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RESUMO

SANTOS, B.P. Analise de associagao da COVID-19 com o numero de cépias do
gene TSPY. 2022. 80p. Trabalho de conclusao de curso (Graduagéao) - Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

A pandemia de Corona virus disease 2019 (COVID-19) ja infectou milhdes de
pessoas, sendo os homens os mais afetados. Infec¢des virais, como na COVID-19,
podem afetar os gametas masculinos. O Testis-Specific Protein Y-encoded (TSPY) é
um gene especifico do cromossomo Y e possui multiplas copias (aproximadamente
35 em humanos). De acordo com a literatura, embora ainda haja muita controvérsia,
0 numero de copias pode variar em casos especificos, como no envelhecimento e
na infertilidade. Esse gene esta envolvido com a regulagdo da meiose e divisdo
meidtica de espermatogbnias e espermatdcitos primarios. O objetivo principal deste
trabalho foi o de verificar a existéncia de associagao entre o numero de coépias do
gene TSPY e a ocorréncia de COVID-19 em homens adultos. Foram coletadas
amostras de sangue periférico de 15 homens diagnosticados com COVID-19 ha
mais de 90 dias e 15 homens sem sintomas, sinais e/ou exames laboratoriais
sugestivos de COVID-19, com idade entre 18 e 55 anos. O DNA extraido foi
analisado por meio de PCR quantitativa com a utilizacdo de sequéncias dos genes
TSPY, Y-especifico de coépia unica Sex-determining Region Y (SRY) e o
autossbmico Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH), os dois
ultimos como genes referéncia. A analise estatistica indicou que o grupo COVID
tende a ter o numero relativo de cépias do gene TSPY um pouco maior que o0 grupo
controle, porém sem diferenga estatistica significativa (p=0,2137), provavelmente

devido ao numero relativamente reduzido de pacientes analisados. A tendéncia a



um maior numero de copias no grupo com COVID-19 poderia apontar para uma
maior instabilidade genémica devido a infecg¢ao viral, ou um efeito protetor do menor
numero de coépias do TSPY. Por outro lado, o periodo considerado, maior que 90
dias da ocorréncia da COVID-19, poderia apontar que ndo houve um efeito, pelo
menos a longo prazo, da infecgéo. Este é o primeiro estudo da literatura a analisar a

existéncia de associagdo do numero de copias do gene TSPY com a COVID-19.

Palavras-chave: Testis-specific protein Y-encoded. CNV. COVID-19. Cromossomo

Y.



ABSTRACT

SANTOS, B.P. Analysis of the association of COVID-19 with the number of
copies of the TSPY gene. 2022. 80p. Undergraduate thesis — Ribeirao Preto
Medical School, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

The Corona virus disease 2019 (COVID-19) pandemic has already infected
millions of people, with men being the most affected. Viral infections, such as
COVID-19, can affect male gametes. Testis-Specific Protein Y-encoded (TSPY) is a
Y-chromosome-specific gene and has multiple copies (approximately 35 in humans).
According to the literature, although there is still much controversy, the number of
copies may vary in specific cases, such as aging and infertility. This gene is involved
with the regulation of meiosis and meiotic division of spermatogonia and primary
spermatocytes. The main objective of this study was to verify the existence of an
association between the number of copies of the TSPY gene and the occurrence of
COVID-19 in adult men. Peripheral blood samples were collected from 15 men
diagnosed with COVID-19 for more than 90 days and 15 men without symptoms,
signs and/or laboratory tests suggestive of COVID-19, aged between 18 and 55
years. The extracted DNA was analyzed by means of quantitative PCR using
sequences from the genes TSPY, Y-specific single copy Sex-determining Region Y
(SRY) and the autosomal Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH),
the last two as reference genes. Statistical analysis indicated that the COVID group
tends to have the relative number of copies of the TSPY gene slightly higher than the
control group, but without statistically significant difference (p=0.2137), probably due
to the relatively small number of patients analyzed. The trend towards higher copy

number in the COVID-19 group could point to greater genomic instability due to viral



infection, or a protective effect of lower TSPY copy number. On the other hand, the
period considered, greater than 90 days of the occurrence of COVID-19, could
indicate that there was no effect, at least in the long term, of the infection. This is the
first study in the literature to analyze the existence of an association between the

number of copies of the TSPY gene and COVID-19.

Keywords: Testis-specific protein Y-encoded. CNV. COVID-19. Y Chromosome .
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INTRODUGAO
1. O cromossomo Y

O cromossomo Y, é geneticamente determinante do sexo em humanos, por
estar presente no genoma masculino € ndo no feminino. Marcadores especificos
como os genes sex-determining region Y (SRY), Amelogenin Y-Linked (AMELY) e a
proteina testis specific protein Y-linked 1 (TSPY1) podem ser utilizados para
identificacdo de sexo por meio do DNA. O mesmo cromossomo € 0 mais singular
deles e se difere dos outros em tamanho, estrutura genémica, caminho evolutivo,
padrao evolutivo e conteudo (BASHAMBOO, 2003; BUTLER, 2014).

O Y pode ser subdividido em 2 importantes regides: as regides
pseudoautossdmicas, denominadas PAR71 e PARZ2, que correspondem a um
dominio de homologia X-Y relacionado ao pareamento na meiose; e as sequéncias
que raramente recombinam com o0 cromossomo X sao parte da regido macho
especifica (MSY) (Figura 1). Essas divisdes séo a base molecular que indica como o
cromossomo Y mantém a herangca paterna na forma de haplétipo

(NAVARRO-COSTA, 2012; DESCHEPPER 2017).
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Figura 1 - A) Idiograma do cromossomo Y contendo as regides
pseudoautossdmicas (PAR 1 e PAR2) e a Regido Macho Especifica. B) Idiograma do

cromossomo Y com a localizagdo dos genes SRY e TSPY.

Cromossomo Y

PARI

Braco [ A
Curto

(p)

SRY

TSPYA
TSPYB

al
X

TSPYC

Braco
Longo <
(q)

-

PAR2

Fonte: SANTOS, 2022; Modificado de ROTTGER et al., 2002

A regiao MSY é dividida em regides de eucromatina e heterocromatina. A
primeira contém trés sequéncias: a X-transposta que mantém 99% de identidade

com o cromossomo X, a X-degenerada que apresenta genes de copia unica ou
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pseudogenes ligados ao X, e a regido amplicon que contém multiplas cépias de
genes expressos predominantemente e/ou exclusivamente nos testiculos
(SKALETSKY et al., 2003; KRAUSZ e CASAMONTI, 2017).

O cromossomo Y apresenta um grande numero de sequéncias repetitivas no
brago longo (Yq), como os palindromos P1-P8, cujas sequéncias chegam a 99% de
simetria. A regiao amplicon abrange sequéncias de genes multicopias como a
regiao do fator de azoospermia (AZF) e o cluster TSPY ou testis-specific protein Y.
Regides repetitivas promovem aumento na expressao de genes e previnem sua
perda na transmissdo multigeracional, além disso, pode ser que as repeticdes
compensem mutagdes que possam ocorrer (ROZEN, et al., 2003; XU e PANG,

2022).

2. Variag6es no numero de copias (CNVs)

Uma CNV é definida como um marcador genbmico com segmentos de mais
de 1kb cujo numero aumenta ou diminui em comparagdo com o0 genoma de
referéncia. E um fendmeno importante para a variabilidade genémica (FEUK et al.,
2006).

As CNVs estao relacionadas, inclusive, com o desenvolvimento de doengas,
e com a expressao diferencial de genes supressores de tumor e oncogenes (SHAO
et al,, 2019). Em pesquisas de infertilidade, as CNVs sao candidatas para estudos
de efeito na contagem de espermatozoéides ou outros fendtipos, especialmente nas
regides AZF (JOBLING, 2008).

No cromossomo Y, a maioria das CNVs sado geradas por recombinagao
homodloga nao-alélica (NAHR) (JOBLING, 2008). E, embora seja 0 cromossomo com

a menor densidade génica, acredita-se que suas CNVs tém relagdo com a
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espermatogénese e podem estar envolvidas no desenvolvimento de cancer

(HALLAST et al., 2021, XU e PANG, 2022).

3. Os genes TSPY e SRY

O gene TSPY foi um dos primeiros genes isolados do cromossomo Y e
possui fungdo macho-especifica (ZHANG, 1992; LAU et al., 2019). O numero de
copias varia de individuo para individuo, o estimado é 35 cépias, sendo assim, uma
quantidade grande que torna esse gene um marcador sensivel para a identificagao
do sexo em amostras até mesmo pequenas com 4pg de DNA (JACOT et al., 2013),
degradadas ou com mistura de DNA feminino e masculino (POMA et al., 2022).

Idade, etnia e outros fatores fisiologicos e genéticos sao possiveis
influenciadores da variagdo do numero de coépias do TSPY sobre a
espermatogénese (DUMANSKI e PIOTROWSKI, 2012). Ha também estudos que
apontam a diferenca de CNVs entre tecidos de um mesmo individuo no modelo
bovino (OLUWOLE et al., 2016). Em outro trabalho com humanos, a saliva, que é
um tecido com alta proliferacdo, apresentou menor numero de cépias do que o
sangue e o0 esperma no mesmo homem. Em vista disso, fatores individuais, as
requisicbes de cada tecido e o ambiente celular influenciam nas CNVs do gene
TSPY (CRUZ, 2018).

Ja o gene SRY esta localizado na regido Yp11.3 ou seja no brago curto do Y
(Figura 1) (LAYMAN, 2003), e é essencial para a determinagao do sexo masculino
em mamiferos, haja vista que sua presenca leva ao desenvolvimento dos testiculos
(OKASHITA e TASHIBANA 2021). Mutacbes no SRY resultam na sindrome de
Swyer e disgenesia gonadal XY, cujos individuos diagnosticados podem ser inférteis

(JAGER et al., 1990; OSTRER, 2000; JEDIDI et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9326358/#B29
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Multiplas copias do gene SRY ja foram descritas em roedores como ratos,
ratazanas e roedores africanos (NAGAMINE, 1994; LUNDRIGAN e TUCKER, 1997;
BULLEJOS et al., 1999; TURNER, et al., 2007). Em humanos, ja foram identificados
casos em um estudo com homens expostos a alta taxa de radiagdo mas ndo em
homens controle (PREMI et al., 2006, 2009). Entretanto ainda faltam estudos para
esclarecer com mais clareza.

