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Resumo

Muitos casos de infertilidade masculina possuem etiologia indeterminada,
mesmo apos exaustiva investigagao clinica e laboratorial. Ha associacao entre infer-
tilidade masculina e os genes do complexo sinaptonémico responsaveis pela sinap-
se da meiose. Este estudo tem como objetivo descrever variantes nos genes relaci-
onados ao complexo sinaptonémico. Para tal, foi realizado um sequenciamento de
nova geragao incluindo os genes SYCP1, SYCP2, SYCP2L e SYCP3. Foi utilizada
amostra de 14 individuos de sexo cromossémico masculino, divididos em quatro
grupos: azoospéermico nao obstrutivo, criptozoospérmico, oligozoospérmico grave e
normozoopérmico (controle). Nao foi encontrada diferenga significativa entre os
grupos utilizando as variaveis dependentes relativas a exame fisico e exames hor-
monais, com exce¢ado do volume testicular médio. Observou-se trés variantes de
significado incerto no grupo criptozoospermia, observado no gene SYCP2. Nao fo-
ram observadas variantes patogénicas ou possivelmente patogénica nos demais
gene estudados, tanto em controles quanto em pacientes com infertilidade masculi-
na de causa idiopatica. Assim, foram acrescentadas trés novas variantes relaciona-
das ao gene SYCP2 em pacientes com infertilidade masculina e confirmadas as va-

riantes benignas em controles férteis normozoospérmicos.

Palavras-chave: Inferitidade Masculina; Biologia Molecular; Complexo sinaptoné-

mico
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Abstract

Many cases of male infertility present an undetermined etiology, even after exhaus-
tive clinical and laboratory investigations. An association between male infertility and
the synaptonemic complex genes responsible for meiosis synapse is observed. In
this context, this study aims to describe variants in genes related to the synap-
tonemic complex. Next generation sequencing was performed comprising the
SYCP1, SYCP2, SYCP2L and SYCP3 genes. A sample of 14 chromosomal males
was assessed, categorized into four groups: nonobstructive azoospermic, cryptozoo-
spermic, severely oligozoospermic and normozoothermic (control). No significant dif-
ference was observed between the groups using dependent variables related to
physical and hormonal examinations, except for mean testicular volume. Three vari-
ants of uncertain significance were observed in the SYCP2 gene of the cryptozoo-
spermic group. No pathogenic or potentially pathogenic variants were observed in
the other assessed genes, both in controls and in patients presenting idiopathic male
infertility. Thus, three new variants associated to the SYCP2 gene were added to
male infertility cases and benign variants in normozoospermic fertile controls were

confirmed.

Key Words: Male Infertility; Molecular biology; Synaptonemic complex.
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1.INTRODUCAO

A infertilidade conjugal é atualmente um problema de saude publica, uma vez
que causa ao casal transtornos em todos os ambitos de vida, tanto biolégico, quanto
psicossocial, levando inclusive a outros agravos a saude. Esta é compreendida co-
mo a auséncia de gravidez mesmo apds doze meses de intercursos sexuais, bem
distribuidos pelo ciclo, sem uso de protegéo. (Messini, 2016).

A infertilidade masculina € marcada por disfuncées do aparelho reprodutor. A dis-
funcdo do aparelho reprodutor masculino podem ser comprometidas por diversas
condigbes: disfungbes sexuais, disfuncdo ejaculatéria, medicamentos, exposi¢cao
ocupacionais, radiacéo, e vasectomia. Também ha causas intrinsecas que levariam
as alteragbes no espermograma (Berger, et al., 2016).

O espermograma é um exame complementar a ser realizado com coleta de duas
amostras. Avalia: o volume do ejaculado, a motilidade, a morfologia e a concentra-
cao de espermatozoides; esta quando alterada, é classificada em: oligozoospermia,
contagem abaixo de 15x10%/mL; oligozoospermia grave, abaixo de 5x10°/mL; e a
azoospermia, auséncia de espermatozoides no ejaculado, em duas amostras, mes-
mo apoés centrifugacdo. A azoospermia é classificada em obstrutiva e ndo obstrutiva
(Who, 2010).

Dentre as causas de alteracbes espermaticas, a varicocele € a mais frequente.
Definida como varizes escrotais, levando a uma dilatacido anormal das veias esper-
maticas, do plexo pampiniforme, ou cordao espermatico. Pode resultar em atrofia do
testiculo ipsilateral e assimetria testicular. Nao é claro o mecanismo envolvido, entre-
tanto aumento da temperatura testicular, o aumento da pressao venosa, a hipoxia, o
estresse oxidativo e a desordem hormonal podem explicar o processo (Chiba, et al.,
2016)

Em relacao a azoospermia obstrutiva, a agenesia congénita de ductos deferentes
(MIM #277280) é a condigéo intrinseca mais prevalente. Esta relacionada as varian-
tes patogénicas em homozigose ou heterozigose composta no gene CFTR (MIM
*602412), o mesmo causador da fibrose cistica (MIM #219700). E responséavel por

cerca de 25% das azoospermias obstrutivas, e € decorrente de defeito parcial ou



completo dos derivados do ducto de Wolf. A espermatogénese € normal nesta con-
dicdo, porém n&o ha espermatozoides no ejaculado (Patat, et al.,2016)

Dentre as causas de azoospermia nao obstrutiva esta a sindrome de Klinefelter,
decorrente de uma polissomia do cromossomo X. Esta condicédo € caracterizada
principalmente por hipogonadismo hipergonadotrofico e atrofia testicular, sendo que
0 volume testicular maximo em individuos adultos é em torno de seis centimetros
cubicos. Podem estar presentes: habito eunucoide, alta estatura, ginecomastia e
disfungdes sexuais (Bonomi, et al., 2016; Hotaling e Carrell, 2014).

No fluxograma de investigacdo da azoospermia n&o obstrutiva e oligozoospermia
grave, uma vez excluido cromossomopatias, € necessaria a pesquisa de microdele-
¢bes do cromossomo Y. Os fatores de azoospermia (AZFa, AZFb e AZFc; MIM
#415.000) estao relacionados a cerca de 10~15% dos casos de auséncia de esper-
matozoides no ejaculado (Yousefi-Razin, et al., 2016; Tournaye, et al., 2016a).

Microdelecbes nas regides de fatores de azoospermia levam a graus variados de
oligozoospermia ou azoospermia nao obstrutiva. A relacao gendtipo-fendtipo entre o
tipo de delegao e o grau de comprometimento nao esta completamente elucidada. O
padrdo ouro para este tipo de diagnostico sdo as multiplas rea¢des de polimerase
em cadeia (PCR-multiplex) para as regides em que estado os fatores de azoosper-
mia. O cromossomo Y é formado por sequéncias de palindromos. As regides AZFs
sao deletadas durante o crossing-over da préfase | na espermatogénese (Krausz, et
al., 2013; Krausz, et al., 2014a, Tournaye, et al., 2016b; Yu, et al., 2016).

As regides AZFs sao compostas por diversos genes. Em especial, a regiao AZFa
possui dois genes importantes: USP9Y e DDX3Y. Variantes patogénicas intragéni-
cas no primeiro gene estao diretamente associadas a azoospermia, visto que seu
produto proteico € um modulador fino da espermatogénese. Devido a raridade de
mutacdes especificas dentro das AZFs, a pratica clinica ainda nao incorporou as
técnicas de sequenciamento de genes do cromossomo Y, sendo estas restritas a
pesquisa. (Krausz, et al,. 2011; Ferlin e Floresta, 2014).

Com o advento das novas tecnologias de citogenética molecular, incluindo a hi-
bridizagdo gendmica comparativa em microrrearranjos (Array-CGH), esta ocorrendo
uma mudanga de paradigmas. Muitos pacientes que teriam como diagndstico de
azoospermia idiopatica apresentaram variagbes de numero de copias (CNVs) tanto

no cromossomo Y quanto em outros cromossomos em regides que poderiam influ-



enciar a espermatogénese. (Massaia e Xue, 2017; Krausz, et al., 2014b; Krausz, et
al., 2015)

As pesquisas de CNVs tém focado no brago curto do cromossomo Y, que contém
além do gene SRY, o gene TSPY1. Este gene esta relacionado ao complexo da su-
perfamilia da proteina compreendendo o SET e o NAP, que estdo associados ao
processo de replicagéo, sendo inclusive muito expresso na génese tumoral do gona-
doblastoma (Krausz, et al., 2011).

Durante muito tempo o cromossomo Y foi intensamente pesquisado, € o cromos-
somo X e seus microrrearanjos foram negligenciados no estudo da infertilidade mas-
culina (Krausz, 2012). Entretanto, estudos sobre o cromossomo X ja apresentaram
diversas CNVs, tanto com ganho quanto com perda de material genético que podem
estar relacionadas a azoospermia n&o obstrutiva.

