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[R]
resumo

As microdeleções do cromossomo Y são a causa genética mais comum da infertilidade masculina e o 
fator etiológico de 10-15% nos casos de azoospermia ou oligozoospermia severa idiopática. Dezessete 
amostras de homens com azoospermia ou oligozoospermia severa com infertilidade idiopática foram 
coletadas e caracterizadas molecularmente com relação às microdeleções no locus AZFc em Yq. O DNA 
foi extraído a partir de sangue total, amplificado por meio da técnica de PCR utilizando-se marcadores 
(STS) e visualizado em géis de poliacrilamida. Três pacientes (17,65%) apresentaram microdeleções e 
eram todos azoospérmicos. Com este estudo pode-se confirmar que a infertilidade masculina nos casos 
de azoospermia ou oligozoospermia severa com uma causa desconhecida está associada à microdeleção 
do cromossomo Y. Os estudos futuros devem focalizar em compreender a função biológica de genes de 
AZFc, que é uma etapa essencial para o desenvolvimento de terapias mais apropriadas e na expansão do 
conhecimento da infertilidade masculina.[#]
[P]
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[K]
Abstract

The microdeletions of Y chromosome are the more common genetic cause of the masculine infertility 
and the etiologic factor of 10-15% in the cases of idiopathic azoospermia or severe oligozoospermia. 
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Seventeen samples of men with azoospermia or severe oligozoospermia with idiopathic infertility had 
been collected and characterized molecularly with regard to the microdeletions in locus AZFc in Yq. 
The DNA was extracted from total blood, amplified by means of the technique of PCR using markers 
(STS) and visualized in polyacrylamide gels. Three patients (17,65%) had presented microdeletions 
and were all azoospermics. With this study can be confirmed that male infertility in azoospermia 
or severe oligozoospermia cases with an unknown cause is associated to the microdeletion of Y 
chromosome. The future studies must focus in understanding the biological function of genes of AZFc 
that is an essential stage for the development of more appropriate therapies and in the expansion of 
the knowledge of the masculine infertility.[#]
[K]
Keywords: Infertility. Y chromosome. Azoospermia. Severe oligozoospermia. Microdeletion.[#]

inTrodução

A infertilidade conjugal acomete aproxi-
madamente 20% dos casais que mantêm relações 
sexuais frequentes, sem métodos anticoncepcionais. 
Em aproximadamente 30% das vezes, encontram-
-se alterações da parceira (fator feminino), 30% 
do companheiro (fator masculino), 30% das vezes 
em ambos os parceiros e em 10% as alterações são 
idiopáticas. 

Pode-se classificar a infertilidade mascu-
lina de duas maneiras: em uma delas, a anatômica, 
pode haver causas pré-testiculares (10,7% dos 
casos: alterações hormonais, genéticas, distúrbios 
metabólicos, doenças sistêmicas, etc.), testiculares 
(75% dos casos: alteração ou falência da esperma-
togênese) ou pós-testiculares (14,3% dos casos: 
obstrução congênita ou adquirida das vias eferentes 
seminais); a outra classificação divide a infertilidade 
masculina de acordo com os principais achados: 
varicocele (20%), infecção (15%), criptorquidia 
(10%), distúrbio hormonal (8%), hereditário/ge-
nético (5%), imunológico (5%), idiopático (20%) 
e outros (17%) (1). 

Os fatores genéticos podem interferir nos 
processos reprodutivos, afetando o número ou a qua-
lidade (ou ambos) da produção de espermatozoides, 
e podem também exercer efeitos sobre a estrutura 
ou a função do trato reprodutivo masculino. Os três 
fatores genéticos mais frequentemente relacionados 
à infertilidade masculina são as alterações cromos-
sômicas, mutações gênicas e microdeleções do 
cromossomo Y. As microdeleções do cromossomo 
Y são a causa genética mais comum da infertilidade 
masculina ocasionada pela falha espermatogênica 
e têm sido relatadas em 2-25% de homens infér-
teis (2-4). Estudos moleculares sugerem que as 

microdeleções em Yq11 sejam o fator etiológico 
de 10-15% nos casos de azoospermia (ausência de 
espermatozoides) ou oligozoospermia severa (< 5 
milhões de espermatozoides/ml) idiopática (5-6). As 
grandes microdeleções que incluem as extremidades 
heterocromáticas em Yq (deleções “terminais”) fo-
ram sugeridas como sendo a causa de instabilidade 
cromossômica apresentando maior predisposição 
a rearranjos ou até mesmo para perda de partes do 
cromossomo Y (7-8).