A sindrome 47,XYY também chamada de sindrome do duplo Y ou sindrome
de Jacobs, € uma aneuploidia que ocorre em 1 a cada mil nascimentos de homens.
O fendtipo dos pacientes varia muito, porém, estatura alta, hipotonia, macropenis e
macroorquidismo ou super desenvolvimento de 6rgaos sexuais sao alguns dos
resultados mais comuns (BARDSLEY et al.,, 2013). Foram relatados casos de
infertilidade em homens XYY e a prevaléncia desta sindrome em homens com
azoospermia € ao menos 3 vezes maior que a populacgao geral (RIVES et al., 2005;
EL-DAHTORY e ELSHEIKHA, 2009; ABDEL et al., 2012; KIM et al., 2013; BORJIAN

et al., 2019).

4. Corona virus disease 2019 (COVID-19)

A pandemia de COVID-19, causada pela sindrome respiratéria aguda grave
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), ja causou até o momento mais de 616 milhdes de
infeccbes e mais de 6 milhdes de mortes no mundo todo, de acordo com dados da
Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2022).

O quadro clinico varia de uma infecgao assintomatica para um desfecho fatal
nos casos graves. Os fatores de risco que estdo constantemente relacionados com
0s casos graves incluem: sexo, a idade, hipertensao, obesidade, diabetes, doengas

cardiovasculares, doengas autoimune e tabagismo (ONDER et al., 2020; TARTOF et


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8504968/#bib43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8504968/#bib57

17

al., 2020; ZHOU et al., 2020). Os casos de maior risco comumente sdao homens
mais velhos (TAKAHASHI et al., 2020).

O SARS-CoV-2 tem na sua estrutura a proteina spike (S), mais
especificamente na membrana. Essa proteina possui o receptor-binding domain
(RBD) ou dominio de ligacdo ao receptor, que por sua vez permite a ligacdo com
proteinas como a enzima conversora de angiotensina (ACE2) e proteases como a
protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) e consequentemente a entrada do
virus na célula (Figura 2) (PEARLMAN e NETLAND, 2009; GLOWACKA et al., 2011;

HEURICH et al., 2014; WALLS et al., 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8504968/#bib57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8504968/#bib77
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Figura 2 - Mecanismo de entrada do SARS-COV-2 na célula via receptor da enzima

ACE2.

SARS-COV-2
rl-: Virus se liga
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YT T
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\)
" v Virus se funde &
. membrana celular
- ‘ = formando

e

Fonte: Santos, 2022

O principal sistema afetado pela infecgdo do virus SARS-CoV-2 é o sistema
respiratorio. Entretanto, outros sintomas ja foram observados envolvendo 6rgéos de
outros sistemas, tais qual o sistema gastrointestinal (ZHANG et al., 2020), sistema
nervoso (MAO et al., 2020; WU et al., 2020) e sistema cardiovascular (NISHIGA et
al., 2020). Isso € explicado pelo mecanismo de entrada do virus que pode infectar

células de diferentes sistemas, basta que expressem as proteinas de ligagédo que o
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SARS-CoV-2 utiliza. O virus ja foi detectado no sangue, coragao, vasos, intestino,
faringe, rins, figado, cérebro e 6rgaos genitais masculinos, em especial testiculos e
epididimo (PUELLES et al., 2020; TRYPSTEEN., 2020).

Sabe-se que infecgdes virais podem afetar os gametas masculinos reduzindo
a contagem e a motilidade de espermatozoides e até mesmo resultar em morte
espermatica, além de afetar a fungao dos horménios envolvidos na reproducéao € na
funcao dos 6rgaos genitais por meio da produgéao de citocinas inflamatérias (LIU et
al., 2018).

Células dos testiculos como Leydig, Sertoli e espermatogdnia apresentam
alta expressdao de ACE2 (LIU et al.,, 2020; WANG e XU, 2020; SHASTRI et al.,
2020). Orgdos sexuais secundarios incluindo glandula adrenal, vesiculas seminais e
prostata também expressam ACE2 e TMPRSS2 (PAUL et al., 2006; LUCAS et al.,
2014; PAN et al., 2020). Um estudo com homens com azoospermia nao obstrutiva
(NOA) observou uma diminuicdo nos niveis de expressdao de RNA mensageiro,
(mRNA) do gene ACE2 e do receptor MAS em comparagdo com homens com
azoospermia obstrutiva. O que sugere que esses genes podem estar envolvidos
com a infertilidade (REIS et al., 2020).

Também ja se tem relatos de homens infectados por SARS-CoV-2 que
manifestaram orquite, trauma geniturinario (GU), ruptura testicular, priapismo
quimico, desconforto escrotal, dor e fratura peniana, redugao das células de Leydig,
inflamacao no intersticio e niveis mais baixos de testosterona (SPOONER et al.,

2020; YANG et al., 2020; MA et al., 2020).
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5. Genética, epigenética e COVID-19

Individuos do sexo masculino foram mais afetados pela COVID-19 sendo
relacionados a casos mais graves, e maiores taxas de internagcdo quando
comparados com mulheres (PECKHAM et al., 2020). Uma das hipéteses que pode
explicar estes dados é a inativagao do cromossomo X (XCI).

A XCI é regulada pelo centro de inativagao do X (XIC) e determinado pelo
gene XIST ou transcrito especifico do X-inativo, que faz alteragbes na
heterocromatina do cromossomo e objetiva garantir uma dosagem equivalente do
nivel de expressao de genes codificados pelo cromossomo X entre homens e
mulheres (BROCKDOREFF et al., 1992; PENNY et al., 1996). Em individuos XX, um
dos X se torna silenciado durante a embriogénese através do XCI. Entretanto,
alguns genes ainda continuam sendo expressos, escapando desse mecanismo
(BERLETCH et al., 2011; HARPER e LYON, 2011; GENDREL et al., 2012).

O ACE2 é um dos genes ligados ao cromossomo X que escapa da XCI. Isso
pode justificar porque os homens sdo mais suscetiveis a COVID-19, pois as
mulheres tém duas vezes mais instrugdes genéticas para transcrever ACE2 e mais
genes imunorreguladores ligados ao X (KGATLE et al., 2021).

As modificagdes epigenéticas sao alteragbes no DNA que alteram a
expressao de genes sem modificar a sequéncia de nucleotideos. Os principais
mecanismos que resultam em modificagdes epigenéticas sdo: metilacdo do DNA,
modificagdes pos traducionais das histonas e agdo de RNAs nao codificadores
(BHAT et al., 2022).

Varios estudos ja relataram indicios destas modificacbes epigenéticas em
genes de hospedeiros em individuos diagnosticados com COVID-19. Modificagcbes

que, inclusive, tém impacto na patogénese viral (BHAT et al., 2022). Em um deles,
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os pesquisadores utilizaram abordagens computacionais para avaliar genes do
hospedeiro diferencialmente expressos na infecgao por SARS-CoV-2 e encontraram
10 fatores epigenéticos diferencialmente expressos, sendo eles: PPARGCI1A |,
PADI3 , FOXO1 e HELLS regulados negativamente e PRMT1 , TRIM16 , HDAC?7 ,
HDGF , DTX3L e PRDM1 regulados positivamente (KHAN e ISLAM, 2020).

Compreender as alteragbes genéticas e epigenéticas que um virus como o
SARS-CoV-2 pode induzir em diferentes genes do hospedeiro alterando sua
expressao e a funcao de diferentes tipos celulares em varios sistemas é importante
para um diagnostico profundo e para o desenvolvimento de terapias que reduzem a
gravidade da COVID-19 (KGATLE et al., 2021).

A hipotese principal do presente estudo foi a de que a COVID-19 acarreta um

impacto no numero de copias do gene TSPY.
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OBJETIVOS
1. Objetivo Geral
Verificar a existéncia de associagao entre o numero de copias do gene TSPY

e a COVID-19 em homens adultos.
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PACIENTES, MATERIAL E METODOS

1.Coleta do Material

1.1 Aspectos Eticos

Este projeto faz parte de um projeto mais completo intitulado “Analise do
comprimento do DNA telomérico de espermatozdides em pacientes com historia
prévia de COVID-19”, processo no 4.703.281 aprovado no CEP HCFMRP-USP
(Anexo C e D). Os participantes somente foram incluidos nas pesquisas apoés
assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que foi lido e

explicado por um dos pesquisadores envolvidos (Anexo B).

1.2 Casuistica

A amostragem foi composta de 30 individuos. 15 homens diagnosticados
com COVID-19 ha mais de 90 dias e 15 homens sem sintomas, sinais e/ou exames
laboratoriais sugestivos de COVID-19, com idade entre 18 e 55 anos. Foram
realizadas 30 analises de CNVs do gene TSPY utilizando amostras de sangue dos

individuos.

1.3 Coleta de Sangue

A coleta de amostras sanguineas foi realizada no Centro de Reproducéao
Humana do HCFMRP-USP no inicio do ciclo de tratamento de Fertilizacao in vitro
(FIV) ou no dia da coleta de sémen para aqueles que nao foram realizar tratamento
de FIV. Foram coletados cerca de 5 ml de sangue venoso periférico em tubos
estéreis, a vacuo, contendo EDTA para extracédo do DNA, e 4 mL de sangue venoso

periférico em tubos estéreis, a vacuo, contendo ativador de coagulo (silica) e gel
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separador de soro para dosagens sorolégicas hormonais e metabdlicas. As

amostras foram lavadas e congeladas em nitrogénio liquido até a extragédo do DNA.

1.4 Critérios de selecao

Os homens incluidos no estudo apresentavam idade entre 18 e 55 anos, sem
distincdo de ragca ou classe social, e que concordaram em assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido. Foram excluidos da selecdo homens com
comorbidades graves, que nao tinham feito algum teste que comprovasse
diagnodstico para COVID-19 e que tinham sido diagnosticados a menos de 90 dias
do dia da coleta de sangue.

Para obter tais informacdes uma ficha clinica foi preenchida junto ao paciente
no dia da coleta (Anexo A). Dados dos individuos incluidos nos grupos estao
compilados em uma tabela (Apéndice A)

Os principios de confiabilidade dos dados que foram obtidos, a manutencao
da autonomia dos participantes, o sigilo a identificacdo pessoal e
beneficéncia/ndo-maleficéncia dos propdsitos foram respeitados em todas as etapas

do estudo.

