1. TITULO
AZOOSPERMIA NAO OBSTRUTIVA: EXISTEM DIFERENCAS CLINICAS E
LABORATORIAIS ENTRE AS CAUSAS CROMOSSOMICAS E AS NAO ESCLARECIDAS?

2. RESUMO E PALAVRAS CHAVE
INTRODUCAO: A infertilidade afeta 12% da populagdo masculina e tem diversas etiologias, como
as anomalias cromossdmicas. OBJETIVO: Verificar diferencas clinicas e laboratoriais entre homens
com azoospermia ndo-obstrutiva com diagnostico de alteragdo cromossdmica em relagdo aqueles sem
diagnostico etiologico definido. METODOS: Estudo observacional, transversal e retrospectivo
baseado na andlise de prontudrios médicos. Foram incluidos todos os homens entre 20 e 40 anos com
azoospermia ndo-obstrutiva encaminhados a um unico servigo de janeiro de 2010 a dezembro de
2019. Foram analisados dados referentes a ginecomastia, tamanho peniano, volume testicular,
estatura, IMC, envergadura e média de estatura dos pais, além de dosagens séricas de LH, FSH e
testosterona total. RESULTADOS: Dos 107 casos analisados, 14 eram de Sindrome de Klinefelter
(SK) (13%), 1 mosaico SK, 4 com Disturbios da Diferencia¢ao do Sexo (2 com DDS XX testicular,
1 com mutagdo no gene NR5A1 e 1 com insensibilidade leve aos androgenos) (4%), 9 com outras
etiologias (4 com anomalias de cromossomos sexuais, | com anomalia de autossomos, 2 com heranga
autossomica recessiva com FSH aumentado e sem mutagdo no FSHR ¢ 2 com microdelegdo de Y)
(8%) e 79 com etiologia ndo esclarecida. Portanto, dos 107 casos, 22 tinham anomalias
cromossomicas (14 SK, 1 mosaico SK, 2 com caridtipo 46,XX, 4 com anomalias de cromossomos
sexuais € 1 com anomalia de autossomos) e 79 sem etiologia esclarecida. Ao se comparar
estatisticamente o grupo de SK e o grupo de etiologia ndo esclarecida, observou-se diferencas
significativas na média de volume testicular (menor no grupo SK: 4 x 20 mL); no comprimento do
pénis (menor no grupo SK: 9 x 11 cm); na estatura (maior no grupo SK: 179 x 173 cm); na diferenca
de estatura do paciente e a média da estatura dos pais (maior no grupo SK: 9 x 4 cm); na envergadura
(maior no grupo SK: 183 x 177 cm); na concentragdo de LH (maior no grupo SK: 21,6 x 6,8 UI/L);
na concentracdo de FSH (maior no grupo SK: 30,5 x 14,1 UI/L); na testosterona total (menor no
grupo SK: 2,7 x 4,1 ng/mL); e na frequéncia de ginecomastia (ausente no grupo nao esclarecido e
presente em mais da metade no grupo SK). O paciente com mosaico de SK apresentou clinica
semelhante a SK com laboratério e volume testicular normais. Os dois casos XX testicular
apresentaram volume testicular semelhante a SK porém com estatura mais baixa e demais dados
intermediarios entre a SK e o grupo nao esclarecido. Os casos com outras anomalias cromossomicas
se assemelharam clinica e laboratorialmente com os de etiologia nio esclarecida. CONCLUSAO:

Existem diferencas clinicas e laboratoriais que diferenciam os homens com azoospermia nao
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obstrutiva e com alteragdo cromossomica, em especial SK e Homem XX, daqueles sem etiologia

esclarecida ou com outras alteragdes em cromossomos sexuais ou autossomos.

Palavras chave: contagem de espermatozoides, envergadura, estatura, infertilidade, gonadotrofinas

3. INTRODUCAO

Entende-se por infertilidade masculina a incapacidade biologica por parte do homem de
induzir gravidez em uma mulher fértil apos manter relagdes sexuais desprotegidas por um periodo de
pelo menos um ano (Zegers-Hochschild et al, 2017). Estudo realizado com a populacdo norte-
americana revelou que 12% da populacdo masculina de 15 a 44 anos ¢ infértil (Louis et al, 2013).