Comparando ainda técnicas de analise genbmica, muitos estudos com Array-
CGH, analise de sequenciamentos de nova geragao, tanto o sequenciamento com-
pleto do exoma (Whole-Exome) quanto do genoma (Whole-Genome), vém encon-
trando novas variantes que justificariam ou que elucidariam a causa da infertilidade
masculina. Entretanto tais abordagens ainda séo incipientes, sendo necessarios no-
vos estudos nessa linha (Aston, 2014)

Novos estudos levaram a encontrar genes autossémicos que podem interferir di-
retamente na produgao espermatica. O complexo sinaptonémico (SC) é responsavel
pelo emparelhamento dos homologos na meiose: a sinapse. Em especial o gene
SYCP3 (MIM *604759), localizado no loci 12g23.2, esta relacionado a faléncia es-
permatogénica tipo 4 (MIM #270960). Sdo descritas alteragdes em heterozigose le-
vando a perdas gestacionais precoces (entre 6-10 semanas) e a azoospermia. (Bo-
lor, et al., 2009)

Existem mais de 17 subtipos de faléncia espermatogénica em que alguns subti-
pos estdo associados a genes do SC. Cada subtipo € associado a um gene e a pa-
drdo de heranga especifico. Em especial o SYCE1 (MIM*611846), no loci 10926,
com mutagdes em homozigose/heterozigose composta também leva a faléncia es-
permatogénica tipo 15 (MIM #616950) e faléncia ovariana precoce, por alteragao no
SC (Geisinger e Benavente, 2016).

A azoospermia decorrente de alteracées no SC gera uma parada de maturagao

durante a meiose, na préfase |. Durante a sinapse, ocorre o emparelhamento dos



homologos. Nao ha progressao para as outras fases da meiose. A bidpsia testicular
mostra-se com espermatdécitos | estagnados na forma de paquiteno (Li, 2011).

Em modelo animal, estudos de expresséo génica a partir de bidpsia tecidual,
mostrou alta expressao do gene SYCPZ2 e SYCP3 em testiculo, comparado com ou-
tros tecidos como cerebral, hepatico ou pele. Utilizando pacientes com bidpsia testi-
cular mostrando parada de maturacédo em espermatacito |, verificou-se que ambos
os alelos selvagens do gene SYCP3 sao importantes para completar a espermato-
génese (Miyamoto, et al., 2003).

A azoospermia nao obstrutiva e a oligozoospermia grave s&o causas frequentes
de infertilidade masculina, ainda assim, poucos estudos na populacéo brasileira sao
descritos na literatura. Muitos casos ficam diagnosticados como idiopaticos, mesmo
depois de concluida avaliagédo citogenética convencional e estudo molecular das re-
gides dos fatores de azoospermia. Faz-se necessario avaliar outras técnicas para

buscar as causas de infertilidade masculina.
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2. OBJETIVOS

Avaliar pacientes, sexo cromossOmico masculino, com infertilidade de causa
nao obstrutiva com novas tecnologias de biologia molecular.

Realizar sequenciamento de nova geragcdo (NGS) a partir da criagdo de um
painel génico dos genes relacionados ao complexo sinaptonémico.

Descrever as variantes encontradas no painel que possam estar relacionadas

a azoospermia n&o obstrutiva ou a oligozoospermia grave.
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3. METODO

Trata-se de um estudo descritivo em uma amostra de individuos do sexo
masculino, em investigagao por azoospermia nao obstrutiva ou olizoospermia grave.
Os sujeitos de pesquisa foram oriundos dos ambulatérios do Servigo Integrado de
Reprodu¢dao Humana da Escola Paulista de Medicina (EPM) da Universidade Fede-
ral de Sdo Paulo (Unifesp) e os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Genética Molecular da Chromosome® Medicina Gendmica.

3.1. Caracteristicas da populagao

Foram estudados os individuos do sexo masculino com diagnostico de azo-
ospermia grave nao obstrutiva ou de oligozoospermia grave, em acompanhamento
nos ambulatérios do Servigo Integrado de Reprodu¢do Humana do Hospital Séao
Paulo vinculado a Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sado Pau-
lo — Unifesp. Houve limitagdo quanto a faixa etaria, compreendida entre 18 a 50
anos. Tais caracteristicas compdem os critérios de inclusdo. Foram excluidos os ca-
S0s que apresentam outras causas de azoospermia, hipogonadismo hipogonadotro-
fico, agenesia bilateral congénita de ductos deferentes, avaliagdo por citogenética
convencional anterior alterada e/ou presenga de microdelegao nas regides de fator
de azoospermia (AZFa, AZFb e AZFc), bem como aqueles em que se recusaram na
participacado no estudo.

3.2. Procedimentos

Coleta de dados retrospectivos: Houve revisdao dos dados clinicos a partir dos
prontuarios médicos, compreendendo iniciais do paciente, idade, histéria evolutiva
da azoospermia/oligozoospermia grave, histérico familiar e exame fisico, especial-
mente com relacdo aos achados relativos ao exame urolégico. Este exame fisico foi
realizado por profissional habilitado, além de ter sido avaliado em temperatura ade-
quada (23°C); todos os participantes da pesquisa apresentavam grau Il ou lll de va-
ricocele. Também foram anotados resultados de exames relevantes ao caso, tais
como perfil hormonal, cariétipo e as pesquisas de microdele¢cao do cromossomo Y.

Destre as variaveis clinicas, foram avaliadas: idade (anos), tempo de unido
(anos), tempo de infertilidade até a primeira avaliagéo (anos), estatura (cm), peso
(Kg), indice de massa corporea (IMC; kg/m?), volume testicular médio (cm?3). Tam-
bém foi avaliado exames complementares, incluindo dosagens hormonais de dosa-
gens: horménio foliculoestimulante (FSH; iu/L), hormdnio luteinizante (LH; iu/L), tes-
tosterona total (ng/dL), estradiol sérico (pg/mL), horménio estimulante da tireoide
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(TSH; iu/L) e prolactina (ng/mL). Foi avaliada a analise seminal, com espermograma,
segundo a OMS, incluindo: o volume (mL), potencial hidrogeniénico (pH) e concen-
tracado (espermatozéides/ml) (Who, 2010).

Coleta de dados prospectivos: As amostras de sangue para obtencdo de DNA
foram obtidas a partir de puncao de veia periférica por profissional habilitado (médi-
co, enfermeira, técnico de enfermagem ou biomédico). Nao foi realizado nenhum
procedimento in vivo que possa causar riscos ou desconfortos. Ndo foi utilizada
amostra de DNA coletada em estudos anteriores e armazenadas. Todas amostras
foram descartadas apds o término desta pesquisa e ndo foram armazenadas em
nenhum biorrepositorio, dispensando a necessidade deste.

3.3. Estratégia de estudo

ApOs a coleta de sangue periférico em tubo vacutainer® com anticoagulante
EDTA (cor roxo ou lilas), o DNA genémico foi extraido pelo método de kit-especifico
utilizado pela clinica Chromosome® Medicina Genbmica.

3.3.1. Amostras

Utilizamos pacientes do Servigo Integrado de Reprodugcdo Humana, num total
de 14 homens, com diagnostico de azoospermia nao obstrutiva ou oligozoospermia

grave, com idade compreendida entre 18 a 50 anos.

3.3.2. Extragcdo de DNA

Essa etapa tem por objetivo obter DNA genémico de elevada qualidade e de
concentragcéo apropriada a partir de uma amostra biolégica (BOESENBERG-SMITH,
2012). Inicia-se com a liberagao do material genético da amostra estudada, seguida
da estabilizacdo dos acidos nucleicos, remocgao de inibidores de amplificagao e, por
ultimo, concentragdo do DNA num volume util de solugdo aquosa compativel com as
proximas etapas do protocolo utilizado. A selecao do método de extracdo deve ba-
sear-se em alguns aspectos, tais como, a pureza da amostra de acidos nucléicos
obtida, manuseio, relacdo custo-beneficio e duragdo. Este procedimento pode ser

realizado manualmente ou automaticamente. Nesse projeto, realizamos a extragao
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do DNA automaticamente, utilizando o QIACube® (Qiagen, Alemanha) associado a

kits de extracdo em coluna.

O DNA foi extraido utilizando-se o kit QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen). Bre-
vemente, adiciona-se proteinase K a 200 yL de sangue total e tampéo de lise para
termos a lise celular e degradagao das proteinas e restos das membranas. Este
tampao contém altas concentragbes de sais, tais como, tiocianato de guanidina e
isotiocianato de guanidina, que promovem a adsor¢do do DNA a membrana de sili-
ca. Os passos seguintes incluem lavagem da membrana. As condi¢cbes de pH e sali-
nas asseguram que proteinas e outros contaminantes nao sejam retidos na mem-
brana de forma a eluir DNA em elevada concentracdo e bom grau de pureza (Hand-
book Qiagen, 2016).

Por norma, uma amostra de 200 pL de sangue total da origem a 3 — 12 ug de
DNA com uma razao de A260/A280 no intervalo 1,7 — 1,9 (Handbook Qiagen, 2016).

3.3.3. Sequenciamento de Nova Geragao (NGS)

Utilizamos a plataforma lon Torrent™ Personal Genome Machine (PGM). O
NGS utiliza a estratégia de sequenciamento massivo paralelo de DNA que possibilita
a identificacdo de até bilhdes de leituras de uma mesma sequéncia ao mesmo tem-
po. As principais vantagens dessa metodologia é sequenciar em uma unica corrida
multiplos fragmentos com grande cobertura com o uso minimo de amostra. (Hand-
book AmpliSeq, 2016).