O cromossomo Y é relativamente pequeno 
(aproximadamente 60 Mb) em relação aos demais 
e representa 2-3% do genoma haploide. Segundo 
Quintana-Murci e Fellous (9), observações cito-
genéticas permitiram a identificação de diferentes 
regiões: a porção pseudoautossomal e as regiões 
eucromáticas e heterocromáticas. As regiões pseu-
doautossomais (PAR) são duas: a PAR1 está locali-
zada na região terminal do braço curto do Y (Yp), 
e a PAR2 no topo do braço longo do cromossomo 
Y (Yq). PAR1 e PAR2 cobrem aproximadamente 
2.600 e 320 kb de DNA, respectivamente.

As regiões pseudoautossomais, em 
particular PAR1, são onde o cromossomo Y pareia 
e troca o seu material genético com o cromossomo 
X durante a meiose masculina (região homóloga). 
Enquanto PAR1 e PAR2 representam 5% de 
todo o cromossomo, a maioria do comprimento 
do cromossomo Y (95%) é composta pela região 
chamada “Não Recombinante do Y” (NRY), que 
inclui as regiões heterocromáticas e eucromáticas 
e sustenta a maioria das regiões específicas 
codificadoras do cromossomo Y, incluindo o gene 
determinante da masculinidade SRY e muitos outros 
genes envolvidos na espermatogênese. Segundo Ali 
e Hasnain (9), o cromossomo Y contêm cerca de 60 
milhões de nucleotídeos. 
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Carvalho et al. (10) observaram o envolvi-
mento das deleções de Yq em homens inférteis pela 
primeira vez quando analisaram células de homens 
com infertilidade idiopática. Como as informações 
do DNA específico do cromossomo Y eram raras em 
Yq11, esta região foi originalmente subdividida em 
dois intervalos: 5 e 6 (11). O mapa mais detalhado 
(14 intervalos) em Yq11 foi, então, estabelecido por 
Ma et al. (12), com 30 investigações específicas do 
DNA do cromossomo Y. Este mapa foi suficiente 
para indicar pela primeira vez que pelo menos duas 
regiões AZF existem em Yq11 (Figura 1) (13).

Graças ao desenvolvimento da tecnologia 
da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), foi 
possível aumentar exponencialmente o número 
de fragmentos específicos de DNA genômico do 
cromossomo Y, detectar a presença e mapear a 
extensão das microdeleções utilizando-se marcadores 
monomórficos moleculares específicos chamados 
STSs (sequence tagged sites) (14). Os STS são sequências 
de 100 a 500 pares de bases que podem ser facilmente 
amplificadas por PCR, que marcam uma determinada 
posição no cromossomo. 

O mapeamento da deleção dirigiu à 
descoberta de genes relacionados à espermatogênese 
e definiu três regiões como fatores de azoospermia 
(AZFa, AZFb e AZFc) mapeados no Yq11.23 (14-
15). O primeiro desses fatores de azoospermia, 
AZFa, está localizado na porção proximal do braço 
longo do cromossomo, dentro do intervalo 5 da 
deleção. AZFb se estende desde a porção distal do 
intervalo 5 e a porção proximal do intervalo 6 da 
deleção. A estimativa do tamanho dessas regiões varia 
entre 1 e 3 Mb, com uma definitiva avaliação não 
devida aos blocos de várias sequências repetitivas 
que, consistentemente, conduzem a uma estimativa 
(16). AZFc está localizada na proximidade da região 
da heterocromatina do cromossomo Y, entre os 
subintervalos 6C e 6E, e possui, aproximadamente, 
um tamanho de 1,4 Mb, embora uma concisa 
caracterização dessa região seja outra vez escondida 
pelas repetições de sequências. Uma quarta subregião 
AZF, posicionada entre AZFb e AZFc, foi também 
recentemente proposta e nomeada AZFd (2). Essas 
regiões contêm uma grande densidade de genes 
responsáveis pela falha espermatogênica (17). As 
deleções AZF são devidas a diferentes recombinações 
entre grandes sequências palindrômicas durante a 
meiose (18). 