Os principais fatores relacionados a infertilidade incluem obesidade, infec¢des, neoplasias,
criptorquidia, tabagismo, varicocele, defeitos cromossomicos, defeitos do ducto espermatico,
exposicdo da bolsa escrotal a altas temperaturas, desequilibrios hormonais, doenca celiaca,
medicagdes, intoxicagdes por metais pesados e exposicdo a radiagdo ionizante (Olayemi, 2010;
American Urological Association, 2010; Katib, 2015).

Especificamente em relagdo as causas genéticas de infertilidade masculina, sabe-se que cerca
de 15 a 20% dos homens com azoospermia ou oligospermia grave nao-obstrutiva apresentam
microdele¢des no brago longo do cromossomo Y (regides AZFa, b ou ¢), onde estdo localizados genes
relacionados a espermatogénese (Tournaye et al, 2017; Krausz et al, 2018). Uma parcela dos casos
pode ainda estar relacionada a Distirbios da Diferenciagdo do Sexo (DDS), como a sindrome de
Klinefelter (SK), o DDS 46,XX testicular (anteriormente denominado Homem XX), e distirbios na
sintese ou a¢do dos hormonios testiculares (American Society for Reproductive Medicine, 2015).

As casuisticas de DDS encontradas na literatura incluem basicamente pacientes na faixa etaria
pediatrica, sendo a ambiguidade genital o principal motivo de encaminhamento (Balkan et al, 2008;
Quan et al, 2013). Em contrapartida, estudos genéticos sobre a infertilidade masculina sdo voltados
principalmente para a busca de alteragdes cromossOmicas e a pesquisa de microdelecdes de Y
(Massart et al, 2012; Hotaling & Carrell, 2014). Nesses estudos, assim como nos guidelines de
investigacdo de infertilidade masculina (American Urological Association, 2010), ndo sdo buscados
especificamente os DDS como causa do problema.

Um estudo recente, incluindo 84 homens com infertilidade (azoospermia ou oligospermia
grave) ndo-obstrutiva, mostrou que 10 casos (12%) tinham a SK, um caso era DDS 46,XX testicular
e um caso com sindrome de Insensibilidade Leve aos Androgenos (ILA). Ainda foram observados
quatro casos com anomalia estrutural do cromossomo Y, dois com microdele¢do do cromossomo Y

e outro com anomalia de autossomo. Estes casos todos corresponderam a 22% da casuistica avaliada.
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Na casuistica total, 14 apresentaram somente aumento de FSH, 23 com aumento de FSH e LH e 13
somente com diminuic¢ao de testosterona (Yabiku et al, 2018).

Tendo em vista que cerca de "4 dos homens com infertilidade grave apresentam alteragdes
cromossOmicas e que as caracteristicas clinicas e laboratoriais desses homens em relagdo aos sem
anomalias cromossOmicas ndo sdo bem estudadas na literatura, torna-se necessario verificar se estes
dados podem ser tuteis para diferenciar os homens com anomalias cromossomicas daqueles sem

etiologia esclarecida.

4. CASUISTICA E METODOS

Trata-se de estudo observacional, transversal e retrospectivo realizado com base na andlise de
prontuarios médicos. A casuistica incluiu todos os homens com azoospermia nao-obstrutiva com
idade entre 20 e 40 anos encaminhados ao ambulatorio de um unico servico para elucidacdo etiologica
de janeiro de 2010 a dezembro de 2019. Em todos estes casos foi realizado o estudo do cariotipo
convencional com bandamento G, resolu¢do de 400 bandas e contagem de no minimo 20 metafases.
Naqueles com cariotipo normal foi realizada a pesquisa de microdele¢do do cromossomo Y pela
técnica de PCR-multiplex, utilizando 28 marcadores moleculares que mapeiam as trés regides
consideradas como locus de azoospermia (AZFa, AZFb, AZFc). Critérios de inclusdo: queixa
principal de esterilidade conjugal com azoospermia (confirmada por pelo menos dois
espermogramas) nao-obstrutiva e auséncia de histéria de uso de medicacdes ou doencas como causa
conhecida de infertilidade masculina. Critérios de exclusdo: ter dados clinicos e/ou laboratoriais
incompletos no prontudrio.

Foram obtidos os seguintes dados clinicos: diagndstico clinico, antecedentes familiais
(consanguinidade entre os pais e recorréncia familial de infertilidade, sendo considerada esta ltima
positiva se houver parentes do sexo masculino, até primos em terceiro grau, que nao obtiveram
gestacdes espontaneas), estatura (cm) e a diferenga com a média da estatura alvo familial (Tanner,
1989), envergadura (cm) e sua relagdo com a estatura, indice de massa corporal IMC em kg/m?),
comprimento peniano (cm) (Gabrich et al, 2007), volume testicular (mL) e presenca ou auséncia de
ginecomastia.