3.3.3.1. Desenho do Painel Genético
O desenho do painel genético que utilizamos foi feito a partir da plataforma
virtual lon AmpliSeq Designer versdo 4.24 (ThermoFisher Scientific®;

https://ampliseq.com). No quadro 1 apresentamos o resumo dos dados do painel

que foi utilizado tendo como referéncia o genoma humano (hg19), com um total de
140 Amplicons e 2 Pools (Pool 1 = 71 Amplicons e Pool 2 = 69 Amplicons).


https://ampliseq.com/

12

Quadro 1: Os genes do complexo sinaptonémico estudados no painel de NGS.

Nome Localizagdo Numero de | Total de | Bases Bases Porcentagem de | Numero de éxons
citogenética Amplicons Bases cobertas perdidas cobertura (%)
SYCP1 1p13.2 39 3957 3957 0 100 34
SYCP3 12912.3 12 1219 1219 0 100 11
SYCP2 20q13.33 55 5920 5881 39 99,3 44
SYCP2L 6p24.2 34 3429 3429 0 100 30

3.3.3.2. Construgao da Biblioteca

Nessa etapa as regides alvo do DNA séo fragmentadas em tamanhos especificos
por processos quimicos, mecanicos ou enzimaticos. Outra estratégia de gerar uma
biblioteca de fragmentos, que foi escolhida para esse projeto, foi a utilizacdo de
primers especificos para regides-alvos de interesse e construir a biblioteca utilizando

a técnica de PCR (biblioteca de Amplicons).

Cada fragmento gerado corresponde a um molde (template). Apds fragmentacgao,
adaptadores, que sdo sequéncias conhecidas, sao incorporados ao molde. Nesta
etapa também podem ser inseridos sequéncias especificas de 5-10 bases para
identificacdo da amostra (barcodes), que permite a mistura de diferentes amostras

em uma unica reagao.

A construcéo das bibliotecas foi realizada a partir de DNA gendmico seguindo a
metodologia descrita no manual do kit lon Ampliseq™ Library Kit Plus (ThermoFIsher

Scientific).

3.3.3.3. Preparo do molde (Template)

Na técnica de NGS lon Torrent, a amplificacdo é realizada por emulsido, onde
sdo gerados micro reatores em uma emulsédo de 6leo. Essa reagao é realizada em
pequenas esferas chamada beads ou lonSpheres recobertas com a sequéncia com-
plementar ao adaptador. Essas sequéncias servem para fixar os clones do molde na

esfera e também como iniciador da reagéao de PCR.

O preparo do template foi realizado utilizando o equipamento /on One Touch
System e o kit lon PGM™ Template (ThermoFisher Scientific). Apds a quantificagao,
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as amostras foram diluidas a uma concentragcdo de 10pM e 5 amostras diferentes
serdo misturadas em um pool equimolar e 25 pL serdo utilizados para preparo do
template. Apos essa etapa, o template foi enriquecido no equipamento /on One Tou-
ch™ ES (ThermoFisher Scientific) para evitar a entrada de beads sem DNA no se-
quenciamento. Apds o enriquecimento do produto amplificado, sera realizada uma

verificacdo do desempenho utilizando o kit lon Sphere™ Quality Control.
3.3.3.4. Sequenciamento génico

Esta etapa foi realizada utilizando o kit lon PGM™ Hi-QTM View Sequencing Kit
(ThermoFisher Scientific). Este kit contém todos os reagentes necessarios para rea-
cdo de sequenciamento dentro do sistema semicondutor. As amostras foram se-
quenciadas no chip lon 316 Chip Kit v2 (ThermoFisher Scientific) utilizando a plata-

tTM

forma lon Torrent'™ Personal Genome Machine®.

Essa tecnologia detecta alteragdes de pH por meio de rea¢des de polimerizagao
que gera um préton H+. Essa alteracéo é detectada por um transistor e convertido
em um sinal elétrico. O numero de leituras para cada amostra e a escolha do chip

foram decididos em funcao da quantidade da amostras que foram sequenciadas.

3.3.3.5. Analise dos Dados Gendémicos

As analises dos resultados foram realizadas utilizando-se o Torrent Suite Softwa-
re 4.0.2 (lon Torrent, USA) e alinhadas com o genoma humano referéncia (hg19)
utilizando a ferramenta Torrent Mapping Alignment Program (TMAP). A cobertura do

sequenciamento foi revisada utilizando-se o coverage analysis plugin.

Utilizou-se a ferramenta para analise de variantes Torrent Variant Caller 3.6
(TCV) utilizando-se o TMAP que gerou arquivos BAM (Binary Alignment Map). O
TCV é uma ferramenta de chamada de variantes de sequéncias geradas nas plata-
formas de sequenciamento lon Torrent. Antes de iniciar-se a analise € necessario
criar um template de analise contendo as regides de interesse e outro critérios de

qualidade de chamada de bases (alta ou baixa estringéncia).
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As variantes foram analisadas utilizando-se o lon Reporter Software versao 5.6 e

filtradas para evitar a analise de artefatos de sequenciamento.
3.3.3.6 Classificacao final das variantes

Os critérios propostos pelo American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) foram adotados para classificagdo das variantes identificadas como prova-

velmente causais dos quadros de infertilidade masculina.

Para isso, foram analisadas em conjunto as informagdes sobre as variantes obti-
das na etapa de filtragem e na analise de segregacao. Variantes missense foram
classificadas como descrito por Li e Wang (2017), com o auxilio da ferramenta online
Varsome®, que gera automaticamente a classificagdo da variante de acordo com os

critérios propostos pelo ACMG.

Uma vez detectado variantes de efeito desconhecido, independentemente da
frequéncia nos bancos de dados populacionais, foi utilizado ferramentas de predigao

in silico.

3.4. Analise estatistica

Para a analise estatistica de todas as variaveis dependentes, utilizou-se o
teste ndo paramétrico: analise de variancia de Kruskall-Wallis (One-Way Anova; x3).
Este foi realizado para analisar a relacdo de distribuicdo das variaveis deste estudo,
independentemente da presenga de normalidade e de homogeneidade de varian-
cias. Em caso haja diferenca estatisticamente significante entre os grupos, sera utili-
zado o post hoc para comparagdo entre pares de Dwass-Stell-Critchlow-Fligner
(DSCF).
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4. RESULTADOS
4.1 Avaliagao inicial e antropometria

Utilizou-se uma amostra de conveniéncia, sem estudo do tamanho da amos-
tra, com um total de 14 individuos do sexo cromossémico masculino, com idade
compreendida entre 18 a 50 anos. Dividiu-se em quatro grupos, respectivamente,
azoospermia nao obstrutiva (n=5), criptozoospermia (n=3), oligozoospermia grave

(n=3) e normozoospermia (n=3), de acordo com o espermograma.

Avaliando a amostra, dividida nos quatro grupos (variavel independente). Ava-
liou-se os dados (variavel dependente): idade (anos), tempo de unido (anos), tempo
de infertilidade (anos), estatura (cm), peso (kg) e indice de massa corporea (IMC;
kg/m2).

Tabela 1: Valores descritivos da avaliagao inicial e dados antropométricos

Variavel Azoospermia nao _ Criptozoospermia Oligozoospermia  Normozospermia  Amostratolal — Anova  df  p
Dependente obstrutiva(n=5) (n=3) grave (controle) (n=14) )

(n=3) (n=3) )
Idade (anos) 37,614,34 34,3+3,06 33,0£3,00 32,743,79 34,9+3,96 1,75 3 0,191
Tempo de 7,6+3,65 13+4,36 4,67+1,53 8,33+1,53 8,29+4,01 7,30 3 0,063
unido (anos)
Tempo de 6,8+4,21 3,67+2,08 3,67+2,08 Nao se 5,09£¢3,39 1,70 2 0,427
infertilidade aplica
(anos)
Estatura (cm) 175+£11,6 17945,57 173+£18,5 175+7,02 175+7,7 1,17 3 0,760
Peso (Kg) 81,8+13,4 99,0£19,9 82+2,31 87,7+18,6 86,8+16,5 1,80 3 0,616
IMC (kg/m?) 26.6+1.60 31.2431.2 27,5+6,19 28,8+4,68 28,3+4,87 0,552 3 0,907

A avaliagao pelo teste estatistico ndo paramétrico, analise de variancia de
Kruskall-Wallis (One-Way Anova), identificou que nao ha diferencga significativa entre
0s quatro grupos (vide os valores de x* e p na tabela 2) para todas as variaveis de-

pendentes estudadas.
4.2. Mensuragao do volume testicular médio

Avaliando a amostra, dividida nos quatro grupos (variavel independente), ob-
servou-se que o dado volume testicular médio (cm?; variavel dependente). Avaliando

pelo teste estatistico ndo paramétrico, analise de variancia de Kruskall-Wallis (One-



17

Way Anova), identificou-se que ha diferenca significativa para a variavel dependente

volume testicular médio entre os quatro grupos (x*=9,35 e p=0,025).