2. Extragao e quantificagao do DNA

O DNA genbmico das amostras foi extraido por meio do MasterPureTM
Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre, llluminacompany), seguindo os
protocolos indicados pelo fabricante. Posteriormente a extragao, as amostras foram
analisadas por espectrofotometria no Nanodrop 2000® (Thermo Fisher Scientific
Inc) para identificagdo de qualidade e quantidade do DNA, seguindo os critérios de

qualidade indicados pelo fabricante.
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3. Analise da variagdao do numero de coépias do gene TSPY
A analise da variagdo do numero de copias do gene TSPY foi realizada
segundo descrito em trabalho anterior do Laboratorio de Epigenética e Reprodugao
da FMRP-USP (CRUZ, 2018) por meio da técnica de PCR quantitativa (gPCR, do
inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction), no equipamento StepOnePlus™
Real-Time PCR Systems, seguindo as especificagcbes do fabricante. Foram
desenhados primers para uma sequéncia do gene TSPY, do gene de referéncia de
copia unica SRY, e do gene Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH)
como gene referéncia, a partir de sequéncias dos bancos de dados GenBank
(NCBI) e UCSC Genome bioinformatics utilizando os programas PrimerQuest TOOL
(https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Details/0_1) e Premier  Biosoft
International (http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1) (CRUZ, 2018).
O numero relativo de cépias do gene TSPY foi calculado usando o
método ACt para quantificacao relativa utilizando a férmula 22°t, onde o ACt= Ct .-

Ct eterencia . O gene SRY foi utilizado como gene referéncia em todos os

individuos por ser um gene de copia unica e também presente no cromossomo Y
(PFAFFL, 2001; RAMOS et al., 2010).

Foram realizadas curvas-padrao de diluicdes seriadas de DNA para cada
primer para determinar a eficiéncia das reacgdes, segundo as especificagbes do
fabricante (90%-110%). A eficiéncia foi calculada pela férmula: E=[10(-1/slope)
-11.100, onde E=100 equivale a 100% de eficiéncia (Tabela 1). As curvas de
dissociagao de cada gene estdo ilustradas na figura 3. As concentra¢des da reacao
de amplificagdo foram 5 pyL de SYBR® Green PCR Master Mix (5X, Applied

Biosystems®), 0,1 yL de cada primer (10 pmol, Thermo Fisher®), 2uL de DNA (5
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ng) e 2,8 uL de agua ultrapura para um volume final da reacéo de 10 pL. As reacoes
para cada gene foram realizadas separadamente. As condicbes de amplificagao
para todos os genes foram: 95°C por 10 minutos para ativacdo da enzima, seguido
de 35 ciclos de desnaturagdao a 95°C por 15 segundos, pareamento a 60°C por 1

minuto.



Figura 3 - Curvas de dissociacao dos genes TSPY, SRY e GAPDH
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4. Analise Estatistica
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O teste T de Student foi realizado para verificar se existe diferenca estatistica

entre os grupos COVID e ndo COVID em relagao a variavel numero de cépias do

gene TSPY.

Tabela 1 - Genes e sequéncias utilizadas no trabalho

Gene

Sequéncia 5’-3’ Pb

Eficiéncia (%)

TSPY

SRY

GAPDH

Fw - 176
CGGCGTCGATG
TGACTCTTTGG

Re -
CGCTCTGAACTC
GCTTCTGCTC

Fw - 174
GCGATGATTACA
GTCCAGC

Re -
GAGACCACACG
ATGAATGC

Fw - 104
CATCCCTTCTCC
CCACACAC

Re -
AGTCCCAGGGC
TTTGATTTG

107

106

104

Fw = Primer Forward, Re = Primer Reverse, Pb = Pares de bases
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RESULTADOS

As curvas de amplificacdo dos genes TSPY, SRY e GAPDH a partir das
reagcoes da qPCR podem ser visualizadas na figura 4, o threshold para todos os
genes foi 0,5 (Figura 4). Os dados com valores da média, desvio padréo e valores
maximo e minimo do numero de copias do gene TSPY para cada grupo amostral

estdo apresentados na tabela (Tabela 2).

Figura 4 — Graficos mostrando as curvas de amplificagdo para as sequéncias dos genes:
(A) TSPY. (B) SRY. (C) Curva de amplificagdo do gene GAPDH. (D) Curvas de amplificagao

dos trés genes em conjunto para comparacao.
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Tabela 2 - Analise das CNVs do gene TSPY nos grupos COVID e ndo COVID
S&o apresentados a média e o desvio padrdo do numero de copias do gene TSPY para

cada grupo amostral e os valores maximo € minimo do numero de cépias.

Total COoVID NAO COVID
N 30 15 15
Média 26,45 27,54 25,37
Desvio Padrao 46782 5,01 4,32
Minimo 19,83 20,66 19,83
Maximo 35,38 35,38 31,62

Fonte: Santos, 2022

O teste de T Student foi realizado para verificar se existe diferenca estatistica
entre os grupos COVID e ndo COVID em relagado a variavel numero de copias do
gene TSPY. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos

(p=0,2137). A diferenga de valor entre as médias da variavel no teste foi de 2,17.
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Figura 5 - Média do nimero de copias do gene TSPY nos grupos COVID e NAO COVID
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O grupo COVID tende a ter medida de o numero de cépias do gene alvo um
pouco maior (porém com valor de P nao significativo) em comparagdo com o grupo

NAO COVID.
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Figura 6 - Box plot analise do nimero de cépias do gene TSPY nos grupos COVID e NAO
COVID
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DISCUSSAO

Neste trabalho foi analisada a existéncia ou ndo dede associagdo entre o
numero de copias do gene TSPY e a COVID-19 em homens adultos, utilizando
como tecido para analise o sangue periférico de homens adultos.

A média do numero de copias relativo do gene TSPY, em relagdo ao gene de
cbépia unica SRY mapeado no mesmo cromossomo Y, dos homens do grupo
COVID-19 teve uma tendéncia a serem maiores que do grupo controle, visivel em
todos os graficos e mesmo com a estratificagcdo em diferentes idades. O numero de
copias na amostragem total variou de 19-35, sendo de 20-35 no grupo COVID-19, e
19-31 no grupo controle, o que poderia indicar que o virus tem alguma relagdo com
as CNVs desse gene.

No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos estudados neste trabalho, mas a baixa diferenga de valor entre as médias de
numero copias relativo do gene TSPY no teste de T Student (2,17) indica que o
numero amostral provavelmente foi pequeno para detectar uma diferenca estatistica
que seja clinicamente relevante. Logo, aumentar o numero amostral é essencial
para testar se os resultados deste trabalho seguem a tendéncia observada com
n=30.

Este trabalho também utilizou amostras de homens que foram diagnosticados
com COVID-19 ha pelo menos 90 dias antes da coleta das amostras, um longo
intervalo. Logo os resultados sao relativos a um periodo pés COVID-19, o que
poderia apontar que ndo houve um efeito da infec¢ao, pelo menos a longo prazo.

Se confirmada essa tendéncia, uma outra possibilidade é de que homens
com mais copias de TSPY sejam mais suscetiveis a COVID-19 e a manifestagao do

quadro clinico da doenga. Deste modo, os homens com menos copias podem ter
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um fator de protegédo contra a infecgédo. Porém, uma das limitagbes foi de nao ter
comprovacgao por meio de testes que os homens do grupo Nao Covid, realmente
nao tiveram COVID-19 ou se apenas nao apresentaram o quadro clinico da doenca.

Um estudo de 2009 relatou correlagao positiva entre o numero de cépias de
TSPY1 e a contagem de espermatozoides, uma média de cépias significantemente
menor em pacientes inférteis idiopaticos em comparacdo com homens
normozoospérmicos € um risco 1,5 vezes maior de parametros espermaticos
anormais em homens com menos de 33 copias (GIACHINI et al., 2009). Pode ser
interessante futuramente analisar a variagdo do numero de copias em outros tecidos
como o0 sémen e se ha diferenca nos parametros do esperma dos grupos por meio
do espermograma. Esse fato & importante, uma vez que os homens do presente
estudo foram recrutados em servico de reprodugcdo, onde a procura por parte de
homens com problemas de fertilidade nao deve ser descartada.

Em trabalho populacional anterior do nosso laboratério (CRUZ, 2018),
utilizando os mesmos parametro laboratoriais, foi constatada, em populagcédo urbana
(n=125 homens), uma média de copias do TSPY de 43 (desvio padrao de 13),
numero superior ao obtido no presente estudo, o que poderia corroborar a hipotese
de problemas de fertilidade da casuistica atual.

O virus zika (ZIKV) é, assim como o SARS-COV-2, um virus de RNA, ha
comprovacgoes de que ele infecta o trato genital masculino e pode persistir no sémen
até ser transmitido sexualmente, além de alteragdes nos parametros seminais
normais (BARZON et al, 2017). Achados sobre a presencga do virus da COVID-19 no
sémen sao controversos. Enquanto muitos relatam resultados negativos para o virus
no sémen (OMOLAOQYE et al., 2021), o trabalho de Li e colaboradores (2020) relata

gue no sémen de 38 pacientes com COVID-19, seis foram positivas para a presenca
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do virus . Um outro trabalho observou a auséncia de SARS-COV-2 nos tecidos
testiculares em 90% dos casos, no entanto todos os tecidos analisados exibiram
lesao tubular seminifera significativa, numero reduzido de células de Leydig, inchago
das células de Sertoli e inflamacao linfocitica leve (Yang et al., 2020). Sabe-se
também que os pacientes infectados tém uma significativa reducdo na contagem
total de espermatozoides, concentracédo espermatica, motilidade e volume seminal
(CORONA et al.,, 2022). Se a infeccao viral por SARS-COV-2 pode induzir
instabilidade genbémica, inclusive no gene TSPY, um gene relacionado a
espermatogénese, esses parametros seminais alterados apresentados na literatura
podem ser justificados.

O virus da Hepatite B (HBV) também ja foi encontrado no esperma de
pacientes com infeccado cronica e ja mostrou alterar parametros do esperma. Um
estudo expds espermatozoides a diferentes concentragdes de HB, uma proteina de
superficie do HBV. Conforme aumentava-se a concentragdo, a fragmentagao do
DNA espermatico aumentou, a porcentagem de espermatozoides vivos diminuiu € a
taxa de penetracdo também diminuiu significativamente (HAN et al., 2021). O HBV
pode entrar nas células germinativas masculinas pela barreira hematotesticular e se
integrar no genoma induzindo anormalidades cromossGmicas no esperma. A
integracdo do DNA viral nos cromossomos espermaticos é preocupante pois podem
aumentar a instabilidade cromossdmica e criar efeitos hereditarios, no caso do HBV,
a possibilidade de uma via de transmissao vertical por linhagem germinativa para
proximas geracoes (HUANG et al., 2003). Ou seja, infecgdes virais podem aumentar

a instabilidade genémica.
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Mais pesquisas precisam ser feitas em relagdo ao SARS-COV-2 para
elucidar se o virus poderia induzir CNVs e outras alteracbes no genoma humano e
por quais mecanismos.

Aumentar o numero amostral deste trabalho futuramente pode ser mais
conclusivo para as analises estatisticas.

Este € o primeiro estudo da literatura a analisar a existéncia de associagao

do numero de cépias do gene TSPY com a COVID-19.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho ndo permitem concluir que homens que foram
infectados com SARS-COV-2 apresentam diferengas no numero de copias do gene
TSPY em relacao aos homens sem manifestacdes clinicas da doenca, devido a
falta de diferenca estatistica significativa.