Também foram obtidos os seguintes dados laboratoriais: LH, FSH e testosterona total,
resultados do caridtipo, da pesquisa de microdelegdes do cromossomo Y e de outros exames
complementares citogenéticos ou moleculares.

Para andlise dos dados foi utilizado o software SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 23.0 (SPSS, Inc., Chicago, USA) com dados de frequéncia absoluta e relativa e

analise pelo teste de Mann-Whitney, com significancia se p < 0,05.
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5. ASPECTOS ETICOS E LEGAIS GARANTIDOS AOS PARTICIPANTES DA
PESQUISA
O projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Instituicio (CAAE:
31480020.0.0000.5404).

6. RESULTADOS

Foram incluidos 107 casos: 14 com SK, 1 com mosaico SK (46,XY/47,XXY), 4 com outras
anomalias de cromossomos sexuais [l com 47,XYY; 1 com 46,X,idic(Yq); 1 com
46,XY,del(Y)(q12); 1 com 46, X,inv(Y)(p.11.2;q11.23)], 1 com anomalia de autossomos
[46,XY,t(6;13)(p12;p13)], 2 com microdele¢do de Yq, 2 com infertilidade autossomica recessiva
(AR) com aumento de FSH e sem mutacdo no gene FSHR, 1 com sindrome de ILA e mutacao
confirmada no gene AR, 2 com DDS 46,XX testicular, 1 com mutacdo no gene NR5A1, ¢ 79 com
etiologia ndo esclarecida (Tabela 1). Neste grupo com etiologia definida, podem ser considerados
DDS os casos de SK, mosaico SK, ILA, mutagdo no NR541 ¢ DDS XX testicular (19 de 107 casos;
17,7%) e, com anomalias cromossomicas, os casos de SK, mosaico SK, DDS XX testicular, outras

anomalias de cromossomos sexuais ou de autossomos (22 de 107; 20,6%).

Tabela 1: Dados clinicos ¢ laboratoriais de 101 casos (22 com anomalias cromossomicas ¢ 79 de

causa nao esclarecida) de homens com azoospermia nao-obstrutiva.

Mosaico XX Nao
SK ACS | AA
SK testicular Esclarecido
n 14 1 4 1 2 79
Pénis (cm)* 9 9 11 13 10 11
Vol testicular (mL)* 4 20 19 20 5 15
Estatura (E) (cm)* 179 178 170 176 172 173
Estatura Pais (EP)
170 172 168 170 168 169
(cm)
E — EP (cm)* 9 6 2 6 4 4
Envergadura (Env)
183 186 174 175 174 177
(cm)*
E/Env 1,02 1,04 1,02 1,0 1,02 1,02




IMC (Kg/m?) 28,1 28,7 359 | 21,9 23,1 26,2
LH (UI/L)* 21,6 3,8 7,3 4,6 11,5 6.8
FSH (UI/L)* 30,5 2,8 17,4 1,7 22,0 14,1
Testosterona
2,7 4,7 2,2 3,6 5,7 4,5
(ng/mL)*

AA: Anomalia de Autossomo; ACS: Anomalia de Cromossomo Sexual; IMC: Indice de Massa
Corporal; SK: Sindrome de Klinefelter; Vol test: média do volume testicular bilateral;

*. diferenga estaticamente significativa entre SK e Nao Esclarecido (teste de Mann-Whitney)

Pelo numero pequeno de casos em alguns destes grupos, apenas os dados entre os 14 com SK
e 0s 79 com etiologia ndo esclarecida foram comparados estatisticamente.

Nao foram observadas diferengas estaticamente significativas (teste de Mann-Whitney) entre
os grupos SK (n=14) e de etiologia ndo esclarecida (n=79) para estatura dos pais (p=0,37), relacao
entre estatura e envergadura (p=0,98) e IMC (p=0,15) (Tabela 1). No entanto, foram observadas
diferengas estaticamente significativas entre estes dois grupos para a média do volume testicular
(p<0,0001) sendo menor no grupo SK, para comprimento do pénis (p<0,001) sendo menor no grupo
SK, para estatura (p<0,001) sendo maior no grupo SK, para a diferenca entre a estatura do paciente e
a média da estatura dos pais (p<0,0001) sendo maior no grupo SK, para envergadura (p<0,01) sendo
maior no grupo SK, para a concentracao sérica de LH (p<0,0001) sendo maior no grupo SK, para a
concentragdo sérica de FSH (p<0,0001) sendo maior no grupo SK, e para testosterona total (p<0,001)
sendo menor no grupo SK (Tabela 1).