Realizou-se dessa forma o post hoc para comparagao entre pares de Dwass-
Stell-Critchlow-Fligner (DSCF) em que se observou diferencga significativa entre os
pares: azoopermia e normozoospermia (ppscr=0,021); criptozoospermia e normozo-
ospermia (ppscr=0,037); e criptozoospermia e oligozoospermia grave (ppscr=0,046)
sendo a média do volume testicular médio no grupo normozoospermia de 25cm?

comparado com 10,5cm?® no grupo azoospermia e 13cm?® no grupo criptozoospermia.

Tabela 2: Avaliagdo do volume testicular médio

Variavel Depen-  Azoospermia Criptozoospermia  Oligozoospermia  Normozospermia  Amostra Anova df p
dente ndo obstrutiva  (n=3) grave (controle) total e

(n=5) (n=3) (n=3) (n=14)
Volume testi- 10,56 13,0+0,5 20+4,33 2540 16,2+7,08 9,35 8 0,025

cular médio

(em’)

Tabela 3: Avaliagao post hoc para comparacgao entre pares (DSCF) do volume

testicular médio

Comparacao entre pares - Volume testicular médio (cm?)

w P
Azoospermia Criptozoospermia 1.91 0.177
Azoospermia Oligozoospermia grave 2.35 0.097
Azoospermia Normozoospermia 3.26 0.021
Criptozoospermia Oligozoospermia grave 2.82 0.046
Criptozoospermia Normozoospermia 2.95 0.037
Oligozoospermia grave  Normozoospermia 2.24 0.114
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4.3. Avaliagdo complementar: dosagens hormonais séricas

Foi realizada avaliagdo hormonal de todos os participantes da amotra. Avali-
ou-se as dosagens de horménio foliculoestimulante (FSH), horménio luteinizante

(LH), testosterona total, estradiol, e prolactina.

Tabela 4: One-Way Anova de dosagens hormonais séricas.

Variavel Dependente  Azoospermia _ Criptozoospermia Oligozoospermia  Normozospermia  Amostra  Anova df P

ndo obstrutiva  (n=3) grave (controle) total )

(n=5) (n=3) (n=3) (n=14) )
FSH (iu/L) 18,6110,7 24,3+14,4 11,0+6,52 4,75+3,54 14,5+10,7 6,26 3 0,100
LH (iu/L) 9,29+4,35 6,0+1,71 6,73+1,07 5,98+4,16 7,43+3,47 1,43 3 0,700
Testosterona total 4224212  562+127 5044350 395+79 4561204 1,73 3 0,630
(ng/dL)
Estradiol (pg/mL)  35,1+27,4 33+19,8 27,5%4,45 28,3+1,53 31,5¢17,3 0,129 3 0,940
TSH (iu/L) 2,0£0,582 1,54+0,304 1,69+0,395 2,71+2,01 2,02+1,03 1,560 8] 0,669
Prolactina (ng/mL)  16,8£13,9 10,9+2,86 13,1+8,36 13+9,68 13,0£89,4 0,429 3 0,934

A avaliagao pelo teste estatistico ndo paramétrico, analise de variancia de
Kruskall-Wallis (One-Way Anova), identificou que nao ha diferenca estatisticamente
significativa entre os quatro grupos (vide os valores de x* e p na tabela 5) para estas

todas os dados hormonais (variavel dependente).
4.4. Avaliagao complementar: analise seminal segundo a OMS (2010).

Foi realizada a analise seminal, com espermograma, segundo a OMS (2010).
Avaliou-se o volume (mL), potencial hidrogeniénico (pH) e concentragao (esperma-

tozoides/mL).

Tabela 5: valores descritivos e analise de variancia da analise seminal

Variavel Dependente Azoospermia Criptozoospermia  Oligozoospermia ~ Normozospermia ~ Amostra total Anova df p
(n=5) (n=3) grave(n=3) (controle)(n=3) (n=14) 2
x*)
Volume (ml) 2,34+0,907 4,1+2,02 2,7+0,3 3,13%1,1 3+1,29 2,94 3 0,401
pH 8,2+0,274  8,33£0,289 8,17+0,289 8,330,289 8,230,259 1,11 3 0,774
Concentragéo Zero 7452 1,47x10° 79,8x10° 123 3 0,005

(espermatozoides/ml) +1,16 x10° 48,25 x10°
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Utilizando o teste ndo paramétrico, analise de variancia de Kruskall-Wallis
(One-Way ANOVA), observou-se que ndo ha diferenga estatisticamente significante
entre os quatro grupos para as variaveis dependentes: volume ejaculado (mL;
Xx?=2,94; p=0,401) e potencial hidrogenidnico (pH; x*=0,774; p=0,005).

Tabela 6: Avaliacédo post hoc para comparagéo entre pares (DSCF) da concentragéo
(/ml).

Comparacéo entre pares - Concentracao (/ml)

w P
Azoospermia Criptozoospermia 3.65 0.010
Azoospermia Oligozoospermia grave 3.62 0.010
Azoospermia Normozoospermia 3.62 0.010
Criptozoospermia Oligozoospermia grave 2.82 0.046
Criptozoospermia Normozoospermia 2.82 0.046
Oligozoospermia grave Normozoospermia 2.78 0.050

Quanto a concentracdo (espermatozoide/mL; variavel dependente) realizou-
se o teste de Kruskall-Wallis (One-Way ANOVA) em que identificou que ha diferenca

estatisticamente significante entre os quatro grupos (x*=11,7; p=0,008).

Realizou-se dessa forma o post hoc para comparacao entre pares de Dwass-
Stell-Critchlow-Fligner (DSCF) em que se observou diferenga significativa entre os
pares (vide tabela 7). A concentracdo de espermatozoide média no grupo normozo-
ospermia foi de 79x10%mL, superior ao grupo oligozoospermia que foi de
1,47x10°%mL; grupo criptozoospermia foi de 7/mL e azoospermia de zero/mL, como

era de se esperar.
4.5 Caracterizagdo molecular dos genes do complexo sinaptonémico.

Foi realizado um painel génico, envolvendo os genes por sequenciamento de
nova geragao (NGS). Confirmou-se variantes benignas previamente descritas em
estudos populacionais em genética. Estas variantes foram observada nos controles

com espermograma apresentando normozoospermia.
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Nos trés individuos, as variantes abrangeram os genes SYCP1, SYCP2L e
SYCP3. Nao foi observada nenhuma variante no gene SYCP2. As variantes obser-
vadas eram equivalentes, missense ou intronicas. Estas variantes ndo prejudicavam

as proteinas do complexo sinaptonémico (vide quadro 2).

Quadro 2: Variantes encontradas nos controles normozoospérmicos.

Gene Posicao Variante dbSNP Zigose Significado
(nomenclatura Clinico
HGVS")
N°12 SYCP1 chr1:115399884 c.225C>T/ rs17544210 Heterozigose Benigna
p.Pro75=
SYCP2L chr6:10894255 c.216+18G>A rs9368453 Homozigose Benigna
SYCP2L chr6:10906256 c.645A>G / rs4713039 Heterozigose Benigna
p.Lys215=
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna
p.Pro672Ser
N°13 SYCP1 chr1:115399884 c.225C>G/ rs17544210 Heterozigose Benigna
p.Pro75=
SYCP2L chr6:10894255 c.216+18G>A rs9368453 Heterozigose Benigna
SYCP2L chr6:10942964 c.1939A>G / rs3798751 Heterozigose Benigna
p.Asn647Asp
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Heterozigose Benigna
p.Pro672Ser
N°14 SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10958997- €.2164-20_2164- rs141480785  Heterozigose Benigna
10958999 18delTTA
SYCP3 @ chr12:102131564 c.133+17G>T rs3751248 Heterozigose Benigna

No grupo azoospermia nao obstrutiva (compreendendo os individuos numero
1 ao 5), ndo foram observadas variantes patogénicas ou possivelmente patogénicas
neste grupo. Foram observadas variantes benignas e possivelmente benignas nos
grupos azoospermia nao obstrutiva, incluindo variantes observadas nos controles

normozoospérmicos, vide quadro 3.

No grupo oligozoospermia (compreendendo os individuos niumero 9 ao 11),
nao foram observadas variantes patogénicas ou possivelmente patogénicas neste
grupo. Foram observadas variantes benignas e possivelmente benignas nos grupo
oligozoospermia, incluindo variantes observadas nos controles normozoospérmicos,

vide quadro 4.

No grupo criptozoospermia (compreendendo os individuos numero 6 ao 8),
nao foram observadas variantes patogénicas ou possivelmente patogénicas neste

grupo. Foram observadas variantes benignas e possivelmente benignas nos grupos
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azoospermia nao obstrutiva, incluindo variantes observadas nos controles normozo-
ospérmicos, entretanto foi observada variantes de significado incerto (VUS), vide

quadro 5.