FIGURA 1 - Genes e fenótipos mapeados do 
cromossomo Y

Fonte: Adaptado de Yen (1999) (15).
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AZFc representa a região deletada mais 
frequente entre os homens inférteis (6, 19). O principal 
gene candidato em AZFc é o grupo DAZ (deletado 
em azoospermia), um grupo de genes transcritos em 
testículos de adultos e expressos exclusivamente em 
células germinativas, aparentemente codificando uma 
proteína ligante de RNA (20).

A deleção completa da região AZFc é o tipo 
mais comum e é frequentemente associada com o 
dano espermatogênico (de oligozoospermia severa 
à azoospermia com poucas espermátides maduras 
ou células de Sertoli no tecido testicular) (19, 21). 
A possibilidade de transmissão da deleção AZFc do 
pai para o filho foi demonstrada (22-23).

Este projeto visa a coletar amostras de 
homens no Estado do Paraná com azoospermia ou 
oligozoospermia severa com infertilidade de etiologia 
desconhecida e caracterizá-los molecularmente 
com relação às microdeleções no locus AZFc do 
cromossomo Y, com o intuito de identificar as 
relações existentes entre a infertilidade idiopática e 
essas microdeleções. 

mATeriAis e méTodos

Dezessete amostras de sangue de indivíduos 
com infertilidade idiopática foram obtidas para o 
desenvolvimento deste trabalho. Os pacientes foram 
contatados via seus médicos, e todos apresentavam 
azoospermia ou oligozoospermia severa com causa 
desconhecida. Todos foram avaliados por urologistas 
e/ou especialistas em reprodução humana, tendo 
sido submetidos a exames físicos e análise do sêmen. 
Todos os participantes leram e assinaram o Termo 
de Consentimento Informado (TCI). 

A extração de DNA das amostras foi 
realizada a partir de sangue total baseando-se nas 
seguintes etapas: lise das hemáceas, lise dos núcleos 
dos linfócitos, retirada das proteínas por meio de 
precipitação, precipitação do DNA, lavagem do 
DNA e diluição do DNA em tampão.

O sangue coletado com EDTA, 5-10 
mL, foi transferido para um tubo falcon de 15 mL, 
completando-se o volume com solução TKM1 
(solução TRIS-EDTA) e 125 µL de Nonidet P-40 
(Sigma). Inverteu-se o tubo várias vezes para 
homogeneizar e centrifugou-se por 10 minutos 
a 4.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e 
repetiu-se a operação mais duas vezes para lavar o 
sedimento. Após a última lavagem, o sedimento foi 

ressuspendido em 800 µL de solução TKM 2 (solução 
TRIS-EDTA-NaCl). Transferiu-se a suspensão para 
um microtubo cônico, tipo eppendorf, e adicionou-
se 50 µL de Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 10%. 
Incubou-se a 55 °C por 30 minutos. Retirou-se do 
Banho-Maria e centrifugou-se por 10 minutos a 
12.000 rpm. Transferiu-se o sobrenadante para um 
tubo de ensaio e adicionaram-se dois volumes de 
Etanol 100% a -20 °C. Tampou-se o tubo, que foi 
invertido várias vezes para formação do agregado 
de DNA. O DNA extraído foi transferido para um 
microtubo cônico e lavou-se com Etanol 70% a 4 °C. 
Retirou-se o Etanol, deixando secar em temperatura 
ambiente. Adicionou-se o tampão TE (TRIS-HCl-
EDTA pH 8,0) e manteve-se a temperatura ambiente 
por dois dias antes de realizar a reação de amplificação 
do material.