O paciente com mosaico da SK tem comportamento laboratorial (LH, FSH e testosterona
total) e volume testicular médio semelhante ao grupo nao esclarecido, mas teve comprimento do
pénis, estatura, envergadura e IMC semelhantes ao grupo SK (Tabela 1). Os pacientes com DDS XX
testicular (n=2) apresentaram LH e FSH e comprimento do pénis intermedidrios entre os grupos SK
e ndo esclarecido, volume testicular semelhante ao da SK, e os demais dados semelhantes ao grupo
ndo esclarecido (Tabela 1). Os demais casos (outras anomalias de cromossomos sexuais ou
autossomos) nao diferem significativamente do grupo ndo esclarecido.

Foi observada diferenca significativa em relacdo a presencga de ginecomastia entre os grupos
SK e ndo esclarecido, sendo ausente no grupo ndo esclarecido e presente em mais da metade no grupo

SK (Tabela 2). O tinico outro caso que apresentou ginecomastia foi o de ILA.

Tabela 2: Dado de presenca de ginecomastia de 93 casos de infertilidade masculina.



Ginecomastia SK Niao Esclarecido Total

Ausente 6 79 85
Presente 8 0 8
Total 14 79 93

SK: Sindrome de Klinefelter

7. DISCUSSAO

O presente estudo observou que cerca de 20% dos casos de azoospermia ndo-obstrutiva estao
associados a anomalias cromossomicas ou DDS. Estes dados sdo proximos aos descritos na literatura
de cerca de 15% (Ferlin et al, 2007; Pelzmann & Hwang, 2021).

A SK ¢ a etiologia genética e cromossOmica mais frequente em casos de azoospermia nao-
obstrutiva. Segundo Abramsky & Chapple (1997), cerca de 3% das causas de infertilidade masculina
sdo decorrentes da SK. No presente estudo foram 15 em 107 casos (14%) de azoospermia nao-
obstrutiva. No entanto, apenas 25% dos portadores da SK sdo diagnosticados durante a vida, e a
imensa maioria na vida adulta por infertilidade (Bojesen & Gravholt, 2007; Tincani et al, 2012).

Mais raramente, individuos com DDS XX testicular (Homem XX) podem também ser
identificados entre individuos com queixa de azoospermia ndo-obstrutiva. Esses individuos, em sua
maioria, tétm o gene SRY translocado sobre um dos cromossomos X e seu fenotipo ¢ praticamente
idéntico ao de individuos com a SK. Nesses casos, a falta de producdo dos espermatozoides decorre
da auséncia dos outros genes do cromossomo Y (Gao et al., 2013).

Outras anomalias de cromossomos sexuais ou de autossomos também podem ocorrer, porém
numa frequéncia muito menor, como observado no presente estudo. Casos de disgenesia gonadal
parcial XY, disgenesia gonadal mista e DDS ovotesticular podem também ser encontrados entre
individuos com genitais masculinos tipicos ou com alto grau de androgenizagao e s6 serem detectados
na vida adulta por infertilidade (Lee et al, 2016). Outros DDS 46,XY, ndo associados a disturbios da
diferenciag¢@o gonadal, também podem ndo ser diagnosticadas na infincia e ter como principal queixa
a infertilidade. E o caso do hipogonadismo hipogonadotréfico, de formas mais leves dos defeitos de
sintese de testosterona e também de mutagdes do receptor de andrégenos com fendtipo masculino
(forma leve da insensibilidade androgénica) ou ambiguidade genital pouco evidente, nos quais a
reducdo na producdo de espermatozoides ocorre por defeitos na a¢ao dos androgenos (Hughes et al,
2012; Guercio & Rey, 2014). Alguns raros individuos com deficiéncia da enzima 5-alfa-redutase tipo
2 também podem ter androgenizagdo mais acentuada dos genitais externos e ndo serem

diagnosticados na infincia; na vida adulta, a fertilidade desses individuos pode ser comprometida
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pelo subdesenvolvimento da prostata e de vesiculas seminais por deficiéncia na sintese de DHT (Zhu
& Imperato-Mcginley, 2009). No presente estudo, além dos casos de SK e DDS XX testicular, foi
diagnosticado um caso de disgenesia gonadal parcial XY por mutacdo no gene NR5A1 e um caso de
ILA com mutacao no gene AR.