Quadro 3: Variantes encontradas em individuos com azoospermia n&o obstrutiva

Gene Posicao Variante dbSNP Zigose Significado
(nomenclatura Clinico
HGVS')
N°1 SYCP2L chr6:10894255 c.216+18G>A rs9368453 Heterozigose Benigna*
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10958997- €.2164-20_2164- rs141480785 Heterozigose Benigna*
10958999 18delTTA
SYCP2 chr20:58441612 c.4158G>A/ rs58905758 Heterozigose Provavelmente
p.Thr1386= Benigna
SYCP2 chr20:58475307 c.1290C>T / rs6027185 Heterozigose Benigna
p.Val430=
SYCP2 chr20:58476774 c.1125C>T/ rs6027186 Heterozigose Benigna
p.Asp375=
SYCP2 chr20:58496438 c.95T>C/ rs61730337 Heterozigose Provavelmente
p.lle32Thr Benigna
N°2 SYCP2L chr6:10894381 c.280G>A/ rs6456746 Heterozigose Benigna*
p.Val94lle
SYCP2L chr6:10930731 c.1617C>T/ rs61741402 Heterozigose Provavelmente
p.Thr539= benigna
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10958997- €.2164-20_2164- rs141480785  Heterozigose Benigna*
10958999 18delTTA
SYCP3 | chr12:102127371 c.435A>G/ rs78591432 Heterozigose Provavelmente
p.Glu145= benigna
N°3 SYCP2L chr6:10894255 c.216+18G>A rs9368453 Heterozigose Benigna*
SYCP2L chr6:10906256 c.645A>G / rs4713039 Heterozigose Benigna*
p.Lys215=
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
N°4 SYCP2L chr6:10906256 C.645A>G / rs4713039 Heterozigose Benigna*
p.Lys215=
SYCP2L chr6:10942964 c.1939A>G / rs3798751 Heterozigose Benigna*
p.Asn647Asp
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10961649 €.2355+12T7>C rs9791208 Heterozigose Benigna
N°5 SYCP2L chr6:10894255 c.216+18G>A rs9368453 Heterozigoto Benigna*
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10961649 €.2355+12T7>C rs9791208 Heterozigose Benigna

*Variante presente nos controles com normozoospermia.



Quadro 4: Variantes encontradas em individuos com oligozoospermia grave.

Gene

N°9 SYCP1
SYCP2L
SYCP2L
SYCP2L
SYCP2L
SYCP2L
N°10 SYCP2L
SYCP2L
SYCP2L
SYCP2L
SYCP2L
SYCP2L
SYCP2
SYCP2
SYCP2
N°11 SYCP2L
SYCP2
SYCP2

SYCP2

Posicao

chr1:115537343
chr6:10894381
chr6:10928643
chr6:10942964
chr6:10955408
chr6:10958997-
10958999
chr6:10894381
chr6:10912920
chr6:10930731
chr6:10955408
chr6:10958997-
10958999
chr6:10961649
chr20:58475307
chr20:58476774
chr20:58496438
chr6:10955408
chr20:58452566
chr20:58475307

chr20:58476774

Variante
(nomenclatura
HGVS')
c.2728T>C/
p.Leu910=
c.280G>A/
p.Val94lle
c.1448C>T/
p.Pro483Leu
c.1939A>G /
p.Asn647Asp
c.2014C>T/
p.Pro672Ser
€.2164-20_2164-
18delTTA
c.280G>A/
p.Val94lle
c.933G>A/
p.Ala311=
c.1617C>T /
p.Thr539=
c.2014C>T/
p.Pro672Ser
€.2164-20_2164-
18delTTA
€.2355+12T>C

c.1290C>T /
p.Val430=
c.1125C>T /
p.Asp375=
c.95T>C/
p.lle32Thr
c.2014C>T/
p.Pro672Ser
c.3024G>A/
p.Pro1008=
c.1290C>T /
p.Val430=
c.1125C>T /
p.Asp375=

*Variante presente nos controles com normozoospermia.

dbSNP

rs17033011

rs6456746

rs150159592

rs3798751

rs1225746

rs141480785

rs6456746

rs73723610

rs61741402

rs1225746

rs141480785

rs9791208

rs6027185

rs6027186

rs61730337

rs1225746

rs61730343

rs6027185

rs6027186

Zigose

Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigoto
Heterozigose
Homozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Homozigose
Heterozigose
Heterozigose

Heterozigose

Significado
Clinico

Provavelmente
benigna
Benigna*
Provavelmente
benigna
Benigna*
Benigna*
Benigna*
Benigna
Provavelmente
benigna
Provavelmente
benigna
Benigna*
Benigna*
Benigna
Benigna
Benigna
Provavelmente
benigna
Benigna*
Provavelmente
benigna

Benigna

Benigna
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Quadro 5: Variantes encontradas em individuos com criptozoospermia.

Gene Posicao Variante dbSNP Zigose Significado
(nomenclatura Clinico
HGVS")
N°6 SYCP2L chr6:10930731 c.1617C>T/ rs61741402 Heterozigose = Provavelmente
p.Thr539= benigna
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10961649 c.2355+12T7>C rs9791208 Heterozigose Benigna
SYCP2 chr20:58452566 c.3024G>A/ rs61730343 Heterozigose = Provavelmente
p.Pro1008= benigna
SYCP2 chr20:58455447 c.2852T>C/ rs151163205 Heterozigose Efeito desco-
p.1le951Thr nhecido
SYCP2 chr20:58475307 €.1290C>T / rs6027185 Heterozigose Benigna
p.Val430=
SYCP2 chr20:58476774 c.1125C>T / rs6027186 Heterozigose Benigna
p.Asp375=
N°7 SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10961649 €.2355+12T>C rs9791208 Heterozigose Benigna
N°8 SYCP2L chr6:10894255 c.216+18G>A rs9368453 Heterozigose Benigna*
SYCP2L chr6:10955408 c.2014C>T/ rs1225746 Homozigose Benigna*
p.Pro672Ser
SYCP2L chr6:10961649 €.2355+12T>C rs9791208 Heterozigose Benigna
SYCP2 chr20:58442826 c.4065G>T / rs6070981 Heterozigose = Provavelmente
p.Gly1355= benigna
SYCP2 chr20:58442921- €.3989-21_3989- rs142112394 = Heterozigose = Provavelmente
58442923 19delCAG benigna
SYCP2 chr20:58452582 ¢.3008T>C / rs61733222 Heterozigose Efeito desco-
p.Met1003Thr nhecido
SYCP2 chr20:58456564- €.2659-18_2659- rs148253329  Heterozigose Efeito desco-
58456566 17insAAT nhecido
SYCP2 chr20:58467157 €.2252C>T / rs6071006 Heterozigose = Provavelmente
p.Thr751lle benigna
SYCP2 chr20:58476774 c.1125C>T/ rs6027186 Heterozigose Benigna
p.Asp375=
SYCP2 chr20:58486796 c.972+9A>C rs6071026 Heterozigose = Provavelmente

*Variante presente nos controles com normozoospermia.

benigna
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A variante no gene SYCP2 ¢.2852T>C / p.1le951Thr (rs151163205) é uma va-
riante missense, em que houve uma troca de aminoacidos; esta variante possui fre-
guéncia de 0,2%, nao sendo considerada um polimorfismo. Esta variante ndo esta
descrita no ClinVar®. O preditor de patogenicidade de variante DANN apresenta-se
como causador de doenga (score 0,9978); o preditor in silico SIFT (sorts intolerant
from tolerant) apresenta-se como patogénico (score 0,002 e converted rankscore
0,7209); vide quadro 6.

A segunda e terceira variantes foram descritas no mesmo paciente. A segun-
da variante no gene SYCP2 ¢.3008T>C/p.Met1003Thr (rs61733222) é uma variante

missense, em que houve troca de aminoacidos; esta variante possui frequéncia de
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1,2%, podendo ser considerada um polimorfismo. Esta variante ndo esta descrita no
ClinVar®. O preditor de patogenicidade de variante DANN apresenta como mutagao
tolerada (score 0,2691); o preditor in silico SIFT (sorts intolerant from tolerant) apre-

senta-se como tolerada (score 0,235 e converted rankscore 0,2716); vide quadro 6.

A terceira variante no gene SYCP2 ¢.2659-18_2659-17insAAT (rs148253329)
€ uma insergdo equivalente intrénica, em que houve inser¢do de aminoacidos; esta
variante possui frequéncia de 0,36%, ndo podendo ser considerada um polimorfis-
mo. Esta variante ndo esta descrita no ClinVar®. O preditor de patogenicidade de
variante Genomic Evolutionary Rate Profiling (GERP) apresenta como mutagao tole-
rada (NR=5 e RS=3.88); vide quadro 6.



Quadro 6: classificagdo das variantes de significado incerto observadas nos pacien-

tes com criptozoospermia.