No entanto, uma tendéncia a um maior numero de cdpias no grupo
COVID-19, pode apontar para a necessidade do estudo de um maior numero de
casos para uma analise mais conclusiva, além da verificagdo de parametros

envolvidos com a fertilidade dos casos avaliados.
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Apéndice A - Tabela com informagdes quanto aos individuos incluidos no trabalho.
Qual o grupo referente (COVID ou Nao COVID), sua idade, e parametros do semen
como volume, concentracao total de espermatozoides, porcentagem referente a

motilidade: progressiva, ndo progressiva e espermatozdides imoveis e % de células

vivas.
Espermograma
Individuo | Grupo Idade Perda de Conc;t(a)rtgagéo
material (concentragédo | Motilidade | Motilidade Vitalidade
durante a | Volume por mL x progressiva |ndo-progressi| Imovel (%)
coleta (ml) volume) (%) va (%) (%) (vivos)

1 COVID-19 | 39 NAO 2,4 108 46 38 16 85
2 COVID-19 | 29 NAO 5 145 9 69 22 79
3 COVID-19 | 45 NAO 1,9 51,3 20 55 25 86
4 COVID-19 | 26 NAO 2,7 270 63 15 22 80
5 COVID-19 | 39 NAO 9 261 41 30 29 82
6 COVID-19 | 33 NAO 4,1 545,3 35 30 35 84
7 COVID-19 | 40 NAO 3,2 377,6 59 24 17 88
8 COVID-19 | 34 NAO 4,2 157,5 18 54 20 78
9 COVID-19 | 35 NAO 3 2535 44 23 33 76
10 COVID-19 | 34 NAO 3,7 201,65 30 51 19 94
11 COVID-19 [ 42 NAO 2,4 290,4 47 17 36 68
12 COVID-19 | 45 NAO 5,3 121,9 20 40 40 69
13 COVID-19 | 43 SIM 0,3 3 8 18 74 48
14 COVID-19 | 42 SIM 2,4 3,6 5 22 73 31
15 COVID-19 | 44 NAO 0,5 10 25 31 44 70
16 N&o-COVID | 25 NAO 2,6 390 50 31 19 88
17 Nao-COVID | 25 SIM 1,9 173,85 45 24 31 85
18 Nao-COVID | 23 NAO 1,5 87 4 23 73 61
19 N&o-COVID | 39 NAO 3,9 2223 40 44 16 85
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20

Nao-COVID

28 NAO 1,9 91,2 26 56 18 93
21 N&o-COVID | 40 NAO 3,4 49,3 21 50 29 83
22 N&o-COVID |  3g NAO 2,2 165 13 56 31 78
23 Nao-COVID | 37 NAO 2.4 295,2 39 29 32 70
24 Nao-COVID | 40 NAO 1,3 85,15 45 31 24 86
25 N&o-COVID | 37 NAO 3,5 252 5 50 45 79
26 N&o-COVID | 44 NAO 4,9 147 38 35 27 93
27 N&o-COVID | 44 NAO 54 318,6 0 44 56 81
28 N&o-COVID | 44 NAO 2,8 210 30 35 35 88
29 Nao-COVID | 55 NAO 1,2 11,4 24 51 25 82
30 N&o-COVID | 44 NAO 2,2 173,8 50 27 23 84
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ANEXOS

Anexo A - Ficha Clinica

FICHA CLINICA
Data:
Nome: Registro HC:
Telefone (opcional):
Data de nascimento: Idade: Peso: Altura:

Tipo sanguineo (sistema ABO e fator Rh):

()A ()B ()AB()O () Rh+ ( )Rh-
Diagnostico de COVID () Sim() Nao

Data de inicio de sintomas: Data de diagnéstico:

Metodologia: () Teste rapido () RT-PCR () ELISA () Outro:

Classificagao clinica da COVID-19:

() Assintomatico () Leve () Moderada () Grave ( )Critica

Atendimento de emergéncia () Sim () Nao
Hospitalizag&o () Sim () Nao

Tempo de internagao: ( ) sem internagcao
Permanéncia hospitalar por mais de 24h () Sim () Nao
Ventilagdo mecanica () Sim() Nao

Suporte de oxigénio (oxigenoterapia) () Sim () N&o
Local de internagao: () Enfermaria ( ) CTI/UTI
Manifestacdes clinicas:

()Ageusia ()Anosmia () Cefaleia () Diarreia

() Disfagia () Dispineia () Febre( ) Mialgia ( ) Tosse seca( )Tosse produtiva
Outras:

Medicamento utilizado no tratamento COVID-19 () Sim () Nao

() Antes da infecgao ( ) Durante a infecgao () Apds a infecgao Qual:
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Sequela pos Covid-19 () Sim () Nao Qual:

Vacina SARSCOV-2 (nome comercial/fabricante):

() Covishield (AstraZeneca/Oxford) () CoronaVac (Butantan/Sinovac)

() Comirnaty (PFIZER/BioNTech) () Janssen (Johnson & Johnson) (') Outra:
Data 12 dose: Data 22 dose:

Data 32 dose: Qual:

Comorbidades: () Sim () Nao

() Diabetes () Obesidade () Hipertensao arterial ( ) Hipercolesterolemia

() Hipertriglicemia

() Doenga auto imune (Ex: artrite reumatioide/doeca celiaca)

( ) Doenca bacteriana ou viral ou fungica (Ex: sifilis/hepatite/herpes/candidiase)
Outra:

Dentre os itens abaixo, assinalar apenas os que possui:

Sensacéo febril ou febre persistente nos ultimos 3-5 dias? () Sim( )Nao
Tabagismo: Atual () Sim () Nao.

Pregresso mais de 90 dias () Sim () Nao

Etilismo moderado ou alto ( ) Sim (') Nao

Uso de drogas ilicitas: Atual () Sim () Ndo.

Pregresso mais de 90 dias ( ) Sim () Nao

Doencgas genéticas e/ou sindrémicas () Sim () Nao Qual:
Cancer () Sim () Néo Qual:

Data de finalizagao do tratamento:

Trauma de testiculo nos ultimos 5 anos () Sim () Nao
Neoplasia de testiculo () Sim () Nao

Orquite / epididimite / prostatite / uretrite () Sim ( )Nao

Doencgas endocrinoldgicas (em tratamento) () Sim () Ndo Qual:

Tratamentos com andrégenos atual ou pregresso (ultimos 5 anos) () Sim () Nao
Uso de medicagao () Sim () Nao Qual:

Filho(s) () Sim () Nao Data(s) de nascimento:

Realiza atividade fisica? () Sim () Nao

Qual:

Frequéncia: () Diaria () Semanal Ocupacao profissional:

OBSERVACOES:
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** Classificagcao do consumo de bebida alcodlica:

. Baixo — < 1 dose por dia ou <7 doses por semana
. Moderado — de 1 a 3 doses por dia ou de 7 a 21 doses por semana
. Alto — > 3 doses por dia ou > 21 doses por semana

1 drink ou dose = 12 g de alcool 1 dose de uisque = 40 mL

1 dose de cerveja = 330 mL 1 dose de cachaga = 30 mL

1 taga de vinho de 200 mL = 2 doses

Fonte: Voskoboinik A et al. Alcohol and Atrial Fibrillation A Sobering Review. J Am
Coll Cardiol 2016.

Classificagao Clinica

CASO LEVE: Pacientes assintomaticos, ou oligossintomaticos, que realizaram
apenas tratamento domiciliar

CASO SEVERO: Pacientes com necessidade de tratamento hospitalar, intubados ou
Nao

Classificagao da COVID -19:

DOENCA LEVE: Paciente com sindrome gripal (febre , tosse, dor de garganta, mal
estar, cefaleia, mialgia, etc.) sem sintomas respiratérios como falta de ar, dispneia
ou anormalidades radiolégicas

DOENCA MODERADA: Paciente com evidéncia clinica ou radiolégica de doenca
respiratéria e Sat O2 > ou = a 94% em ar ambiente

DOENCA GRAVE: Paciente com frequéncia respiratéria > 30 irpm , sat O2 < 94%
em ar ambiente (ou, em pacientes com hipdxia crénica, uma redugéo de 3% do nivel
de base) Taxa de PaO2/FiO2 < 300 mmHg ou opacidade em > 50% do pulmao
DOENCA CRITICA: Paciente com faléncia respiratéria, choque séptico e/ou
disfungdo de multiplos 6rgaos

* Nota técnica GVIMS/GGTES/ANVISA No 07/2020. ORIENTACOES PARA
PREVENCAO E VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DAS INFECCOES POR
SARS-CoV- 2 (COVID-19) DENTRO DOS SERVICOS DE SAUDE — 05/08/2020
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E PARA GUARDA DE

MATERIAL BIOLOGICO

Titulo do estudo: Estudo da influéncia do SARS-CoV-2 na qualidade espermatica e
na metilacdo e hidroximetilagdo do DNA dos espermatozoides de pacientes

previamente diagnosticados com COVID-19

Investigadores principais:

Profa. Dra. Rosana Maria dos Reis, Dr. Murilo Racy Soares, Daniela Gama de Melo

INFORMAGCAO AO PACIENTE

Convidamos o senhor a participar do estudo intitulado “Estudo da influéncia
do SARS-CoV-2 na qualidade espermatica e na metilagdo e hidroximetilagdo do
DNA dos espermatozoides de pacientes previamente diagnosticados com
COVID-19”. Este estudo tem a finalidade de investigar a informagao genética de

homens que tiveram COVID-19 ou nao.

POR QUE VOCE ESTA SENDO CONVIDADO A PARTICIPAR?

A COVID-19 pode estar relacionada ao aumento da infertilidade masculina.
Ainda nao sabemos explicar todas as manifestagdes clinicas (sintomas) da
COVID-19, inclusive, se essa doenga provoca ou nao alteragdes nos parametros

seminais (dos espermatozoides). Acredita-se que a COVID-19 tenha relagcdo com
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alteragdes no funcionamento de genes importantes para a formagao de

espermatozoides.

