10 ANOS ( ) MENOS 10 ANOS

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

2. BEBE ( )SIM ( )NAO
TODO DIA () DE VEZ EM QUANDO ( )

VINHO ( )CERVEJA( )CACHACA( )OUTROS

1 COPO( ) 2-3COPOS( )30U+COPOS ( )

3. JA TRABALHOU COM:
AGRICULTURA: ( )SIM ( )NAO TEMPO:

RAIO X: ( ) SIM ( )NAO TEMPO:

XEROX: ( ) SIM ( )NAO TEMPO:



MINERACAO: ( )SIM ( )NAO TEMPO:

OUTROS PRODUTOS PERIGOSOS:

4. DOENCAS:
CAXUMBA: ( ) SIM ( )NAO

DIABETES: ( ) SIM ( ) NAO

5. ACIDENTES EM ESPORTES: ( ) SIM ( ) NAO
6. QUEDA DE CAVALO: ( )SIM ( ) NAO
HOUVE FERIMENTO NA AREA GENITAL: ( ) SIM ( ) NAO

DADOS DO PRONTUARIO

7. PACIENTE TEM OU TEVE:
VARICOCELE: ( )SIM ( )NAO  CRIPTORQUIDIA: ( )SIM ( )NAO

8. OPEROU: ( )SIM ( ) NAO
9. ESPOSA FEZ:
LAQUEADURA: SIM ( ) NAO ( )

TESTE POS-COITO: SIM ( ) NAO ( )

10. INDICACAO CLINICA: ICSI( ) FIV ( )

ESPERMOGRAMA
NUMERO SPTZ: x 10%/mL

MOTILIDADE:

MORFOLOGIA:

PH:




Oligospermia: < 20x10%/ml

Oligosp. Severa: <
5x10%ml
Azoospermia: zero SPTZ
LAUDO:
Astenospermia: < 50% a +
b
Teratospermia: < 30%
ovais
COLETA DAS AMOSTRAS
INICIAIS: Ne°: DATA:
SANGUE: mL: ANTICOAGULANTE:
TUBOS:
SEMEN: TUBOS:

PROCESSAMENTO AMOSTRA:

RESPONSAVEL COLETA:

OBS.:




ANEXO B

MINISTERIO DA 8AUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissdo Nasional de Etica em Posquiss - CONEP

PARECER N° 16840/200%

Rogiatro CONEP: 11070 (gste #° deve sor citsgo nae corresponddnclas relersntes a cate projete)

CAAE - 0046.0.188.000-05 Processo n® 25000.077833/2005-11
Projeto de Pesquisa: "Analise da Infertilidade masculing idiopgtica sob aspectos
genético-moleculares *. ,

Pesquisaior Responsadvel: Dra, Kétla Karing Verolli de Qliveira Mours

Instituigéo: Universidade Catdlica de Goigs /GO

‘Area Temédtiea Especial: Genstica humana.

Ao se proceder & andlise do projeto de pesquisa em questdo, em resposte go
Parecer CONEP n° 1372/20085, cabem as seguirtes consideragbes:

a) Foi garantida a informag#o adequada dos resultados ro sujeito da pesquisa,
incluindo previslio de aconselhamento genético.

b) Diretrizes éticas relativas ac armazensmento da amostra foram apresentadas

. contemplando a Res. CNS 347/2008.

¢) Formas de contato e adequagbes solicitadas no Termo de Consentimento Livre
@ Esclarecido foram acrescentadas.

d) As informagbes enviadas atendem aos aspectos fundamentals da Res. CNS
196/08 sobre diratrizes & normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo
_seres humanos. Lkl

e) O projeto foi aprovado pelo Comitd de Etica om Pesquisa - CEP de instituigiio
‘$upracitada.

Diante do exposto, a Comissiéio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP,
de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovacho do projeto de pesquisa proposto. '

Sltuagéio: Protocolo aprovado.

Brasilia, 29 de setembro de 2005.

‘v"&’{/‘. })é?;od. *ifﬂm

/7 WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONER/CNS/MS




ANEXO C

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO
(MODELO SUGERIDO)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do pesquisador
responsdvel. Em caso de recusa voc€ ndo serd penalizado de forma alguma. Em caso de
davida vocé poder procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Catélica de

Goias pelos telefones 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: ANALISE MOLECULAR DO GENE RECEPTOR DE
ANDROGENO EM HOMENS COM INFERTILIDADE IDIOPATICA
Pesquisador Responsavel: Dra. Katia Karina Verolli de O. Moura. Telefone para contato:
3946-1385

Eu abaixo qualificado, apos ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o resumo
do projeto intitulado: ANALISE MOLECULAR DO GENE RECEPTOR DE ANDROGENO
EM HOMENS COM INFERTILIDADE IDIOPATICA, realizado pelo Nucleo de Pesquisa
Replicon da Universidade Catodlica de Goids, DECLARO assumir, por espontanea vontade,
livre de qualquer coagdo, a responsabilidade pela participagdo voluntaria e gratuita, no grupo
de pacientes integrantes da pesquisa. Estou ciente que o trabalho consiste na analise molecular
e citogenética de amostras de sangue periférico e de sémen.

DECLARO que compreendi que a obtencdo das amostras citadas acontecera sob
minha total ciéncia, e sob os procedimentos adequados pela equipe responsavel pela



pesquisa, sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que sera mantido o total sigilo dos
resultados, que serio entregues apenas a mim ou responsavel.

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

e Nome do pesquisador:
e Assinatura do pesquisador:

e Data:

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

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG n° CPF

n° n°® de prontudrio n° de matricula

, abaixo assinado, concordo em  participar do  estudo

, Ccomo
sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo
pesquisador sobre a  pesquisa, 0s

procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos € beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem e que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdio de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:




Presenciamos a solicitacio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite

do sujeito em participar

Testemunhas (ndo ligada a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

Observacées complementares:



ANEXO D

Tabela 3: Dados dos pacientes quanto aa idade, espermograma, analise molecular, amostras e abitos

sociais

Habitos Sociais

Amostra

Analise molecular

idade (Espermograma)

Pacientes

fuma bebe caxumba agricultura

EX4 EX6 EX7 EXS8

EX1

12
13
15
21

23

27
30
33
36
38
39
41

42

45

49

51
52

53

57
59
61

63

64
66
70
75

76
79

81

83
85

86
88
91

92
93

94
96
97

98

99
100
105




106
107
108
109
110
111
112

114
115

116
118
119
120
121
123

124
125

127
128
129

130
131

134

135

136

138

140

141

142
143

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160
161

162
163

164
165
167
168

170




171
172
173
174
175
176
178

179
181

182

184
185
186
187
189

190
191

194
195
196
198
199
201
202
203
204
205
206
207
209
210
211

212
213
215
217
219
220
221
226
227
230
233

234
235

239
241

242
245

247
248

249
253
255




258
261

262
263
264
265
267

269
272
273
275
276
277
278
279

280
281
283

284
285
287
288
289

290
291

292
293
294
299

300
302
304
305

306
307
308
311

312
313

314
316
317
318

319
321

322
327
329
331

332
334
337
339
340




Legendas:

Exame Espermograma

norma e normal a=0

oligo, oligosevero e oligoastenoterato
asteno e astenoterato e oligoasteno
terato e oligoterato

azoo

DN AW -

Idade

0-29
30-49
50 - 69

Analise Molecular (Ex1, Ex4, Ex6, Ex7, Ex8)

sim
nao

Habitos Sociais

sim
nao

N —

Amostras

semen
sangue

MO
semen/sangue

AW~