Probandos

Individuo 6

(criptozoospermia)

Individuo 8
(criptozoospermia)

Cobertura >10X (%)

95,9

97,5

95,9

Gene

SYCP2 (MIM#604.105)

Fendétipo OMIM

Até o momento nenhum fendtipo descrito

RefSeq NM_014258.4 NM_014258.3 NM_014258.2
Posicao chr20:58455447 chr20:58452582 chr20:58456564-
58456566
DNA €.2852T>C ¢.3008T>C €.2659-18_2659-
17insAAT
Proteina p.1le951Thr p.Met1003Thr Mutagédo intrénica
dbSNP rs151163205 rs61733222 rs148253329
Gendtipo Heterozigose Heterozigose Heterozigose
gnomAD Genomes 0,00223 0,0207 0,0204
1000 Genomes 0 0 0
Exome Variant Server 0 0 0
ExAC 0,007467 0,02084 0,005541
ABraOM 0,002463 0,023810 0.023888
ClinVar - classificagédo ND ND ND
DANN Score 0,9978 ND ND
GERP (Conservation) 4,76 5,8 NR 5
NS 3,88
SIFT 0,002-Damaging 0,001-Damaging 0,0-Damaging
0,4139-rankscore
Polyphen-2 0,873-possibly- benign:0.0 Unknown
damaging
Mutation taster Disease causing Polymorphism Unknown
Accuracy 0,6755 Accuracy 1
Andlise de segregacgao NR NR NR
Critérios - ACMG PP3 BP4 Nenhum
Classificagdo - ACMG Efeito Efeito Efeito

desconhecido

desconhecido

desconhecido

Legenda: ND - nado descrito / NA - n&o se aplica / NR - ndo realizada
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5. DISCUSSAO

Em muitos casos de azoospermia ndo obstrutiva, oligozoospermia grave e
criptozoospermia, mesmo com exaustiva investigacdo e utilizagdo de um arsenal
clinico e de propedéutica complementar; o diagnostico etioloégico é tido como idiopa-
tico. Erros durante a meiose | da gametogénese podem estar relacionadas a infertili-

dade masculina e sub-fertilidade feminina (Li et al., 2011).

O complexo sinaptonémico é essencial para a progressao da meiose | e, con-
sequentemente, formacédo dos gametas. Em modelo animal, observou-se parada de
maturagcdo na espermatogénese em ratos com variantes patogénicas nos genes
SYCP2 e SYCP3 (Yang, et al, 2006).

Em homens com azoospermia ndo obstrutiva e parada de maturagdo esper-
matica na biopsia testicular, ja foram descritas variantes patogénicas nos genes re-
lacionados ao complexo sinaptonémico: SYCP3 e SYCE1. Esta poderia ser uma
possivel causa de infertilidade masculina. Inicialmente foi descrita com frequéncia de
10,5% em homens com azoospermia nao obstrutiva e parada de maturagao esper-
matica (Miyamoto et al., 2003). Mas, a frequéncia de mutagdes do complexo sinap-

tonémico possivelmente € muito inferior (Geisinger e Benavente, 2016).

Um estudo envolvendo 75 individuos azoospérmicos n&o-obstrutivos de etnia
turca nao identificou nenhuma variante patogénica ou possivelmente patogénica no
gene SYCPS3 utilizando sequenciamento Sanger (Gurkan et al., 2012). Assim como o
resultado deste estudo, uma vez que realizado o sequenciamento do gene SYCPS3,
nao foi encontrada nenhuma variante patogénica ou possivelmente patogénica, na

amostra estudada.

Ainda relacionado ao gene SYCP3, um estudo na Bélgica com 58 individuos
com parada de maturagcédo na espermatogénese, e repetido pelo mesmo grupo com
uma amostra maior, também nao identificou quaisquer variantes patogénicas ou
possivelmente patogénicas no gene estudado (Stouffs et al., 2005; Stouffs et al.
2011).

Outro estudo também nao identificou nenhuma variante patogénica ou possi-

velmente patogénica no gene SYCP3 em homens inférteis (Martinez et al., 2007).
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Por conseguinte, é sugerido que variantes patogénicas no gene SYCP3 podem ser
um fator determinante ou um fator predisponente para a susceptibilidade de n&o-
disjuncao meidtica, assim como na determinacao de infertilidade masculina e subfer-

tilidade feminina (Nishiyama et al., 2011).

A estrutura tridimensional do complexo sinaptonémico é composta por dois
elementos que conectam as cromatides irmas, sdo estas as proteinas SYCP3 e a
SYCP2 (Yang et al., 2006). Um erro durante o transcrito no gene SYCP2 nos es-
permatdécitos levam a falha na sinapse durante a profase |, visto que a proteina codi-
ficada do gene SYCPZ2 é responsavel pela ponte que mantém ligado o complexo si-

naptonémico e o centrémero (Feng et al., 2017).

Na amostra estudada, observou-se trés variantes de significado incerto, no
gene SYCP2, nunca descritas no ClinVar®, ambas em individuos apresentando crip-
tozoospermia. Até o presente estudo, ndo foram observadas nenhuma variante pa-
togénica no gene SYCPZ2; diferentemente do que se observou no gene SYCP3 (Gei-

singer e Benavente, 2016).

A etiologia da infertilidade masculina ainda € um desafio durante a investiga-
¢cao do casal infértil. Apesar de ja haverem muitos genes candidatos e outros relaci-
onados a infertilidade masculina, estes ainda sdo somentes utilizados na pesquisa
cientifica. Até a presente data, ainda ndo ha um grau de evidéncia que comprove

sua utilizagdo na pratica clinica.

Embora seja baixa a frequéncia de mutacdes nos genes do complexo sinap-
tonémico em homens com azoospermia nao obstrutiva, criptozoospermia e oligozo-
ospermia grave, o alto custo é o maior impeditivo da elaboragdo de um estudo em
larga escala. Este estudo pode ser um inicio para estudos maiores que demonstrem
relacdes contundentes entre o complexo sinaptonémico e a infertilidade masculina.
Desta forma, mais estudos sao necessarios para entender a caracterizagdo molecu-
lar de infertilidade masculina, bem como a fungédo dos genes e a descrigdo das vari-

antes encontradas.
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6.CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que:

Nao foram observadas variantes patogénicas, possivelmente patogénicas e
de significado incerto (VUS) nos genes SYCP1, SYCP2L e SYCP3 tanto em
controles quanto em pacientes com infertilidade masculina de causa idiopati-
ca;

Trés novas variantes foram acrescentadas relacionadas ao gene SYCPZ2 em
pacientes com infertilidade masculina;

As variantes benignas foram confirmadas em controles férteis normozoos-

pérmicos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Caracterizacdo molecular de azoospermia nao obstrutiva e oligozoospermia grave

Caio Graco Bruzaca A. Vilela, Ciro Dresch Martinhago e Renato Fraietta
Numero do CAAE: 79340617.1.1001.5505

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa. Este documento, chamado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante e ¢ elaborado em
duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador responsavel, ambas de mesmo valor juridi-
co ¢ fé publica.

Por favor, leia com atengdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver perguntas
antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar este
Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Nao havera nenhum
tipo de penalizagdo ou prejuizo se vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizacao em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo porque a sua investigacdo de azoospermia nao
obstrutiva ou oligozoospermia grave apresentaram avaliacdo com perfis hormonais, citogenética convencional e
pesquisas de microdele¢do do cromossomo Y como sem alteragdes. A azoospermia nao obstrutiva ou oligozoos-
permia grave ¢ uma importante causa de infertilidade masculina, ha poucos estudos sobre o uso de novas técni-
cas de biologia molecular que busquem novas bases genéticas dessa alteragdo. O objetivo deste estudo ¢ utilizar
tecnologias de seqiienciamento de nova geracdo e citogenética molecular a fim de identificar alteragdes que
possam ser responsaveis pela azoospermia ndo obstrutiva ou oligozoospermia grave.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a permitir que os pesquisadores utilizem as informa-
¢des que ja estdo registradas no prontudrio, como idade, historia da investigacdo da infertilidade, antecedentes na
familia e descricdo do exame fisico. Além disso, serd coletado sangue periférico para extragio e utilizacdo do seu
DNA, em um total maximo de 12 ml. A partir deste material genético sera investigado alteracdes em genes cau-
sadores de azoospermia ndo obstrutiva ou oligozoospermia grave, excluidas as regides de fator de azoospermia,
ao qual vocé ja realizou durante atendimento no Servigo de Reprodugdo Humana.

Desconfortos e riscos:

O risco para este estudo ¢ semelhante a qualquer coleta de sangue. Pode haver desconforto na coleta do
sangue como dor e pequeno sangramento, que na maioria dos casos é controlado com pressdo local. Mesmo
assim, ha risco de formagdo de hematoma (mancha roxa). Todos sdo efeitos passageiros e considerados de baixo
risco. Essa coleta sera feita no dia da consulta médica no ambulatério por enfermeira ou médico.

Beneficios:

Os resultados do estudo podem ter beneficios futuros para outros homens inférteis, mas também pode-
rdo ter beneficios diretos a vocé no que se refere a elucidagdo diagnoéstica da causa da infertilidade, que podera
ser utilizada para fins de aconselhamento genético. Esse aconselhamento genético, se solicitado, sera feito duran-
te consulta médica no ambulatorio de Reproducdo Humana, pelo pesquisador responsavel, que ¢ médico geneti-
cista titulado e profissional apto para tal.

Ressarcimento e direito a indenizacao:

Todos os procedimentos serdo feitos apenas uma vez e nas datas de consulta médica no Ambulatdrio de
Reprodugdo Humana, de modo que ndo estd previsto o ressarcimento de despesas. Nao ¢é previsto o pagamento
de indenizagdo, uma vez que os procedimentos serdo realizados na rotina do servigo, mas caso vocé se sinta
prejudicado de alguma maneira, é garantido o direito de solicitar recurso.