OBJETIVO DO ESTUDO

Nesse estudo serdo analisadas: a quantidade e a qualidade dos
espermatozoides, o DNA do espermatozoide e das células do sangue para medir a
porcao terminal do DNA (chamada telémero) e padroes epigenéticos, e também
sera analisada a presenca do virus (chamado de SARS-CoV-2) no sémen de
homens que tiveram COVID-19. O DNA ¢é a central de informacdes de uma célula,
onde todas as caracteristicas que herdamos de nossos pais estdo armazenadas. E
como se fosse uma torre de controle, de onde sao distribuidas as informagdes para
que cada célula execute sua tarefa. Alteragdes na estrutura dos genes modificam a
forma com que a célula se comporta e essas alteragdes podem ser denominadas
como epigenéticas (conhecidas como metilacdo e hidroximetilagdo). Alteracdes
epigenéticas modificam estruturas ligadas ao DNA (quantidade de acessoérios que
interagem e se ligam ao nosso DNA). A analise do DNA através das ferramentas
biotecnolégicas pode ajudar a entender as causas da COVID-19 e o
comprometimento da qualidade seminal. Esse estudo também pode ajudar na busca
de um exame para diagnostico mais precoce e também auxiliar na compreensao de
possiveis alteragdes que a COVID-19 provoca.

Para este estudo serdo incluidos homens cuja causa da infertilidade do casal
nao seja devido a alteragbes nos espermatozoides. No grupo de estudo serao
convidados a participar homens que foram, previamente ao tratamento,
diagnosticados com COVID-19. No grupo controle serdo convidados homens que

nao foram diagnosticados previamente com COVID-19.
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O QUE ENVOLVE A SUA PARTICIPACAO?

Todos os voluntarios realizardo a coleta de sémen para a analise da
qualidade dos espermatozoides, por meio do espermograma, estudo do DNA
(fragmentacdo do DNA espermatico, comprimento dos teldbmeros e analise
epigenética) e da carga viral do virus que causa a COVID-19. Para realizarmos esta
analise, sera necessaria a coleta de uma amostra de sémen, apds um periodo de
abstinéncia sexual de um a dois dias. A coleta do material sera em uma sala
reservada do Laboratério de Andrologia do Centro de Reprodu¢ao Humana do HC-
FMRP/USP, sem exposicao do doador ou qualquer tipo de identificagcdo que o
constranja. Os possiveis danos sao em relacdo ao desconforto da coleta do sémen
por masturbacédo, que sera amenizado pelas condi¢cdes de privacidade do local da
coleta. Todos os voluntarios também irdo coletar uma amostra de 10 ml de sangue
para dosagens hormonais e para analise do DNA das células sanguineas. Os
possiveis desconfortos estdo relacionados a dor da picada da agulha ou hematoma
apos a coleta de sangue. Suas amostras de sangue e sémen serado processadas e
armazenadas em freezer a -80°C sob responsabilidade dos pesquisadores, e serao
transportadas para o laboratério de pesquisa do HC-FMRP/USP, onde serao
processados os exames. Solicitamos também os dados de contato do senhor, para
que seja possivel encontra-lo posteriormente. Através dos contatos, garantimos
fornecer as informagdes de seu interesse, além de receber informagdes sobre

eventuais beneficios provenientes deste estudo.

POSSIVEIS BENEFiCIOS
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Os resultados deste estudo poderao trazer conhecimento adicional para os
casos de homens que tiveram COVID-19, no sentido de propiciar um tratamento

mais eficaz.

O QUE ACONTECE SE VOCE NAO QUISER PARTICIPAR?

Sua participagao neste estudo é totalmente voluntaria. Se vocé decidir néo
participar, ndo havera penalidade, perda de beneficios ou reducdo na qualidade dos
cuidados médicos. Se forem disponiveis novas informagdes que possam afetar a
sua vontade de continuar nesta pesquisa, vocé tera conhecimento destas

informacgdes.

E SE VOCE QUISER SAIR DO ESTUDO APOS TER ACEITADO
PARTICIPAR?

Vocé pode descontinuar sua participagao neste estudo a qualquer momento
sem penalidade ou perda dos beneficios que de outra forma vocé teria direito. Caso
vocé deseje retirar o seu consentimento, favor notificar o investigador, através do
numero de telefone listado neste termo de consentimento livre e esclarecido. Vocé
tem o direito de se retirar do estudo completamente (isto significa que vocé nao
deseja ser contatado por qualquer pessoa do estudo depois da sua retirada).

Vocé sera informado de forma oportuna sobre qualquer nova informagao
relacionada a sua seguranga que possa influenciar sua disposicdo em continuar

participando do estudo.

SIGILO E DIVULGAGCAO DE INFORMAGCOES PESSOAIS



55

Vocé sera identificado por um numero em toda documentacao e avaliagao,
estando seu nome em segredo absoluto.
Todas as informacgdes coletadas durante este estudo, incluindo o acesso ao seu
prontuario médico, dados pessoais, dados de pesquisa (por exemplo, idade, peso,
altura, pressao arterial, habitos e medicamentos em uso), datas de consultas e
procedimentos, relatorios médicos e resultados de exames, serdo mantidas em
sigilo e somente os pesquisadores responsaveis pela pesquisa poderao ter acesso

as suas informacoes.

ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO — BIORREPOSITORIO

As amostras bioldgicas cedidas para pesquisa serdao armazenadas no
Biorrepositorio identificado como “Estudo da influéncia do SARS-CoV-2 na
qualidade espermatica e na metilagdo e hidroximetilagio do DNA dos
espermatozoides de pacientes previamente diagnosticados com COVID-19” e tem
como objetivo, como o préprio nome diz, armazenar amostras de sangue periférico
e de DNA dos voluntarios participantes da pesquisa.
Vocé tera toda garantia da possibilidade de acesso gratuito aos resultados obtidos
com a utilizacdo do seu material biolégico (Resolugao CNS n° 441 de 2011, item
ll.b): informagdes de armazenamento, incluindo as garantias de qualidade da
conservagao e integridade de seu material biolégico; informagdes genéticas
associadas ao seu material biolégico humano armazenado; bem como as medidas
para garantir a privacidade e a confidencialidade; a designacdo das pessoas que
poderdao ter acesso a sua informacdo genética, em caso de o6bito ou condigao

incapacitante (Portaria MS 2201 de 2011, artigo 8).



56

Todos os resultados de exames somente serdo acessiveis aos pesquisadores
responsaveis pela pesquisa e nao sera permitido o acesso a terceiros (Resolugéo n°
340 item V.1.1).

Com a finalizagdo do estudo, o material biolégico continuara sendo armazenado no
prazo maximo de dez anos para qualquer necessidade de replicagcdo dos
resultados. Apos este periodo, o material sera devidamente descartado de forma

sigilosa.

REGISTRO DO ESTUDO PESQUISA

A pesquisa nao sera registrada.

CUSTOS E REMUNERACAO

As amostras para o estudo serdo coletadas no mesmo dia da consulta
meédica presencial, portanto ndo havera necessidade da sua vinda ao laboratério
apenas para a coleta de material de pesquisa, e esta garantida ao participante da
pesquisa e seu acompanhante o ressarcimento de eventuais despesas decorrentes
da participacdo no estudo nos dias em que for necessaria sua presenga, conforme
previsto na Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 11.21 e I1V.3.g. Caso o voluntario da
pesquisa sinta-se lesado de alguma forma, pode recorrer aos dispositivos legais
para eventuais indenizagbes, lembrando-se que n&o havera quebra de sigilo e que
os espermatozoides ou sangue coletados nao serao utilizados de forma alguma

para qualquer outro tipo de procedimento que nao fora proposto por esta pesquisa.

NO CASO DE DANO RELACIONADO A PESQUISA
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Caso vocé sofra algum dano como resultado de qualquer atividade da
pesquisa, 0s pesquisadores responsaveis e a propria instituicdo irdo proporcionar
assisténcia imediata, bem como se responsabilizarem pela assisténcia integral pelo
tempo que for necessario no que se refere a complicagdes e danos decorrentes da
pesquisa (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item V.6). De forma alguma, o presente
termo renuncia os direitos legais do participante ou isenta o investigador, a
instituicdo, o patrocinador ou seus representantes das responsabilidades legais

caso haja algum dano.

CONTATO PARA MAIS INFORMACOES

Os pesquisadores estardo disponiveis para responder a quaisquer perguntas
que vocé possa ter em relacdo as tratativas descritas ou os procedimentos do
estudo. Se vocé tiver alguma duvida sobre esta pesquisa, vocé pode entrar em
contato com a Profa. Dra. Rosana Maria dos Reis no Centro de Reprodugao
Humana do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto-USP
— Fone: (16) 3602-2926, Dr. Murilo Racy Soares (16) 98819-1259 — murilors@usp.br
ou Daniela Gama de Melo (16)98112-2249.

Se vocé tem alguma duvida sobre seus direitos como um participante de
pesquisa, entre em contato com o médico do estudo ou o seu médico de confianga.
Caso vocé quiser falar com alguém nao diretamente envolvido neste estudo sobre
os seus direitos, preocupagdes, vocé pode se comunicar com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo no Campus Universitario, S/N, Monte Alegre, Prédio
Central, Subsolo - 14048-900 — Ribeirdo Preto/SP, em (16) 3602 2228 com horario

de funcionamento de Segunda a Sexta-feira das 08hrsO0Omin as 17hrs00min.
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Vocé também podera entrar em contato, caso se sentir coagido para aceitar ou

continuar a participar da pesquisa.

CONSENTIMENTO

Ao assinar e datar este formulario, vocé ira confirmar que foi suficientemente
informado sobre a natureza, a finalidade, a duragcdo e os riscos deste estudo.
Confirma também que foi capaz de discutir duvidas em detalhes com o pesquisador,
e que estas, foram completamente e satisfatoriamente respondidas.

Vocé recebera uma via assinada deste formulario e a outra via ficara com o
pesquisador.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, que existe nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres
humanos no Brasil, criado para defender os interesses dos sujeitos da pesquisa em
sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa
dentro de padrdes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos - Resolugcdo do Conselho Nacional de Saude (CNS), n°

466 de 2012).

Nome do Participante Assinatura Data e horario

Nome do Pesquisador Assinatura Data e horario



Nome da Testemunha (se necessario)

Assinatura

Data e horario
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Anexo C — Aprovagao Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise do comprimento do DNA
telomérico de espermatozoéides em
pacientes com histéria prévia de COVID-19

Pesquisador: Murilo Racy Soares

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa na area da genética da reproducgéao
humana (reprogenética););(Trata-se de pesquisa na qual esteja
prevista a dissociagao irreversivel dos dados dos participantes
da pesquisa;);

Versao: 2
CAAE: 46294121.4.0000.5440
Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.703.281

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa a ser realizado nessa instituicdo, tendo
como investigador principal, o Dr Murilo Racy Soares. Estdo listados como
co-investigadores: Dr. Roberto Marins de Carvalho, Profa.Dra.Rosana Maria
dos Reis, Prof.Dr.Rui Alberto Ferriani, Prof.Dr.Rodrigo do Tocantins Calado De
Saloma Rodrigues, Profa. Dra. Maria Celia Mendes e Profa. Dra.Cristiana
Libardi Miranda Furtado.