O DNA extraído foi submetido ao processo 
de amplificação por meio da técnica de Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR). Esta técnica multiplica 
milhões de vezes um fragmento gênico específico de 
DNA diluído juntamente com água (sem nuclease), 
PCR Master MIx, proveniente da empresa Promega, 
que é composto por: Taq DNA Polimerase (50 unid/
ml), dNTP (com 400 µM cada dATP, dGTP, dCTP 
e dTTP) e MgCl2 (3 mM), e com um multiplex de 
primers. 

Os STS escolhidos para a análise dos 
candidatos às microdeleções do cromossomo Y estão 
localizados no grupo de genes DAZ em AZFc (sY254, 
sY258=sY255, 50f2/C). O lócus Amel (amelogenina) 
foi usado como controle nas reações de multiplex, 
amplificado com cada par de marcadores. DNA 
feminino foi usado como controle negativo (Tabela 1).

As reações foram realizadas em um 
termociclador, responsável por variar as temperaturas 
nos seguintes passos: 1) 96 ºC por 3 minutos para que 
haja uma pré-desnaturação; 2) 94 ºC por 30 segundos 
para desnaturar a cadeia dupla de DNA; 3) 55 oC 
por 30 segundos para promover o anelamento dos 
primers; e 4) 72 oC por 30 segundos para síntese de 
uma nova cadeia de DNA, fechando assim um ciclo. 
Esse ciclo (passos 2 a 4) foi repetido 40 vezes em 
cada reação de amplificação.

As microdeleções foram detectadas 
pela ausência ou presença da banda resultante de 
amplificação, visualizadas em géis de poliacrilamida 
a 10% com glicerol (utiliza-se água destilada, TBE, 
acrilamida, APS e TEMED) por eletroforese durante 
3 horas a 20 mA e corados com nitrato de prata. Para 
cada amostra do paciente foi adicionado corante 
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padrão, à base de azul de bromo-fenol, xileno cianol 
e glicose.

resulTAdos e discussão

A PCR é uma técnica bastante sensível 
para detectar as microdeleções em Yq. O conjunto 
de marcadores foi proveitosamente utilizado por 
diferentes laboratórios na detecção da deleção da 
região AZFc, que incluem esses primers STS como 
primeira opção. 

Um total de 17 amostras foram coletadas e 
extraídas de homens inférteis; dentre esses, 6 eram 
azoospérmicos e 11 tinham oligozoospermia severa. 
Três pacientes de um total de 17 apresentaram 
microdeleções na região AZFc do cromossomo Y, 
baseados na análise por PCR, correspondendo a uma 
proporção de 17,65%, 100% atribuídos aos indivíduos 
com azoospermia e nenhum com oligozoospermia 
severa, podendo esse resultado ser justificado pelo 
fato da frequência da deleção em Yq aumentar com 
a severidade do dano espermatogênico (24).

Os três pacientes apresentaram deleção 
dos marcadores sY254, sY258 (= sY255) e 50f2/C 
(Figura 2). Esta última foi relatada como uma deleção 
polimórfica (25) que não está diretamente associada 
com a infertilidade. Assim, foi considerada sua 
presença nos pacientes inférteis uma coincidência 
de não significância clínica.

Song et al. (6) detectaram, em seus pacientes,  
as microdeleções do cromossomo Y em 14,5% de 
azoospérmicos e 4,8% dos que tinham oligozoos-

permia. A região deletada mais frequente foi a AZFc, 
incluindo o gene candidato para azoospermia DAZ. 
Já no estudo feito por Raicu et. al (3), 33,34% das 
deleções encontradas foram atribuídas a indivíduos 
com azoospermia, sendo que a maior frequência de 
deleções (66,66%) corresponde aos pacientes com 
oligozoospermia severa. Esta variação de frequência 
encontrada no presente estudo e na literatura pode 
ser justificada pelo critério de inclusão desses pacien-
tes, podendo ter um papel importante na frequência 
variada de deleção, sendo que Raicu et al. (3) selecio-

FIGURA 2 - Gel de eletroforese mostrando as três 
microdeleções encontradas nas três regiões 
em comparação com indivíduos normais

Legenda: Pacientes: A (sY258), B (sY254) e C (50f2/C); 
Indivíduos normais: D (sY258), E (sY254) e F (50f2/C); G: 
marcador de peso molecular
Fonte: Elaboração do autor.