Acompanhamento e assisténcia:

O acompanhamento clinico no ambulatério de Reprodugdo Humana ¢é garantido, independentemente do
aceite de participagdo da pesquisa proposta ou que vocé resolva interromper a participacao no estudo, a qualquer
momento.
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Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo ¢ nenhuma informagéo sera dada a
outras pessoas que ndo fagam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse estudo, seu
nome ndo sera citado. As informagdes médicas que forem obtidas para esse estudo poderdo ser registradas no
prontuario, tornando-se disponiveis para outros médicos que possam atendé-lo no futuro.

Armazenamento de material:

O DNA obtido serd usado exclusivamente para este estudo sobre alteracdes genéticas relacionadas a
azoospermia ndo obstrutiva ou oligozoospermia grave. Desta forma o mesmo sera descartado ao final desta pes-
quisa.

Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material armazenado durante a
execugdo deste projeto deverdo ser dados a (indicar o nome e forma de contato de um individuo a ser avisa-
do):

Contato:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores no Departamen-

to de Cirurgia, Disciplina de Urologia, da Escola Paulista de Medicina da Unifesp, por escrito, por meio de carta
ou fax, conforme enderego: Rua Napoledo de Barros, 715 - 20. andar Hospital Sdo Paulo. Vila Clementino CEP
04024-002 - Sdo Paulo, SP - Brasil, Telefone/fax (11) 5576-4086.
Em caso de dentincias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do estudo, vocé podera
entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNIFESP das 09:00hs as 13:00hs
no endereco: Rua Botucatu, 572, 1° andar — Conjunto 14 — CEP: 04.023-061 — Sdo Paulo/SP — tel: (11) 5571-
1062 fax: (11) 5539-7162; site: http://www.cep.unifesp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP ¢ avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres huma-
nos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) tem por objetivo desenvolver a regulamentagio sobre
protecdo dos seres humanos envolvidos nas pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités
de Etica em Pesquisa (CEPs) das instituigdes, além de assumir a fungdo de drgdo consultor na area de ética em
pesquisas.

Todos esses procedimentos foram autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unifesp, que podera ser
consultado em caso de dentincias ou reclamagdes dos aspectos éticos pelo telefone (11) 5571-1062 ou pelo site
http://www.cep.unifesp.br.

Consentimento livre e esclarecido:

Ap0s ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios previs-
tos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito participar sendo que recebi uma copia de
igual valor juridico e de mesma fé publica a esta com a minha assinatura e a assinatura do pesquisador bem co-
mo a data do aceite de participacdo da pesquisa:

Nome do individuo:
RG: Orgéo Emissor: RG-HSP: n°RH:
Assinatura: .Data: / /

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaborago
do protocolo e na obtengdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado
e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o
qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o con-
sentimento dado pelo participante.

Nome do Pesquisador: .
RG: Orgdo Emissor: CRM/SP: . Assi-
natura Pesquisador: Data: / /
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APENDICE B - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS RETROSPECTIVOS

Caracterizacdo molecular de azoospermia nao obstrutiva e oligozoospermia grave
Caio Graco Bruzaca A. Vilela, Ciro Dresch Martinhago e Renato Fraietta

Nome:

RH:

Nome da esposa:

Data de nascimento:

Idade ao inicio do tratamento (anos):

Tempo de unido (anos):

Tempo de infertilidade até o inicio do tratamento (anos):

Histérico familiar de infertilidade masculina ou outra;

Historico do testiculo problemas desenvolvimento:

Orquiepididimite ()
Lesao Testicular ()
Varicocelectomia ()
Criptorquidia ()
Cirurgia Prévia ()
Outros ()

Habitos de vida

Tabagismo:

Fatores ambientais/ocupacionais:
Alcoolismo:

Uso de drogas:

Funcéo sexual:

Erecgdo: () normal () Inadequada
Ejaculacdo: () normal ( )Inadequada

Exame fisico geral

Altura:
Peso:
IMC:

Exame fisico do testiculo

Temperatura adequada: ( )Sim ( )Nao
Dilatacdo do plexo pampiniforma: E: ~ D:
Pénis: () Normal ( )cicatriz ( ) Placas () outros:
Testiculos: () Ambos palpaveis ( ) anormais ( ) E/D
Volume testicular (cm?): E D
Consisténcia: () Endurecido

() Normal

() Amolecido

Epididimos:
Ductos deferentes:
Aumento escrotal:
Exame inguinal:

Exames complementares:

Exames Laboratoriais

Fshsérico( / / ) em iw/l:
Ref: 1,27-19,26
Lhsérico( / / )emiwl:

Ref: 1,24-8,62

Testosterona total sérica( / / )emng/dl:
Ref: 175-781
Estradiol sérico ( / / ) em pg/ml:

Relacdo testosterona/estradiol:
TSH( / / )em mcU/ml:
T4livre ( / / ) emng/dl:
Prolactina ( / / )emng/ml:

Analise seminal

(Data: ~ / / )

volume(ml):

pH:

Frutose:

Dias de abstnéncia:

Cariotipo (Local onde foi realizado)

Microdele¢do do cromossomo Y (Local onde foi
realizado)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAQ MOLECULAR DE AZOOSPERMIA NAQ OBSTRUTIVA OU
OLIGOZOOSPERMIA GRAVE.

Pesquisador: Caio Graco Bruzaca

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
Etica por parte da CONEP;);
Reprodugdo Humana (pesguisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriaco e fatores que afetam a sadde repredutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serio considerados "participantes da pesquisa” todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):
(Reprodugio Humana que ndo necessita de andlise ética por parte da CONER;);

Versdao: 2

CAAE: 79340617.1.1001.5505

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de S80 Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 2,468,142

Apresentacdo do Projeto:

Projeto CEP/UNIFESP n:1321/2017 (parecer final)

& azoospermia ndo obstrutiva e/ou oligozoospermia grave & uma causa prevalente de infertilidade
masculina. J& existem fluxogramas bem estabelecidos para invesligacdo de suas causas, entretanto,
quando o perfil hormaonal e a andlise por citogenética convencional e das microdelecfes do cromossoma Y
estfio sem alteraches, a invesligagdo se encerra e ndo hé elucidacio da causa da inferilidade masculina.
Muitos estudas tentam utilizar-se de novas tecnologias para descrever as bases moleculares desse grupo
de individuos.O presente projeto compreende um estudo monocéntrico nacional, parte retrospectivo e parte
prospectivo, que envolvera pacientes com diagnostico de azoospermia ndo obstrutiva ou oligozoospermia
grave acompanhados no Hospital S30 Paulp. Os pacientes realizam ou realizaram consulta ambulatorial no
servico de Reproducfio Humana efou Uro-infertilidade desta instituicio, compreendendo avaliacio clinica
como parie de sua investigagao diagndstica @ mantém seguimento regular no
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ANEXO A: PARECER CONSUBSTANCIADO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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senvigo, Nao havera

participacdo de grupos vulnerawveis, de modo que o termo de consentimento livre & esclarecido sera dirigido
aos proprios participantes.Os participantes serdo informados do cardter voluntario do estudo e de que, em
caso de ndo haver interesse na participacio, serd garantida a recusa ou a descontinuidade a qualguer
momente, sem

repercussdo nos cuidados meédicos prestados pela equipe do ambulatdrio, Caso preencham os critérios de
inclusao, serdo convidados a participar do estudo, Os participantas em potencial serdo informados sobre as
caracteristicas do estudo. Apds explanagio e compreensdo adequada, participante e investigador assinardo
o termo de consentimento livre e esclarecido, sendo que uma via serd entregue ao pacienta, enguanto a
outra serd arguivada com os investigadores. Os procedimentos tdria evolutiva da doenga, antecedentes
familiais & exame fisico nos prontuarios médicos (?retrospectivo?); e b) coleta de amostras de sangue
periférico (aproximadamente 10 mL) para extragdo de DNA visando a realizagdio dos estudos moleculares in
vitro (?prospectivo?) de genes relacionados ao complexo sinaptonémice, Nao sera utilizado material
genélico que j& tenha sido coletado para estudo anterior {por exemplo, projeto CAAE), por i1sso ndo serd
solicitado ao CEP que a amostra possa ser usada neste novo estudo. Do mesmo modoe, ndo haverd
armazenamento de material bioldgico em biorrepositdrio, dispensando a necessidade deste. Estes
procedimentos sero realizados nos dias de consulta ambulatorial rotineira, de modo que ndo esta previsto
ressarcimento das despesas de transporte. Além dos beneficios coletivos futuros pela construgdo do
conhecimento cientifico, s resullados do estudo poderdo trazer beneficios diretos no que se refere 4
confirmagdo de alteragdes relacionadas & azoospermia ou oligozoospenmia grave, que podera ser utilizada
para fins de aconselhamento genético do participante. Esse aconselhamento genético, se solicitado, sera
feite pelo pesquisador responsavel gue & medico geneticista titulado e profissional apte para tal, Por fim,
além de garantir a assisténcia durante e apds o término do estudo, os pesquisadores asseguram o sigilo da
identidade na divulgacae dos resultados e que nenhuma informacdo serd dada a outras pessoas que nao
fagam parle da equipe de pesquisadores. As informagdes médicas que forem oblidas para esse estudo
poderdo ser registradas no prontudrio, tornandao-se disponiveis para outros médicos que possam atender os
participantes no futuro.