Introducéo:

O papel do SARS-CoV-2, o virus causador da COVID-19, na funcéao
testicular ainda é desconhecido, porém diversos estudos tém mostrado que a
infecgao por diferentes microrganismos pode resultar em aumento do indice de
fragmentacdo do DNA e alteragcbes no comprimento do DNA telomérico em
espermatozoides. ACE2 e TMPRSS2 sao moléculas centrais de entrada e que
permitem a infecgao celular por SARS-CoV-2. Os dados sobre a distribuicao de
ACE2 nos tecidos humanos sao conflitantes, porém analises do sistema
génito-urinario masculino tém demonstrado expressao consistente de ACE2
nos tubulos proximais renais, nos gametdécitos, nos tubulos seminiferos e
células intersticiais dos testiculos. Também foi detectada associagao inversa
entre os niveis do receptor ACE2 e a espermatogénese, revelando um possivel
mecanismo de como o SARS-CoV-2 pode causar infertilidade. A fragmentagao
do DNA em espermatozoides € principalmente resultado da apoptose e do
excesso de espécies reativas de oxigénio, que esta associada a diferentes
etiologias,incluindo uso de drogas, tabagismo, temperatura testicular elevada e
infeccbes. O comprimento dos teldmeros € um marcador de dano ao DNA,
considerado um biomarcador para o envelhecimento biologico, e que também
tem sido relacionado a reprodugao humana, desenvolvimento embrionario,
formagao de células gaméticas, fatores ambientais, estresse oxidativo, doengas
cardiovasculares, diabetes e cancer. Portanto, evidéncias sugerem que a
infeccdo por SARS-CoV-2 em homens pode ocasionar a fragmentagdo do DNA
espermatico e pode modificar o comprimento telomérico nas células somaticas
e germinativas. O grupo de estudo sera constituido por homens com
antecedente de infecgdo por SARS-CoV-2 e o grupo controle sera constituido
por homens néo infectados por SARS-CoV-2.

Casuistica e Metodologia:

O grupo de estudo e o grupo controle serdo compostos por 42 homens em
cada grupo, totalizando 84 voluntarios. Serdo coletadas amostras de sangue
periférico e de espermatozoides,que serdo submetidas a exame de
espermograma, dosagens de testosterona, LH, FSH, SHBG e sorologias IGM e
IGG para COVID-
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19. Idade, peso e altura, e histérico de doengas crénicas serdo obtidos. A
analise da fragmentagcdo do DNA espermatico sera feita a partir da técnica de
dispersao de cromatina por meio de kit especifico. Apds a extragcao de DNA das
amostras sera realizada a analise do comprimento telomérico pelo método
quantitativo da reagdo em cadeia da polimerase.

Metodologia Proposta:
Critérios de Elegibilidade
Critérios para diagnéstico prévio de COVID-19:

Grupo de estudo: comprovagdao de diagnostico ou tratamento de
COVID-19 ou comprovacao de infeccdo porSARS-CoV-2 em seu histérico
meédico ou recordatério e que tenham sido curados ha no minimo trés
meses(CDC, 2020; SIRACUSANO et al., 2020).

Grupo controle: voluntarios que nao foram infectados por SARS-CoV-2 ou
diagnosticados com COVID- 19.Serdo realizadas sorologias de IGG e IGM
durante o ciclo de FIV em todos os voluntarios da pesquisa, na tentativa de
detectar anticorpos.

Critérios de gravidade da infecgéo por COVID-19:

Para avaliar a gravidade da infecgao por SARS-CoV-2 serao utilizados os
critérios descritos na literatura cientifica (GANDHI et al., 2020; PHILIPS etal.,
2020; SINGH et al., 2020) e sujeitos a atualizagédo, conformedescritos na Tabela
1.Tabela 1. Critérios para classificacdo da COVID-19 de acordo com a
gravidade..

Assintomatico ou pré-sintomatico: Teste SARS-CoV-2 positivo; sem sintomas.

Doencga Leve: Sintomas leves (por exemplo, febre, tosse ou mudanga no
sabor ou cheiro); sem dispnéia. Doenca moderada: Evidéncia clinica ou
radiografica de doencga do trato respiratério inferior; saturagéo de oxigénio 94%.
Doenca grave: Saturacdo de oxigénio <94%; frequéncia respiratéria 30
respiracdes / min; infiltrados pulmonares > 50%.



Doencga grave: Insuficiéncia respiratéria, choque e
disfungdo ou falha multiorgdo. Coleta seminal e
espermograma.

A coleta seminal para analise no estudo sera realizada no inicio do ciclo
de tratamento para FIV. Antes da coleta, os pacientes serdo orientados a ficar
de abstinéncia ejaculatéria de dois a cinco dias. A coleta do sémen sera feita em
um frasco coletor plastico, estéril, apirogénico e de boca larga, mediante
masturbacdo e é realizada em uma sala privativa e apropriada. Apds a coleta
sera realizado o espermograma de acordo com os protocolos adotados
(Bjorndahl et al.,2015) e com a utilizacdo de materiais estéreis, apirogénicos e
descartaveis, e aplicagao dos valores de referéncia indicados pela OMS (WHO,
2010).

Aférese de sangue periférico

A coleta de amostra sanguineas sera realizada no Centro de Reproducao
Humana do Hospital das Clinicas da FMRP-USP no inicio do ciclo de
tratamento de FIV. Serdo coletados cerca de 5 ml de sangue venoso periférico
em tubos estéreis, a vacuo, contendo EDTA para extracdo do DNA e 4 ml de
sangue venoso periférico em tubos estéreis, a vacuo, contendo ativador de
coagulo (silica) e gel separador de soro para dosagens sorolégicas hormonais
e metabdlicas.

Dados clinicos e laboratoriais

Serao avaliados os seguintes dados de cada paciente: idade, peso, altura,
IMC, assim como dosagens de testosterona, LH, FSH, SHBG e sorologias IGM
e IGG para COVID-19. A testosterona, LH, FSH e SHBG serao dosados pelo
método de quimioluminescéncia através do aparelho Siemens Immulite® 2000
XPi(DiagnosticProducts Corporation Los Angeles, CA, USA®); as sorologias
para COVID-19 serao realizadas pela melhor metodologia disponivel na época
da aprovacgao deste projeto pelos érgaos competentes.

Analise por biologia molecular

As analises por biologia molecular serdo realizadas nas dependéncias do
Laboratério de Biologia da Reproducdo do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia - Numero 3, localizado no Complexo Multiusuario da FMRP-USP. A
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analise da fragmentacao do DNA espermatico, extracdo de acidos nucleicos e
analise do comprimento dos teldmeros serado realizadas seguindo os protocolos
dos fabricantes.

Critério de Inclusao:

Os critérios de inclusao para participacdo da pesquisa sdao: homens sem
distincdo de raca ou classe social,com idade entre 18 e 55 anos,independente
se a causa da infertilidade conjugal seja devido a fator masculino, e que
concordarem em assinar o TCLE.
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O grupo de estudo sera composto por homens que apresentem infec¢ao
prévia por COVID- 19. O grupo controle sera composto por homens que nao foram

infectados por SARS-CoV-2 ou diagnosticados com COVID-19.

Critério de Exclusao:

Serado excluidos na selecdo dos voluntarios homens que nao possuam
quantidade minima de espermatozoides para a realizagdo das técnicas
propostas.

Também serdo considerados critérios de exclusdo na pesquisa homens
que possuirem histérico de tabagismo, uso excessivo de alcool ou consumo de
drogas, anomalias genéticas, traumas testiculares, suspeita de infecgbes
urogenitais, cancer,endocrinopatias, ou qualquer tratamento que possa
influenciar nas funcdes testiculares.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Comparar a qualidade seminal, a fragmentacdo do DNA espermatico e o
comprimento telomérico do DNA de espermatozoides de homens com

infertilidade conjugal que contrairam infecgdo por SARS-CoV-2 prévio com
aqueles que nao contrairam.

Objetivo Secundario:
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Em homens infectados e nao infectados por SARS-CoV-2 com diagndstico de

infertilidade conjugal:

1) Avaliar a qualidade espermatica;

2) Avaliar o indice de fragmentacado do DNA espermatico;
3) Avaliar o comprimento telomérico em células somaticas;
4) Avaliar comprimento telomérico em células germinativas;

5) Comparar a qualidade espermatica, o indice de fragmentacdo do DNA
espermatico, o comprimento telomérico em células somaticas e germinativas;
6) Comparar os dados clinicos e laboratoriais;

7) Associar o grau de severidade da COVID-19 a qualidade espermatica, o
indice de fragmentagdo do DNA espermatico, o comprimento telomérico em
células somaticas e germinativas.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Ndo sdo previstos riscos aos participantes. A doacdo dos
espermatozoides nao deve interferir no tratamento e no risco a saude dos

homens.

Os principios de confiabilidade dos dados que serdo obtidos, a
manutengdo da autonomia dos participantes, o sigilo a identificacdo pessoal e
beneficéncia/ndo-maleficéncia dos propdsitos serdo respeitados em todas as
etapas do estudo.

Beneficios: Nao ha beneficios diretos para os participantes do estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Desenho:

Trata-se de um estudo observacional, transversal. O grupo de estudo
sera constituido por homens com antecedente de infeccdo por SARS-CoV-2 e o
grupo controle sera constituido por homens néao infectados por SARS-CoV-2.
Os homens seréo recrutados no Ambulatorio de Infertilidade Conjugal do Setor
de Reproducdo Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia, do



HCFMRP-USP, independente da causa da infertilidade conjugal, ou seja, na
presenca ou auséncia de fator masculino de infertilidade.

Os critérios de inclusao para participacao da pesquisa sao: homens sem
distincdo de raca ou classe social, com idade entre 18 e 55 anos,independente
se a causa da infertilidade conjugal seja devido a fator masculino, e que

concordarem em assinar o TCLE.

O grupo de estudo sera composto por homens que apresentem
infeccdo prévia por COVID- 19. O grupo controle sera composto por
homens que nao foram infectados por SARS-CoV-2 ou
diagnosticados com COVID-19. Serdo excluidos na selegdo dos
voluntarios homens que n&o possuam quantidade minima de
espermatozoides para a realizagado das técnicas propostas. Também
serdo considerados critérios de exclusdo na pesquisa homens que
possuirem histérico de tabagismo, uso excessivo de alcool ou
consumo de drogas, anomalias genéticas, traumas testiculares,
suspeita de infecgbes urogenitais, cancer, endocrinopatias, ou
qualquer tratamento que possa influenciar nas fungdes testiculares.

Devido aos critérios de inclusao e exclusao da pesquisa se basearem em
dados clinicos e laboratoriais, existira a necessidade de obtencdo desses dados
no prontuario dos pacientes.