Portanto, a observacdo de dados clinicos e laboratoriais que possam diferenciar os casos de
azoospermia nao-obstrutiva com anomalias cromossomicas ou DDS das outras etiologias ¢ de
fundamental importancia.

No presente estudo as anomalias de cromossomos sexuais (exceto SK e DDS XX testicular)
¢ as anomalias de autossomos ndo apresentaram diferengas clinicas e laboratoriais em relagdo aos
casos de etiologia ndo esclarecida. Existem poucos estudos na literatura para comparar estes
resultados (Ratcliffe, 1999; Rogol, 2020).

No entanto, em relag@o aos casos de etiologia ndo esclarecida, a SK apresentou menor volume
testicular, menor comprimento do pénis, maior estatura, maior envergadura, maior diferenca entre a
estatura do paciente ¢ a média da estatura dos pais, maiores valores sérios de LH ¢ FSH e menor de
testosterona; além da ginecomastia estar ausente no grupo ndo esclarecido e presente em mais da
metade no grupo SK. Na literatura, o volume testicular menor que 6 mL esta presente em mais de
95% dos casos de SK (Lafranco et al, 2004; Groth et al, 2013), o mesmo ocorrendo com o aumento
sérico das gonadotrofinas (Salbenblatt et al, 1985; Smyth & Bremner, 1998; Groth et al, 2013). A
diminui¢do sérica da testosterona esta presente em 63 a 85% dos casos de SK, sendo mais frequente
quanto maior a faixa etdria (Salbenblatt et al, 1985; Smyth & Bremner, 1998; Groth et al, 2013). A
ginecomastia estd presente em cerca de 38 a 75% dos casos, tanto em adolescentes como em adultos
(Salbenblatt et al, 1985; Ratcliffe, 1999; Lafranco et al, 2004; Groth et al, 2013). O aumento da
estatura esta presente em cerca de 30% dos casos de criangas e adultos com SK (Ratcliffe, 1999;
Vorona et al, 2007; Groth et al, 2013). O menor tamanho peniano esta presente em 10 a 25% das
criangas e adultos com SK (Ratcliffe, 1999; Groth et al, 2013). Portanto, apesar dos achados descritos
no presente estudo serem frequentes na SK, eles se demonstraram diferenciais importantes de outros
casos ndo cromossdmicos de azoospermia ndo-obstrutiva.

O paciente com mosaico da SK teve comportamento laboratorial semelhante ao grupo nao
esclarecido, mas clinico semelhante ao de SK, exceto pelo volume testicular normal. Nos casos de
mosaicismo de cromossomos sexuais ¢ dificil estabelecer uma caracteristica clinica especifica sem
conhecer efetivamente o percentual de cada linhagem nos diversos tecidos, incluindo as gonadas
(Rives et al, 2000). Os dois pacientes com DDS XX testicular apresentaram quadro clinico
semelhante ao grupo ndo esclarecido, exceto pelo volume testicular diminuido, e quadro laboratorial
de hipogonadismo hipergonadotréfico porém ndo tdo grave quanto o da SK; dados semelhantes aos

descritos na literatura (Gao et al, 2013; Wu et al, 2014; Terribile et al, 2019).
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Trata-se de um estudo que apresenta as limitacdes conhecidas de levantamento de dados
retrospectivos, mas que traz importantes informagdes clinicas na investigagdo de homens com
infertilidade de causa ndo-obstrutiva. A andlise envolveu uma casuistica significativa, avaliada de
forma homogénea por um tnico servigo durante 10 anos, com realiza¢do de caridtipo em todos os

casos ¢ de pesquisa de microdele¢dao de Y em todos com caridtipo normal.

8. CONCLUSAO
O estudo demonstrou que cerca de 20% dos casos de azoospermia ndo-obstrutiva possuem
como etiologia as causas cromossomicas. Além disso, através dele foi possivel confirmar que existem
diferengas clinicas e laboratoriais entre os pacientes com azoospermia nio obstrutiva e alteragdes
cromossOmicas em relacdo aos com etiologia desconhecida; essas diferengas foram mais importantes
principalmente quando comparados os pacientes com SK ou DDS XX em relagdo aos com etiologia

ndo esclarecida.
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