Objetive da Pesquisa:
-Hipdtese: Ha variantes nos genes relacionados ao complexo sinaptonémico que justificariam a
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alterag@o seminal. -

Objetive Primario: Este trabalho term como objetivo avaliar pacientes do sexo masculing com infertilidade de
causa ndo obstrutiva com novas tecnologias de biologia molecular. -Objetivo Secundério: Descrever as
variantes encontradas no genoma que possam estar relacionadas 4 azoospermia ndo obstrutiva ou &
oligozoospermia grave Realizar seqienciamento de nova geragdo a partir da criagao de um painel génico
dos genes relacionadas ao complexo sinaptonémico

Avaliaciio dos Riscos e Beneficios:

Em relaclo aos riscos e beneficios, o pesquisador declara: -Riscos: Desconfortos e riscos: O risco para esle
estudo & semelhante a qualguer coleta de sangue, Pode haver desconforto na coleta do sangue como dor e
pequeno sangramento, que na maioria dos casos & controlado com pressdo local. Mesmo assim, ha risco de
formacio de hematoma {mancha roxa), Todos sio efeitos passageiros e considerados de baixoe risco, Essa
coleta serd feita no dia da consulta médica no ambulatério por enfermeira ou médico. -Beneficios:
Beneficios: Os resultados do estudo podem ter beneficios futuros para outros homens inférteis, mas também
poderdo ter heneficios diretos a vocé no que se refere & elucidacdo diagndstica da causa da infertilidade,
gque podera ser utilizada para fins de aconselhamento genético. Esse aconselhamento genético, se
solicitado, serd feito durante consulta meédica no ambulatério de Reproducdo Humana, pelo pesquisador

responsavel, que & médica geneticista titulado e profissional apto para tal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

-Trata-se de projeto de mestrado de Caio Graco Bruzaca Almeida Vilela. Orientador: Prof. Dr. Renato
Fraietla; Co-orientador: Prof. Dr. Ciro Dresch Martinhago. Projeto vinculado ao Departamento de Cirurgia,
Disciplina de Urolaogia, EPM, UNIFESP, -Estudo & Multicéntrico no Brasil, Demais Centros Paricipantes:
DRESCH MARTINHAGO CLINICA

MEDICA S/S LTDA ? ME; responsavel: CIRC DRESCH MARTINHAGO. TIPC DE ESTUDO: Trata-se de um
esludo descritivo: Realizacdo de coleta de sangue de pacientes com azoospermia ndo obstrutiva &
oligozoospermia grave. Extracio de DNA. Analise de sequenciamento de nova geragio. Descrigio de
variantes relacionadas a alteragdo seminal. LOCAL: pacientes dos ambulatérios do Servigo Integrado de
Reproducdo Humana do Hospital S&o Paulo vinculado & Escola Paulista de Medicina da Universidade
Federal de Sao Paulo 7 Unifesp. Os experimentos serdo realizados no Laboratario de Genética Molecular da
Clinica Chromosome Medicina Gendmica. PARTICIPANTES: individuos do sexa masculino, em
investigacgao por azoospermia nao abstrutivas (30 participantes) ou olizoospermia grave (20
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participantes). Serdo pacientes do Servigo Integrado de Reprodugdo Humana, de 30 a §0 homens com
diagnéstico de azoospermia ndo obstrutiva ou oligozeospermia grave, com idade compreendida entre 18 a
50 anos, que |a realizaram caridtipo convencional com resultado normal para o sexo masculino e auséncia
de microdelecio do

cromossomo Y, -Critério de Exclusio: Serfo excluidos 03 casos que apresentam outras causas de
azoospermia, hipogonadismo hipogonadotrofica, agenesia bilateral congénita de ductos deferentes,
avaliagao por citogenética convencional anterior alterada efou presenca de microdelecio nas ragides de
fator de azoospermia (AZFa, AZFD e

AZFc), bem como aqueles em que houver recusa na participagdo no estudo. PROCEDIMENTOS: 1-Coleta
de dados retrospectivos: Haverd revisdo dos dados clinicos a partir dos prontudrios médicos,
compreendendo iniciais do paciente, idade, histdria evolutiva da azoospermia/oligozoospermia grave,
histdrice familiar e exame fisico,

especialmente com relacao aos achados relativos ao exame urologico, Tambeém serdo anotados resultados
de exames relevantes ao caso, tais como perfil hormonal, caridtlipo e as pesquisas de microdelegio do
cromossomo Y. 2-Coleta de dados prospectivos: As amostras de sangue para obtencdo de DNA serdo
obtidas a partir de pungdoe de veia periférica por profissional habilitado (médico, enfermeira, Lécnico de
enfermagem ou biomédica). N&o sera realizada nenhum procedimento in vivo que passa causar risces ou
desconfortos, Mao serd utilizada amostra de DNA coletada em

estudos anteriores e armazenadas. Todas amostras serdo descartadas apds o término desta pesquisa &
nao serdo armazenadas em nenhum biorrepositdrio, dispensando a necessidade deste. 3-Estratégia de
estudo: Apds a coleta de sangue periférico, serdo realizados os seguintes estudos: a)- Extragdo de DNA:
Essa efapa tem par objetive obter DNA gendmico de elevada qualidade e de concentragio apropriada a
partir de uma amastra biologica / b)- Sequenciamento de Nova Geragio (NGSO NGS utiliza a estratégia de
sequanciamento massivo paralelo de DNA que possibilita a identificacao de até hilhdes da leituras de uma
mesma sequéncia ao mesmo tempo.; ¢)-Desenho do Painel Genélico; d)-Construgio da Biblioleca: Nessa
etapa as regides alvo do DNA so fragmentadas em tamanhos especificos por processos quimicos,
mecinicos ou enzimaticos. Qutra estratégia de gerar uma biblioteca de fragmentos € a utilizagio
de primers especificos para regides-alvos de interesse e construir a biblioteca utilizando a técnica de PCR
{biblioteca de Amplicons).; e)- Sequenciamenio Esta elapa sera realizada utilizando o kit lon PGMTM
Sequencing 400 (Life Technologies).
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Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria;

1- Foram apresentados os principais documentos: folha de rosto; projeto completo;, orgamento financeiro e
cronograma apresentados adequadamente. 2-TCLE a ser aplicado aos participantes 3- outros documentos
importantes anexados na Plataforma Brasil: a)-autorizagio da coep (Pasta: Declaragdo de Instituigao e
Infraestrutura Submisséo 1;

Documento: COEP.pdf) 4- ndo foi encontrada a copia do cadastro CER/UNIFESP

Recomendagoes:

ATENCAC: adequar o TCGLE antes de sua aplicacdo: Atencdo: o CEP/UNIFESP mudou de enderago: favor
corrigir no TCLE. Movo endereago; Rua Prof, Francisco de Castro, n: 55, - 04020-050. O E-mail é;
CEP@unifesp.edu.br. Os telefones continuam os mesmos (011-5571-1062; 011-5539-T162

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Trata-se de resposta a pendéncias. Todas as inadequacdes foram adequadamente solucionadas e o projeto
pode ser aprovado,

1. No projeto, pg 12, estd informado que "as amostras de sangue ja foram coletadas & armazenadas
adequadameante”; no entanto, no TCLE, que deverd ser aplicado ao paciente selecionado, estd informado
gue sard coletada amostra de sangue. Favor esclaracer & adequar.

RESPOSTA: Foram adequadas as questdes relativas na pagina 12 quanto a coleta e armazenamento de
material bioldgico. Também foi acrescentado gue poderd ser coletado saliva ao invés de sangue, ambas as
amosiras poderfo ser exiraidas para obtencdo de DMNA,

AMNALISE: PENDENCIA ATENDIDA

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Lembramos que, a partir desta data de aprovacio, & necessdrio o envio de relatorios parciais (anualmente),

& o relatdrio final, quando do término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Infarmacies Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 221272017 Acaito
do Projeto ROJETO 100044%.pdf 12:02:53
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Outros Anuencia.pdf 22122017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito
12:01:M

Outros Aoparecerista docx 22122017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito
12:00:27

Qutros CEP.pdf 22122017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito
11:59:37

Projeto Detalhade /| projeto_Azospermia_modificado. pdf 22122017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito

Brochura 11:58:27

Investigadar

Declaragao da COEP.pdf 15122017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito

Instituicao e 11:09:28

Infraesinutura

TCLE ! Termos de | TCLE_Aroospermia_Modificacdo doox 15122017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito

Assentimento / 10:53:33

Justificativa de

Auséncia

Cronograma cronograma, pdf 251072017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito
13.14:25

Crgamento arcameanto.pdf 25M0/2017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito
13.11:46

Faolha de Rosto FolhadeRosto_pdf 25102017 |Caio Graco Bruzaca | Aceito
13:10:53

Situagdo do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:
MNao

SAC PAULO, 17 de Janeiro de 2018

Assinado por:
Miguel Roberto Jorge

(Coordenador)
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