JUSTIFICATIVA

Como a atividade da telomerase é interrompida na maioria das células
adultas, os teldbmeros estao sujeitos a encurtamento gradual, resultando em um
fendbmeno conhecido como senescéncia replicativa. O numero de divisdes
celulares é de fato limitado, conhecido como “o limite Hayflick”, o qual
representa um relogio celular que induz a parada permanente do crescimento.
Em contraste, diferentemente do que acontece nas células somaticas, a
atividade da telomerase nas células germinativas masculinas € desativada
posteriormente a espermatogénese. Este evento pode explicar em parte porque
0os espermatozoides possuem teldmeros mais longos por mais tempo do que
outros tipos celulares. A alta atividade da telomerase na espermatogénia do tipo
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A, reduz-se lentamente até a completa inativagdo da enzima nos
espermatozoides maduros (ROCCA et al., 2019). De maneira geral, fatores de
infertilidade masculina como baixa contagem e baixa motilidade de
espermatozoides e fragmentacdo de DNA estdo associados a comprimento
telomérico mais curto (VASILOPOULOS et al., 2019). Portanto, a crescente
evidéncia do papel dos teldbmeros e do comprimento dos teldmeros na
reproducdo humana, de fato, expandiu a visdo histérica de considera-los
apenas um marcador de envelhecimento. O comprimento dos teldbmeros possui
potencial progndstico na infertilidade de homens atingidos pela infecgdo de
SARS-CoV-2. Recentemente, artigos cientificos do grupo de pesquisa
coordenado pela Profa. Dra. Rosana Maria dos Reis foram publicados
envolvendo a analise do comprimento dos telémeros e a fragmentacdo de DNA
em espermatozoides (SANTANA et al., 2019) e a analise do comprimento
telomérico e atividade da enzima telomerase em leucécitos, odcitos e células do
cumulus (PEDROSO et al., 2020). Ainda, estudos de avaliagdo de comprimento
telomérico em espermatozoides intitulados “Impacto da criopreservacado de
sémen humano no comprimento telomérico” e “Comprimento telomérico de
espermatozoides de homens com varicocele” estao sendo
desenvolvidos,respectivamente, pela aluna de iniciagao cientifca da

FMRP- USP Leticia Breda Busso e pelo aluno de mestrado do Programa de
Pos-Graduagao em Ginecologia e Obstetricia da FMRP-USP Victor César De
Paula S. do Nascimento.

Os dados resultantes desta pesquisa poderao ser de extrema importancia
para a compreensao da etiopatogenia da COVID-19, pois esta pesquisa visa
esclarecer se a infeccao por SARS-CoV-2 promove alteragdes nas células
somaticas e germinativas em homens, por meio de analise de qualidade
seminal, da fragmentagdo do DNA espermatico e do comprimento dos
teldmeros.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O projeto de pesquisa foi adequadamente apresentado.
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Na pagina frontal do projeto de pesquisa diz-se que o pesquisador é o Dr.
Roberto Marins de Carvalho, porém em outros documentos como a Folha de
Rosto e o documento Informacgbes Basicas do Projeto consta como investigador
principal o Dr. Murilo Racy Soares.

Os pesquisadores precisam esclarecer essa questdo. PENDENCIA ATENDIDA.

Na Folha de Rosto a anuéncia da instituicdo proponente foi dada pelo Professor
Doutor Rui Ferriani que é um dos co-investigadores do projeto, portanto,
configurando-se conflito de interesse. Desse modo, a anuéncia da instituigdo deve
ser dada por outra pessoa que ndo faca parte da equipe da pesquisa. PENDENCIA
ATENDIDA.

Foram apresentados o cronograma e orgamento do estudo. Diz-se que os
pesquisadores solicitardo auxilio financeiro para o desenvolvimento do projeto junto
aos Orgdos de Fomento.

Solicita-se a criagcdo de biorrepositorio vinculado a esse estudo. Essa
informacdo € dada de forma adequada no termo de consentimento livre e
esclarecido.

O termo de consentimento livre e esclarecido esta escrito em linguagem
acessivel, contendo as informagdes pertinentes, contemplando, dessa forma as
exigéncias da Resolugao 466/12.

Recomendacgdes: Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Diante do exposto e a luz da Resolugao CNS 466/2012, o projeto de
pesquisa Versao 2 (07/05/2021), assim como o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido Versao 1 (12/04/2021), podem ser enquadrados na categoria
APROVADO.



Consideracbes Finais a critério do CEP:
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Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser

encaminhados ao CEP, relatérios parciais anuais referentes ao andamento da

pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer modificacdo do

projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versao, de forma

objetiva e com justificativas, para nova apreciagao.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu

inicio autorizado apds a aprovagao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Aceito
Informacdes Basicas PB_INFORMACOES BASI 07/05/202
CAS_DO_PROJETO 17288 116:15:25
do Projeto 75.pdf
Aceito
Projeto Detalhado Projeto_Versao2.pdf 07/05/202 | Murilo Racy
/Brochura Investigador 116:14:10 | Soares
Aceito
Outros Carta_Resposta.pdf 05/05/202 | Murilo Racy
21:26:06 | Soares
Aceito
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 05/05/202 | Murilo Racy
121:25:10 | Soares
Aceito
QOutros Aprovacao_Depto_GO.pdf 28/04/202 | Murilo Racy
115:02:53 | Soares
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Aceito
Declaragao de BIORREPOSITORIO.pdf 28/04/202 | Murilo Racy
Manuseio Material 114:59:08 | Soares
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
Aceito
Cronograma Cronogama.pdf 28/04/202 | Murilo Racy
114:57:48 | Soares
Aceito
TCLE/ Termos de TCLE.pdf 12/04/202 | Murilo Racy
Assentimento/Justificati 118:36:51 | Soares
va de Auséncia
Aceito
Outros Aprovacao_UPC_11547 jpe 11/04/202 | Murilo Racy
g 118:34:18 | Soares
Aceito
Orgamento Orcamento.pdf 11/04/202 | Murilo Racy
118:29:40 | Soares

Situacao do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP: Sim

Assinado por:

RIBEIRAO PRETO, 11 de Maio de 2021

MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

(Coordenador(a))




71

Anexo D - Adendo parecer de aprovacido Comité de Etica em Pesquisa
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo da influéncia do SARS-CoV-2 na qualidade espermatica
e na metilacdo e hidroximetilagdo do DNA dos espermatozoides de pacientes
previamente diagnosticados com COVID-19

Pesquisador: Murilo Racy Soares

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa na area da genética da reprodugcao humana (reprogenética););
(Trata-se de pesquisa na qual esteja prevista a dissociagao irreversivel dos dados
dos participantes da pesquisa;);

Verséo: 3

CAAE: 46294121.4.0000.5440

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOQOS DO PARECER
Numero do Parecer: 5.114.454

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de emenda ao projeto de pesquisa conforme
documento PB_INFORMACOES BASICAS 1857634 E1.pdf de
11/11/2021.

JUSTIFICATIVA DA EMENDA

Ao Comité de Etica em Pesquisa de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP
Em referéncia ao projeto intitulado “Analise do comprimento do DNA telomérico de
espermatozoides em pacientes com histéria prévia de COVID-19” (CAAE
46294121.4.0000.5440), solicito a inclusdo de novas metodologias de andlise por
técnicas de biologia molecular descritas no projeto intitulado “Estudo da influéncia
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do SARS-CoV-2 na qualidade espermatica e na metilagdo e hidroximetilagdo do
DNA dos espermatozoides de pacientes previamente diagnosticados com
COVID-19% submetido por meio da Plataforma Brasil ao CEP, na qualidade de
adendo ao projeto original. Em adi¢do a metodologia original proposta, que consiste
na analise dos parametros seminais e analise do DNA telomérico de homens que
foram previamente diagnosticados com COVID-19, sera incluida a analise de
fragmentagcao do DNA espermatico, analise de metilagao e hidroximetilagado do DNA
espermatico e a deteccdo de material genético do virus SARS-CoV-2 nos
voluntarios que forem inseridos na pesquisa a partir da aprovagao da nova versao
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Devido a natureza de urgéncia
imposta pela pandemia de COVID-19 e a necessidade do avango do conhecimento
cientifico relacionada a essa nova doenca, a introdugao de novos parametros e de
novas metodologias de analise se fazem de suma importancia.

Cordialmente, Profa. Dra. Rosana Maria dos Reis Dr. Murilo Racy Soares.

RESUMO DO PROJETO DE PESQUISA:

Introdugédo: O papel do SARS-CoV-2, o virus causador da COVID-19, na
funcao testicular ainda é desconhecido, porém diversos estudos tém mostrado que
a infeccdo por diferentes microorganismos pode resultar em aumento do indice de
fragmentacdo do DNA e alteragcbes no comprimento do DNA telomérico em
espermatozoides. ACE2 e TMPRSS2 sdao moléculas centrais de entrada e que
permitem a infecgdo celular por SARS-CoV-2. Os dados sobre a distribuicido de
ACE2 nos tecidos humanos sao conflitantes, porém analises do sistema
génito-urinario masculino tem demonstrado expressao consistente de ACE2 nos
tubulos proximais renais, nos gametdcitos, nos tubulos seminiferos e células
intersticiais dos testiculos. Também foi detectada associacao inversa entre os niveis
do receptor ACE2 e a espermatogénese, revelando um possivel mecanismo de
como o SARS-CoV-2 pode causar infertilidade. A fragmentacdo do DNA em
espermatozoides é principalmente resultado da apoptose e do excesso de espécies
reativas de oxigénio, que esta associada a diferentes etiologias, incluindo uso de
drogas, tabagismo, temperatura testicular elevada e infecgbes. O comprimento dos
teldomeros € um marcador de dano ao DNA, considerado um biomarcador para o
envelhecimento biolégico, e que também tém sido relacionado a reprodugao
humana, desenvolvimento embrionario, formacdo de células gaméticas, fatores
ambientais, estresse oxidativo, doencas cardiovasculares, diabetes e cancer.
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Portanto, evidéncias sugerem que a infeccao por SARS-CoV-2 em homens pode
ocasionar a fragmentagdo do DNA espermatico e pode modificar o comprimento
telomérico nas células somaticas e germinativas. Objetivo: Comparar a qualidade
seminal, a fragmentagdo do DNA espermatico e o comprimento telomérico do DNA
de espermatozoides de homens com infertilidade conjugal que contrairam infecgcao
por SARS-CoV-2 prévio com aqueles que nao contrairam. Desenho do estudo:
Trata-se de um estudo observacional, transversal. O grupo de estudo sera
constituido por homens com antecedente de infecgdo por SARS-CoV-2 e o grupo
controle sera constituido por homens nao infectados por SARS-CoV-2.Casuistica e
Metodologia: O grupo de estudo e o grupo controle serdao compostos por 42 homens
em cada grupo, totalizando 84 voluntarios. Serdo coletadas amostras de sangue
periférico e de espermatozdides, que serdo submetidas a exame de espermograma,
dosagens de testosterona, LH, FSH, SHBG e sorologias IGM e IGG para COVID-19.
Idade, peso e altura, e histérico de doengas crénicas serdo obtidos. A analise da
fragmentacdo do DNA espermatico sera feita a partir da técnica de dispersédo de
cromatina por meio de kit especifico. Apds a extracdo de DNA das amostras sera
realizada a analise do comprimento telomérico pelo método quantitativo da reagao
em cadeia da polimerase.