A  B  C  D  E  F  G

TABELA 1 - Marcadores utilizados para a análise das microdeleções do cromossomo Y, bem como as suas localizações, 
sequência de primers e tamanho dos produtos de amplificação

mArcAdor locAlizAção no Y iniciAdores direTo e reverso
(5’è 3’)

TAmAnho 
dA BAndA

Amel Yp / Amelogenina Forward – 5’ CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG 3’
Reverse – 5’ ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG 3’ 106-112pb

sY254 AZFc / DAZ Forward – 5’ GGGTGTTACCAGAAGGCAAA 3’
Reverse – 5’ GAACCGTATCTACCAAAGCA 3’ 382pb

sY258 (=sY255) AZFc / DAZ Forward – 5’ GTTACAGGATTCGGCGTGAT 3’
Reverse – 5’ CTCGTCATGTGCAGCCAC 3’ 125pb

msY1/50f2/c MSY1/Yp
AZFc / DAZ

Forward – 5’ ACAGAGGTAGATGCTGAAGCGGTATAGC 3’
Reverse – 5’ GCAACTCAAGCTAGGACAAAGGGAAAGG 3’ 203pb

Fonte: Elaboração dos autores.
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naram 28 indivíduos com infertilidade idiopática e 
dois casos com varicocele e que apresentavam um 
número de até 10 milhões de espermatozoides/ml 
no ejaculado; e no presente estudo e de Song et 
al. (6) foram selecionados apenas indivíduos com 
infertilidade idiopática e que apresentavam número 
igual ou menor que 5 milhões de espermatozoides/
ml no ejaculado, ou ausência destes. 

De acordo com a literatura, a prevalência 
de microdeleções do cromossomo Y no lócus AZFc 
em homens inférteis abrange 2% (4), 5,3% (5), 
10% (3), até 25% (6). A ampla escala de deleções 
encontradas em diferentes publicações foi justificada 
na composição étnica das populações estudadas em 
vários trabalhos (4, 26-27). 

Em um estudo, 38 anormalidades genéticas 
foram identificadas em 36 homens de uma população 
total de 150 homens com infertilidade masculina 
severa (5), mostrando a necessidade de se oferecer 
testes genéticos e aconselhamentos a homens com 
oligozoospermia severa e azoospermia, antes de 
serem aplicadas técnicas de Reprodução Assistida. 

Com este estudo pode-se confirmar 
que a infertilidade masculina nos casos de 
azoospermia ou oligozoospermia severa com uma 
causa desconhecida está associada a um fator de 
risco genético: a microdeleção do cromossomo 
Y. Entretanto, os outros pacientes que não 
apresentaram essas deleções provavelmente estão 
associados a outros fatores locais, genéticos, 
epigenéticos, nutricionais, entre outros, que devem 
ser investigados na etiologia da oligozoospermia 
severa e azoospermia idiopáticas.

As técnicas de Reprodução Assistida 
representam uma terapia sintomática eficiente para 
os homens que carregam microdeleções do Y e têm 
estimulado muitos investigadores a explorar ainda 
mais as bases genéticas da infertilidade masculina. 
Entretanto, este defeito genético é transmitido 
à prole masculina, afetando sua fertilidade. A 
classificação para deleções de Yq transformou-se 
em um teste de diagnóstico rotineiro em alguns 
locais, que fornece uma etiologia para distúrbios 
espermatogênicos e avalia o prognóstico para a 
recuperação de espermatozoides testiculares de 
acordo com o tipo de deleção. 

Os estudos futuros devem focalizar em 
compreender a função biológica de genes de AZFc, 
que é uma etapa essencial para o desenvolvimento 
de terapias mais apropriadas e na expansão do 
conhecimento da infertilidade masculina.
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