Resumo:

Introdugdo: O papel do SARS-CoV-2, o virus causador da COVID-19, na
funcao testicular ainda é desconhecido, porém diversos estudos tém mostrado que
a infeccao por diferentes microorganismos pode resultar em aumento do indice de
fragmentacdo do DNA e alteragbes no comprimento do DNA telomérico em
espermatozoides. ACE2 e TMPRSS2 sao moléculas centrais de entrada e que
permitem a infeccdo celular por SARS-CoV-2. Os dados sobre a distribuicdo de
ACE2 nos tecidos humanos sao conflitantes, porém analises do sistema
génito-urinario masculino tem demonstrado expressao consistente de ACE2 nos
tubulos proximais renais, nos gametdcitos, nos tubulos seminiferos e células
intersticiais dos testiculos. Também foi detectada associacao inversa entre os niveis
do receptor ACE2 e a espermatogénese, revelando um possivel mecanismo de
como o SARS-CoV-2 pode causar infertilidade. A fragmentacdo do DNA em
espermatozoides € principalmente resultado da apoptose e do excesso de espécies
reativas de oxigénio, que esta associada a diferentes etiologias, incluindo uso de
drogas, tabagismo, temperatura testicular elevada e infecgbes. O comprimento dos
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teldomeros € um marcador de dano ao DNA, considerado um biomarcador para o
envelhecimento biolégico, e que também tém sido relacionado a reprodugao
humana, desenvolvimento embrionario, formacdo de células gaméticas, fatores
ambientais, estresse oxidativo, doencas cardiovasculares, diabetes e cancer.
Portanto, evidéncias sugerem que a infeccao por SARS-CoV-2 em homens pode
ocasionar a fragmentagdo do DNA espermatico e pode modificar o comprimento
telomérico nas células somaticas e germinativas.Objetivo: Comparar a qualidade
seminal, a fragmentagdo do DNA espermatico e o comprimento telomérico do DNA
de espermatozoides de homens com infertilidade conjugal que contrairam infecgéo
por SARS-CoV-2 prévio com aqueles que nao contrairam.

Desenho do estudo: Trata-se de um estudo observacional, transversal. O
grupo de estudo sera constituido por homens com antecedente de infecgado por
SARS-CoV-2 e o grupo controle sera constituido por homens nao infectados por
SARS-CoV-2.Casuistica e Metodologia: O grupo de estudo e o grupo controle serdo
compostos por 42 homens em cada grupo, totalizando 84 voluntarios. Serao
coletadas amostras de sangue periférico e de espermatozoides, que serao
submetidas a exame de espermograma, dosagens de testosterona, LH, FSH, SHBG
e sorologias IGM e IGG para COVID-19. Idade, peso e altura, e histérico de
doengas crbnicas serao obtidos. A analise da fragmentacdo do DNA espermatico
sera feita a partir da técnica de dispersdao de cromatina por meio de kit especifico.
Apo6s a extracdo de DNA das amostras sera realizada a analise do comprimento
telomérico pelo método quantitativo da reagao em cadeia da polimerase.

Objetivo da Pesquisa:
Conforme documento PB_INFORMACOES BASICAS 1857634 E1.pdf de
11/11/2021.

Objetivo Primario:

Comparar a qualidade seminal, a metilacdo e a hidroximetilacdo do DNA de
espermatozoides e a metilacdo e a hidroximetilacgdo do DNA de células somaticas
de homens que contrairam previamente infeccdo por SARS-CoV-2 com aqueles que

nao contrairam.

Objetivo Secundario:
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Em homens infectados e nao infectados previamente por SARS-CoV-2:1)
Avaliar a qualidade espermatica (andlise seminal e fragmentacdo do DNA); 2)
Avaliar a presenca do RNA viral no fluido espermatico; 3) Avaliar a presenca do
RNA viral no sangue periférico; 4) Avaliar a metilagdo do DNA espermatico e do
DNA somatico;5) Avaliar a hidroximetilagdodo DNA espermatico e do DNA
somatico; 6) Comparar a qualidade espermatica com a metillagdo e
hidroximetilacdo do DNA espermatico; 7) Relacionar a presenga do virus nas células
somaticas e germinativas com alteracbes na metilagdo e hidroximetilagdo; 8)
Relacionar a presenga do virus nas células somaticas e germinativas ao grau de
severidade da COVID-19 e tempo desde a deteccdo da infegéo; 9) Comparar os
dados clinicos e perfil hormonal; 10) Associar o grau de severidade da COVID-19 ao
tempo desde a detecgcdo da infecdo, a qualidade espermatica, a metilacdo e
hidroximetilagdo espermatica, a metilagao e hidroximetilagdo somatica.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:
Conforme  documento  PB_INFORMACOES BASICAS 1857634 E1.pdf de
11/11/2021.

Riscos:

Nao séo previstos riscos aos participantes. A doacdo dos espermatozoides
nao deve interferir no tratamento e no risco a saude dos homens. Os principios de
confiabilidade dos dados que serdo obtidos, a manutencdo da autonomia dos
participantes, o sigilo a identificagdo pessoal e beneficéncia/ndo-maleficéncia dos
propositos serdo respeitados em todas as etapas do estudo.

Beneficios:
Nao ha beneficios diretos para os participantes do estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Conforme  documento  PB_INFORMACOES BASICAS 1857634 E1.pdf de
11/11/2021. Ao Comité de Etica em Pesquisa de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP

Em referéncia ao projeto intitulado “Analise do comprimento do DNA
telomérico de espermatozoéides em pacientes com histéria prévia de COVID-19”
(CAAE 46294121.4.0000.5440), solicito a inclusdo de novas metodologias de
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analise por técnicas de biologia molecular descritas no projeto intitulado “Estudo da
influéncia do SARS-CoV-2 na qualidade espermatica e na metilacdo e
hidroximetilagdo do DNA dos espermatozoides de pacientes previamente
diagnosticados com COVID-19% submetido por meio da Plataforma Brasil ao CEP,
na qualidade de adendo ao projeto original.

Em adigdo a metodologia original proposta, que consiste na analise dos parametros
seminais e analise do DNA telomérico de homens que foram previamente
diagnosticados com COVID-19, sera incluida a analise de fragmentagdo do DNA
espermatico, analise de metilagcdo e hidroximetilagdo do DNA espermatico e a
deteccdo de material genético do virus SARS-CoV2 nos voluntarios que forem
inseridos na pesquisa a partir da aprovacao da nova versao do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Devido a natureza de urgéncia imposta pela pandemia de COVID-19 e a
necessidade do avango do conhecimento cientifico relacionada a essa nova doenga,
a introdugdo de novos parametros e de novas metodologias de analise se fazem de
suma importancia.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos da emenda foram devidamente apresentados ao CEP, séo eles:
- Projeto_adendo_versao1.pdf;

- Relatorio_de pesquisa_adendo.pdf;

- Carta_Adendo.pdf;

- TCLE_adendo.pdf.

Recomendacgdes: Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Diante do exposto e a luz da Resolugao CNS 466/2012 e suas complementares, a
EMENDA submetida em 11/11/2021, assim como o projeto de pesquisa Versao 1
(11/11/2021) e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Versao 1 (11/11/2021),
podem ser enquadrados na categoria APROVADO. O CEP tomou ciéncia do
Relatério parcial de pesquisa datado em 11/11/2021.

Consideracbes Finais a critério do CEP:
Emenda ao Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagdo vigente, devem
ser encaminhados ao CEP, relatérios parciais anuais referentes ao andamento da
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pesquisa e relatorio final ao término do trabalho. Qualquer modificagao do projeto

original deve ser apresentada a este CEP em nova versédo, de forma objetiva e com

justificativas, para nova apreciacao.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e sé tem o seu inicio

autorizado apds a aprovacgao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Arquivo Autor Situagao
Tipo Documento Postage
m
Aceito
Informagdes Basicas do PB_INFORMACOES BASICAS | 11/11/2021
Projeto 1857634 _E1.pdf
16:22:12
Aceito
Projeto Detalhado / Projeto_adendo_versao1.pdf 11/11/2021 Rosana
Brochura Maria dos
16:20:46 Reis
Investigador
Aceito
Outros Relatorio_de_pesquisa_adendo. | 11/11/2021 Rosana
pdf Maria dos
14:00:28 Reis
Aceito
Declaragao de Carta_Adendo.pdf 11/11/2021 Rosana
Pesquisadores Maria dos
14:00:13 Reis
Aceito
TCLE / Termos de TCLE_adendo.pdf 11/11/2021 Rosana
Assentimento / Maria
13:56:54 dos Reis

Justificativa de
Auséncia
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Aceito
Projeto Detalhado Projeto_Versao2.pdf 07/05/202 Murilo Racy
/Brochura Investigador 1 Soares
16:14:10
Aceito
Outros Carta_Resposta.pdf 05/05/202 Murilo Racy
1 Soares
21:26:06
Aceito
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 05/05/202 Murilo Racy
1 Soares
21:25:10
Aceito
Outros Aprovacao_Depto_GO.pdf 28/04/202 Murilo Racy
1 Soares
15:02:53
Aceito
Declaracao de BIORREPOSITORIO.pdf 28/04/202 Murilo Racy
Manuseio Material 1 Soares
Biologico /
i o 14:59:08
Biorepositorio /
Biobanco
Aceito
Cronograma Cronogama.pdf 28/04/202 Murilo Racy
1 Soares
14:57:48
Aceito
TCLE / Termos de TCLE.pdf 12/04/202 Murilo Racy
Assentimento / 1 Soares
Justificativa de
18:36:51
Auséncia 8:36:5
Aceito
Outros Aprovacao_UPC_11547.jpeg 11/04/202 Murilo Racy
1 Soares
18:34:18
Aceito
Orgamento Orcamento.pdf 11/04/202 Murilo Racy
1 Soares

18:29:40




Situacao do Parecer: Aprovado
Necessita Apreciagcao da CONEP: Sim

RIBEIRAO PRETO, 19 de Novembro de 2021

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
(Coordenador(a))
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